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1. Einleitung

Die Ras-GTPasen (Ras = rat adeno sarcoma) geh�ren
zur Klasse der monomeren G-Proteine, die an zellul�ren
Prozessen wie Vesikeltransport, Zellzyklus, Kernimport und
Signaltransduktion beteiligt sind.[1] G-Proteine nehmen durch
Komplexierung von GTP (Guanosintriphosphat) ihren akti-
ven Zustand ein, w�hrend die Bindung von GDP (Guanosin-
diphosphat) ihren inaktiven Zustand stabilisiert. Die aktive
Form agiert, indem sie -ber Wechselwirkungen mit Effekto-
ren Zellvorg�nge stimuliert oder inhibiert. Eine Fehlregulie-
rung dieser molekularen Schalter hat oft verheerende Aus-
wirkungen. Beispielsweise treten in Krebszellen h�ufig mu-
tierte Ras-Proteine auf, die im GTP-gebundenen Zustand
arretiert sind[2] und daher unaufh�rlich in ihrer aktiven Form
vorliegen, was – neben zus�tzlichen St�rungen bei Signal-
transduktionsvorg�ngen – zu unkontrolliertem Zellwachstum
f-hrt.

Mitglieder der Ras-Superfamilie werden durch Prenylie-
rungen und in einigen F�llen durch Acylierungen posttrans-
lational modifiziert.[3,4] Die Ras-Proteine bilden eine Unter-
gruppe der Ras-Superfamilie, bestehend aus den drei Isofor-
men H-, N- und K-Ras sowie R-Ras, TC21, Rheb und den
Rap- und Ral-Proteinen.[5] Nach vollst�ndiger posttransla-
tionalerModifizierung sind die Proteine an der Innenseite der
Plasmamembran lokalisiert. Die Aminos�uresequenzen der
Ras-Proteine unterscheiden sich haupts�chlich in der C-ter-
minalen Region. Dieser offenbar in L�sung unstrukturierte
Terminus enth�lt die Signalsequenz f-r die posttranslationa-
len Modifikationen. Ebenfalls zur Ras-Superfamilie geh�rt
die Familie der Rho-Proteine (Ras-homologe Proteine), die
an der Organisation des Actin-Cytoskeletts beteiligt sind.[6]

Die umfangreichste Untergruppe der Ras-Superfamilie
bilden die Rab-Proteine (Ras gene from rat brain) mit mehr
als 60 Mitgliedern.[7] Sie sind am vesikul�ren Transport in-

nerhalb der Zelle beteiligt und in vielen F�llen in spezifischen
Kompartimenten der sekretorischen und endocytotischen
Reaktionswege lokalisiert.[8] Die Ran-Proteine (Ras-ver-
wandte Zellkernproteine) sind die bislang einzigen Mitglie-
der der Ras-Superfamilie, f-r die keine posttranslationale
Modifizierung bekannt ist. Sie spielen eine Rolle bei der
Regulation des Kernimports und -exports.[9,10] Abbildung 1
gibt eine Ebersicht -ber die zur Ras-Superfamilie geh�ren-
den Proteine und ihre Funktionen.

Die drei am h�ufigsten in der Ras-Superfamilie vorkom-
menden posttranslationalen Lipidmodifizierungen sind N-
Myristoylierung, S-Palmitoylierung und S-Isoprenylie-
rung.[11–13] Isoprenylierung und Myristoylierung sind stabile
(nichtreversible) Modifizierungen, w�hrend die Palmitoylie-
rung reversibel ist.[14, 15] Zus�tzlich werden einige dieser Pro-
teine posttranslational in C-terminale Methylester -berf-hrt.
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Die chemische Biologie kann als das Studium biologischer Vorg&nge
mit chemischen Methoden definiert werden. Hierbei werden durch
Analyse biologischer Ph&nomene und ihrer strukturellen Grundlagen
ungel*ste Probleme erkannt und mithilfe kombinierter Techniken aus
der Chemie und der Biologie zu l*sen versucht. Im Zuge solcher
Studien werden neue Synthesemethoden und -strategien entwickelt
und zur Herstellung von Verbindungen verwendet, die zur Erfor-
schung biologischer Vorg&nge eingesetzt werden. Mit dieser Definition
als Leitmotiv fassen wir in diesem Aufsatz die neuesten Erkenntnisse
auf dem Gebiet der chemischen Biologie lipidierter Ras- und Rab-
Proteine zusammen. Festphasensynthesen haben sich als die bevor-
zugtenMethoden zur Synthese lipidmodifizierter Peptide erwiesen, die
�ber chemisch-biologische Methoden chemoselektiv an Proteine der
Ras-Superfamilie ligiert werden k*nnen. Mithilfe dieser synthetischen
Peptide und Proteine ist es gelungen, ungel*ste Fragen auf dem Gebiet
der Ras-Superfamilie der GTPasen aufzukl&ren, die durch chemische
oder biologische Methoden alleine nicht zu erschließen waren.
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In Schema 1 sind einige typische posttranslationale Modifi-
kationen aufgef-hrt, die an den C-Termini von Proteinen der
Ras-Superfamilie auftreten.

Bei Mitgliedern der Ras-Superfamilie f-hrt die Lipidie-
rung der C-Termini zur Membranassoziation der posttrans-

lational modifizierten Proteine. Diese posttranslationalen
Modifikationen sind essenziell f-r die Proteinfunktion. Den-
noch wurden bis vor kurzem die meisten Experimente –
R�ntgenstrukturanalyse, NMR-Studien und biochemische
Charakterisierung – nur mit dem l�slichen Teil der Proteine,
d.h. dem Protein ohne C-Terminus, durchgef-hrt. Die damit
erhaltenen Ergebnisse k�nnen die tats�chliche Situation
h�chstens ann�hernd wiedergeben, besonders weil die Di-
versit�t zwischen den einzelnen Mitgliedern h�ufig auf dem
lipidierten C-Terminus des Proteins beruht. Die biochemische
Erzeugung vollst�ndig funktionalisierter und modifizierter
lipidierter Proteine ist aber schwierig, zeitintensiv und f-hrt
im Fall der S-Palmitoylierung zu heterogenen Gemischen und
ist daher in den meisten F�llen unpraktikabel oder nicht an-
wendbar. Dagegen sind in den letzten Jahren chemisch-bio-
logische Methoden entwickelt worden, die Zugang zu voll
funktionsf�higen lipidierten Proteinen und zus�tzlich zu
nichtnat-rlichen Modifikationen bieten und damit die Un-
tersuchung der vollst�ndigen funktionalen Proteine erm�gli-
chen.[16, 17] Ausschlaggebend hierf-r waren zwei mehr oder
weniger parallel verlaufene Entwicklungen: 1) Fortschritte in
der Proteinligation und der chemischen Proteinsynthese
(Thema vieler Ebersichtsartikel[18] und hier nur in Verbin-
dung mit den Proteinen der Ras-Superfamilie diskutiert);
2) Fortschritte bei der Synthese lipidierter Peptide, sowohl in
L�sung als auch an festen Tr�gern. Diese Weiterentwicklun-
gen und ihre Anwendung zur Kl�rung biochemischer, bio-
physikalischer und biologischer Vorg�nge unter Beteiligung
von Proteinen der Ras-Superfamilie stehen im Mittelpunkt
dieses Aufsatzes. Zun�chst werden wir die bei der Synthese
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Abbildung 1. Proteine der Ras-Superfamilie und ihre Lokalisierung und
Funktion in der zellul;ren Umgebung. eE: fr.hes (early) Endosom, lE:
sp;tes (late) Endosom, PM: Plasmamembran, ER: endoplasmatisches
Retikulum, Arf: ADP-Ribosylierungsfaktor, Rit: Ras-;hnliches Protein in
Gewebe, Rad: Ras-verwandtes diabetesassoziiertes Protein.
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dieser lipidierten Peptide erzielten Fortschritte er�rtern. Aus
chemischer Sicht liegt der Schwerpunkt auf der Anwendung
von Methoden aus der Festphasenchemie lipidmodifizierter
Peptide auf die chemische Biologie lipidierter Ras-GTPasen.
Umfassende Ebersichten zur bisherigen Entwicklung von
l�sungsbasierten Ans�tzen sind in der neueren Literatur zu
finden.[19–24] Im Anschluss an die Besprechung der Peptid-
synthese wird beschrieben, wie diese Peptide zur Bildung
vollst�ndig lipidierter oder modifizierter Proteine der Ras-
Superfamilie eingesetzt werden. Der letzte Teil dieses Auf-
satzes stellt ausgew�hlte Beispiele f-r biophysikalische, bio-
logische und strukturelle Studien vor, die auf diese Peptide
und semisynthetischen Proteine zur-ckgreifen. Außerdem
befassen wir uns mit der Verwendung nichtnat-rlicher
Strukturelemente innerhalb der lipidierten Proteinsegmente.

2. Synthese lipidierter Ras- und Rab-Peptide

In den letzten zehn Jahren wurden viele Synthesestrate-
gien zur Herstellung lipidierter Peptide entwickelt. Methoden
in L�sung und an festen Tr�gern sind in mehreren Eber-
sichtartikeln zusammengefasst,[19, 20,25,26] und es ist daher nicht
unser Ziel, eine umfassendeEbersicht zu geben, sondern eher
die grundlegenden Ans�tze aufzuzeigen und zu vergleichen,
die zur Synthese lipidierter Peptide f-hren k�nnen.

Zur Synthese lipidierter Peptide aus der Ras-Superfamilie
stehen mehrere Strategien zur Auswahl. Man kann sich ent-
scheiden zwischen 1) Festphasenmethoden oder Ans�tzen in
L�sung, 2) dem Einsatz lipidierter Bausteine oder einer

Lipidierung nach Peptidaufbau und 3) der Boc- oder der
Fmoc-Strategie. Die Wahl der geeigneten Strategie h�ngt ab
von der Art und Position der Lipidgruppen innerhalb der
Peptidstruktur, von der Peptidl�nge, der C-terminalen
Funktion und dem Vorhandensein zus�tzlicher funktioneller
Gruppen wie Fluoreszenzmarkern oder Spinlabels. Was ins-
besondere die Lipide und funktionellen Gruppen betrifft,
muss die Synthesestrategie an die Labilit�ten der Modifika-
tionen angepasst sein. Bei Festphasensynthesen ist die Wahl
des Linkers zum Harz ein zus�tzliches Kriterium, das bei der
Syntheseplanung zu ber-cksichtigen ist.

F-r lipidierte Peptide lassen sich einige allgemeine
Richtlinien formulieren: 1) Schutzgruppen oder Linker, die
gegen (starke) S�uren labil sind, k�nnen nicht zusammen mit
Prenylgruppen verwendet werden; 2) das gleiche gilt f-r
Schutzgruppen, die unter hydrogenolytischen Bedingungen
entfernt werden m-ssen; 3) Thioester wie an Cystein gebun-
dene Palmitoylgruppen sind labil gegen-ber starken Nuc-
leophilen (siehe Schema 2 und Schema 4). Weitere Faktoren,
die beachtet werden m-ssen, sind: 4) die Eigenschaften an-
derer funktioneller Gruppen wie Fluorophore, photoakti-
vierbare Gruppen und Tags f-r die Verkn-pfung mit Protei-
nen; 5) Diketopiperazinbildung prenylierter Dipeptidester
durch N-terminale Entsch-tzung; 6) die unerw-nschte S,N-
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Schema 1. C-terminale Lipidmotive f.r N-Ras, Rab1 und Rab7.
Pal=Palmitoyl, Far=Farnesyl, GerGer=Geranylgeranyl. Das C-termi-
nale Cystein liegt entweder als Carbons;ure oder als Methylester vor.
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Acylverschiebung der Palm-
itoylgruppe bei einem N-ter-
minal unmaskierten Cystein.

Angesichts dieser Eigen-
schaften und Einschr�nkun-
gen k�nnte man sich fragen,
ob eine allgemeine Strategie
zur Synthese lipidierter Pep-
tide der Ras-Superfamilie
-berhaupt entwickelt werden
kann. Im folgenden Ab-
schnitt werden wir einige der
neueren Ans�tze er�rtern,
die hierf-r erprobt wurden.
Wir werden versuchen, allge-
meing-ltige Ans�tze aufzu-
zeigen, die den durch die
Peptide auferlegten Anfor-
derungen gen-gen. Im Mit-
telpunkt stehen Festphasen-
methoden, die nach unserer
Erfahrung einen schnelleren
und flexibleren Weg zu
mehrfach lipidierten Pepti-
den bieten als Methoden in
L�sung liefern.

2.1.Methoden in L!sung

Die zur Herstellung lipidierter Peptide in L�sung ver-
wendeten Synthesestrategien zeigen Parallelen zu L�sungs-
phasensynthesen gew�hnlicher Peptide. Grundlegende Stu-
dien zur Synthese lipidierter Peptide in L�sung und die bio-
logische Anwendung der synthetisierten Peptide haben Sil-
vius et al. beschrieben.[27–32]

Die Einf-hrung der Lipidgruppen kann auf zwei Wegen
erfolgen: Entweder werden pr�lipidierte Aminos�uren unter
-blichen Bedingungen gekuppelt, oder es werden selektiv
entsch-tzte Peptide nach beendeter Synthese des R-ckgrats
mit Lipiden verkn-pft. Peptide mit nur einer Art von Lipid-
modifikation k�nnen normalerweise relativ unkompliziert
mit -blichen Schutzgruppentechniken in L�sung synthetisiert
werden. Palmitoylthioester sind unter sauren Bedingungen
stabil, weshalb klassische s�urelabile Schutzgruppen wie die
Boc-Gruppe eingesetzt werden k�nnen. Prenylthioether sind
bei pH> 7 inert, was die Verwendung baselabiler Schutz-
gruppen (z.B. Fmoc), stark s�urelabiler Schutzgruppen (z.B.
von der Tritylgruppe abgeleitete) und anderer orthogonaler
Gruppen wie z.B. enzymlabiler oder edelmetalllabiler
Schutzgruppen erm�glicht. Myristoylamide schließlich sind
sowohl mit sauren als auch basischen Reaktionsbedingungen
kompatibel und bringen keinerlei Einschr�nkungen bez-glich
der Schutzgruppenstrategie mit sich.

Peptide, die zwei Arten von Lipidmodifikationen oder
anderen labilen funktionellen Gruppen enthalten, erfordern
hingegen eine differenziertere Schutzgruppenstrategie. Viele
Untersuchungen in L�sung haben sich mit diesem Problem
befasst. Schema 2 gibt einen Eberblick -ber Schutzgruppen,

die sich f-r die Synthese vielfach funktionalisierter Peptide
eignen. Ein kombinierter Einsatz enzymlabiler, edelmetall-
oder �ußerst s�urelabiler Schutzgruppen hat sich als erfolg-
reiche Methode zur Synthese dieser anspruchsvollen Peptide
in L�sung herausgestellt.[21, 33,34] Die Syntheseprotokolle ver-
langen ein gewisses Maß an Erfahrung und k�nnen sicher
nicht als standardisiert angesehen werden. Allgemein l�sst
sich sagen, dass jedes lipidmodifizierte Peptid, das in L�sung
synthetisiert werden soll, eine eigene Syntheseplanung und
-optimierung verlangt. Hinzu kommt, dass Peptidsynthesen in
L�sung arbeitsintensiv sind, nicht nur wegen der Optimierung
der Reaktionsbedingungen und der Zahl an Kupplungs-
schritten, sondern auch wegen der zeitaufw�ndigen Reini-
gung der Zwischenstufen, die h�ufig tensid�hnliche Eigen-
schaften aufweisen. Vereinzelt kann eine stark unterschied-
liche Eigenschaft (z.B. die Hydrophobie) der Kupplungs-
partner genutzt werden, um die Trennung von Produkten und
Ausgangsverbindungen zu erleichtern. In Anbetracht all
dessen liegt der Schluss nahe, dass die Synthese vollst�ndig
lipidierter Peptide in L�sung zwar machbar ist, doch andere,
flexiblere Methoden vorzuziehen sind, sowohl was den Zeit-
aufwand als auch die Gesamtausbeute angeht.

2.2. Kombinierte L!sungs/Festphasen-Methoden

Kombinierte L�sungs/Festphasen-Methoden k�nnen an-
gewendet werden, um den Zeitaufwand von Peptidsynthesen
in L�sung zu verringern. Bei diesen Ans�tzen wird ein
Großteil der Peptidsequenz schnell an einem festen Tr�ger
synthetisiert, abgespalten und mit lipidierten Aminos�uren in
L�sung verkn-pft oder durch Alkylierung freier Thiolsei-
tenketten im Cystein lipidiert. Solche Methoden sind recht
h�ufig eingesetzt worden und waren besonders erfolgreich bei

Schema 2. Gberblick .ber die zu Prenyl- und Palmitoylmodifikationen orthogonalen Schutzgruppen, die bei
der Lipopeptidsynthese mehrfach lipidierter Peptide in LHsung verwendet werden.
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prenylierten Peptiden, wie Beitr�ge
der Arbeitsgruppen um Naider,[19,35]

Gelb,[36–38] Poulter[39] und Waldmann
gezeigt haben.[40–43]

Ein typisches Beispiel f-r die
Synthese eines prenylierten Peptids ist
in Schema 3 dargestellt.[41] Das syn-
thetisierte C-terminale N-Ras-Peptid
enth�lt ein lipidiertes Cystein am C-
Terminus. Das Cystein wird in L�sung
an den C-terminalen Teil des Peptids
gekuppelt, das an einem festen Tr�ger
aufgebaut wurde. Der N-Terminus des
Peptids wurde mit der MIC-Gruppe
funktionalisiert, um eine Anbindung
an ein Cystein der Ras-GTPase zu er-
m�glichen. Das Cystein des Peptids

wurde als tert-Butyldisulfid gesch-tzt, da diese Schutzgruppe
eine reduktive Spaltung unter physiologischen Bedingungen
zul�sst. Mit diesen Schutz- und funktionellen Gruppen l�sst
sich die endg-ltige Kondensation der Teilabschnitte relativ
einfach ausf-hren. Dabei ist auf eine m�gliche Racemisierung
zu achten; die Wahl erprobter Kupplungsverfahren hat sich
jedoch als ausreichend erwiesen, um eine Racemisierung zu
verhindern oder weitestgehend einzud�mmen.

Das in Schema 3 beschriebene Peptid ist strukturell nicht
allzu anspruchsvoll, da abgesehen von den beiden Cysteinen
keine der Aminos�uren reaktive Seitenketten tr�gt und kein
ungesch-tztes N-terminales Amin vorhanden ist. Ein kom-
biniertes L�sungs/Festphasen-Verfahren wird jedoch proble-
matischer, wenn mehrfache Lipid-Anker in das Peptid ein-
gef-hrt werden m-ssen oder wenn das Peptid zus�tzliche
Aminos�uren mit (reaktiven) polaren Seitenketten enth�lt.
Abgesehen davon, dass zus�tzliche Schritte in L�sung not-
wendig werden, kann die Orthogonalit�t der Schutzgruppen
und funktionellen Gruppen problematisch werden und zu
denselben Schwierigkeiten wie beim reinen Verfahren in
L�sung f-hren.

2.3. Festphasenmethoden

Im Bereich der Synthese lipidierter Peptide hat sich der
Fokus inzwischen zur Peptidsynthese an festen Tr�gern ver-
schoben. Entscheidende Projekte befassten sich unter ande-
rem mit dem Sreening von Linkern und Abspaltungsbedin-
gungen sowie der Untersuchung von Synthesewegen zur
Einf-hrung der Lipidgruppen mit einer geeigneten orthogo-
nalen Schutzgruppenstrategie. Wie bei den L�sungsphasen-
methoden m-ssen die Schutzgruppen zu den Lipiden und
anderen funktionellen Gruppen in den Peptiden orthogonal
sein. Auch sollte der Linker zum Harz unter Bedingungen
abspaltbar sein, die die Peptidfunktionalit�ten nicht beein-
tr�chtigen. Im idealen Fall w-rde die Abspaltung des Linkers
zus�tzlich die Einf-hrung unterschiedlicher funktioneller
Gruppen an der C-terminalen Carboxyfunktion zulassen. Die
Anforderungen an eine Festphasenmethode bez-glich der
Integrit�t der funktionellen Gruppen, Schutzgruppen und
Linker sind in Schema 4 zusammengefasst. Die auf dem

Schema 3. Kombinierte LHsungs- und Festphasenmethode zur Synthe-
se des C-Terminus von N-Ras: a) wiederholte Kupplung von Amino-
s;uren: Fmoc-AA-OH, HBTU, HOBt, DIPEA, DMF; und wiederholtes
Entfernen von Fmoc: Piperidin/DMF (1:4); b) MIC-OH, HBTU, HOBt,
DIPEA, DMF; c) TFA/CH2Cl2 (1:9); d) EDC, HOBt, CH2Cl2/TFE (9:1).

Schema 4. Gberblick .ber die Anforderungen an eine allgemein anwendbare Festphasensynthesemethode
f.r lipidierte Peptide aus der Ras-Superfamilie und charakteristische Reaktivit;t von Lipidfunktionalit;ten.
Die Doppelbindungen der Prenyllipide sind s;ureempfindlich, und der Thioester der Palmitoylgruppen wird
durch Nucleophile angegriffen und gespalten.
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Gebiet der Festphasensynthese lipidierter Peptide erhaltenen
Ergebnisse werden in den folgenden Abschnitten bespro-
chen; sie sind nach den untersuchten Linkern und der Me-
thode zur Einf-hrung der Lipidgruppen geordnet.

2.3.1. Linker-Strategien

Die Hauptschwierigkeit bei der Entwicklung einer uni-
versellen Festphasensynthesemethode f-r lipidierte Peptide
besteht darin, einen Satz an geeigneten orthogonal stabilen
Schutzgruppen zu bestimmen, sowie einen Linker, der die
selektive Einf-hrung unterschiedlicher Lipide und anderer
funktioneller Gruppen erm�glicht (siehe Tabelle 1). Typische
Festphasenanker wie der Wang-Linker und der Rink-Amid-
Linker erf-llen diese Anforderungen nicht, da z.B. die S�ure,
die zur Abspaltung der Peptide von diesen Harzen ben�tigt
wird, mit Prenylgruppen nicht vertr�glich ist. Andere Linker,
wie jene, die auf der Tritylgruppe oder dem Sasrinharz ba-
sieren, lassen sich unter leicht sauren Bedingungen abspalten
und sind daher kompatibel mit Prenyl- und Palmitoylgrup-
pen, verhindern aber die Einf-hrung funktioneller Gruppen
am C-Terminus.

2.3.1.1. Kaisersches Benzophenonoximharz

Zur Synthese einer Bibliothek kleiner C-terminaler Ras-
Peptide wurde das Kaisersche Benzophenonoximharz einge-
setzt.[44] Tetrapeptide mit einem N-terminalen S-farnesylier-

ten Cystein[45] und ein �hnliches Tetrapeptid mit einem zu-
s�tzlichen Biotin-Tag[46] wurden an diesem Harz rasch syn-
thetisiert und unter leicht sauren Bedingungen mit l-Ami-
nos�urebenzylestertosylaten vom Harz abgespalten. Die er-
forderliche N-Boc-Schutzgruppe schr�nkt jedoch die
Flexibilit�t bez-glich der Platzierung der Prenylgruppen ein.
Dieses Harz kann daher nur zur Synthese von Peptiden mit
einer einzelnen, am N-Terminus des Peptids lokalisierten
Prenylgruppe eingesetzt werden.

2.3.1.2. Trityl-Linker

Der Trityl-Linker erm�glicht die Abspaltung der synthe-
tisierten Peptide unter leicht sauren Bedingungen, was mit
den meisten Prenylgruppen vereinbar ist. Wenn das Peptid
-ber seinen C-Terminus an den Trityl-Linker gebunden ist,
entsteht bei der Spaltung die freie Carbons�ure. In diesem
Fall l�sst der Trityl-Linker die Bildung einer zus�tzlichen
funktionellen Gruppe am C-Terminus nicht zu. Wird das
Peptid jedoch -ber eine der Aminos�ureseitenketten, z.B.
-ber die e-NH2-Gruppe von Lysin, am Harz verankert, kann
der Linker zur Synthese lipidierter Peptide mit funktionalen
C-Termini eingesetzt werden.[47,48]

Diese Methode ist vor allem zur Synthese von lipidierten
Peptiden mit mehreren basischen Seitenketten verwendet
worden. Die Synthese solcher Peptide, beispielsweise der
lipidierten C-Termini von Rho A, K-Ras4B und D-Ral, ba-
siert auf der Verankerung einer Lysinseitenkette der mehr-

Tabelle 1: Charakteristische Eigenschaften einiger Ankergruppen in der Synthese lipidierter Peptide der Ras-Superfamilie.

Oxim Trityl Hydrazinobenzoyl Ellman-Sulfonamid

Struktur

Abspaltungsbedingungen Amine schwache S;uren Oxidation und ein Nucleophil Alkylierung des Linkers
und ein Nucleophil

C-terminale
Spaltprodukte

Amide S;ure oder Ester und
Amide (wenn .ber Sei-
tenkette am Peptid ver-
ankert)

S;ure, Ester, Amide S;ure, Ester, Amide

Spaltung ist orthogonal
zu:

s;urelabilen Gruppen (Far,
Boc), edelmetalllabilen Grup-
pen (z.B. Aloc)

s;urelabilen Gruppen
(Far, Boc), baselabilen
Gruppen (z.B. Fmoc,
Pal), edelmetalllabilen
Gruppen (z.B. Aloc)

s;urelabilen Gruppen (z.B. Far,
Boc), baselabilen Gruppen (z.B.
Fmoc, Pal), edelmetalllabilen
Gruppen (z.B. Aloc)

s;urelabilen Gruppen
(z.B. Far, Boc), baselabi-
len Gruppen (z.B. Fmoc,
Pal), edelmetalllabilen
Gruppen (z.B. Aloc)

Linker ist orthogonal zu: S;ure Base, Edelmetall S;ure, Base, Edelmetall S;ure, Base, Edelmetall

Nachteile N-Boc-Chemie l;sst Einf.h-
rung nur einer Prenylgruppe
am N-Terminus des Peptids zu

keine Einf.hrung C-ter-
minaler funktioneller
Gruppen, außer bei Ver-
kn.pfung .ber eine
Aminos;ureseitenkette

Linker ist unter nucleophilen ae-
roben Bedingungen anf;llig f.r
Spaltung; Peptidverlust w;hrend
der Spaltung; Amine m.ssen
w;hrend der Spaltung gesch.tzt
werden

Beladung nicht optimal;
Amine m.ssen w;hrend
der Spaltung gesch.tzt
werden.
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basischen Dom�ne an einem Trityl-Anker. Die Aminos�ure,
die -ber ihre Seitenkette an das Harz gebunden wird, ist
vorzugsweise nahe am C-Terminus des Peptids lokalisiert.
Auf diese Weise werden st�rende Blockkondensationen am
festen Tr�ger und damit die Gefahr der Racemisierung ver-
mieden. Das C-terminal farnesylierte oder geranylgerany-
lierte Cystein des Ras-Peptids wird dann durch Kupplung
eines pr�lipidierten Cysteins an die selektiv entsch-tzte
Carboxyfunktion des verankerten Lysins eingef-hrt. Nach
der Bildung des harzgebundenen Dipeptids k�nnen die wei-
teren Syntheseschritte in Richtung des N-Terminus unter
Verwendung von Standardverfahren und z.B. einer Fmoc/
Aloc-Strategie ausgef-hrt werden. Die Aloc-gesch-tzten
Seitenketten von Lysin und Arginin k�nnen am festen Tr�ger
durch Spaltung mit Palladium(0) und einem geeigneten
Nucleophil freigesetzt werden. Durch Behandeln des Harzes
mit nur 1% TFA und einem Abfangreagens (scavenger)
werden anschließend die Peptide abgel�st, wobei die Pre-
nylgruppe intakt bleibt. Ein Beispiel f-r die Synthese eines
solchen prenylierten Peptids mit mehreren basischen Seiten-
ketten an einem Trityl-Linker ist in Schema 5 dargestellt.[48]

Zusammengefasst zeichnet sich ein Trityl-Anker durch
zwei Merkmale aus: 1) Er ist orthogonal zu Prenylgruppen,

einschließlich der Geranylgeranylgruppe; 2) er l�sst die Ein-
f-hrung funktioneller Gruppen sowohl in der Sequenz als
auch am C-Terminus zu. Eine entscheidende Voraussetzung
f-r die Verwendung des Trityl-Linkers nach der oben be-
schriebenen Methode ist das Vorhandensein einer Anker-
gruppe im C-terminalen Teil der Peptidsequenz, die an-
schließend mit nur 1% TFA vom Harz abgespalten werden
kann (es hat sich erwiesen, dass 1% TFA ausreichend ver-
d-nnt ist, damit keine Isomerisierung von Doppelbindungen
auftritt, auch nicht bei Geranylgeranylgruppen).

Eine weitere Einschr�nkung der Methode besteht darin,
dass sie mit Thioestern wie dem palmitoylierten Cystein un-
vertr�glich ist. Es ist nicht m�glich, die Aloc-Gruppen mit
Piperidin als Abfangreagens zu entsch-tzen, da die Thioester
gegen Nucleophile labil sind. Eine L�sung k�nnte in der
Optimierung des Nucleophils bestehen, es ist aber zu be-
denken, dass die Entsch-tzung einer großen Zahl von Aloc-
Gruppen am festen Tr�ger oft keine triviale Aufgabe ist.
Außerdem hat sich gezeigt, dass die Entsch-tzung der Aloc-
Gruppen mit der Maleimidgruppe nicht vertr�glich ist, weil
Triphenylphosphan, das als Ligand f-r den Palladiumkataly-
sator verwendet wird, das Maleimid nucleophil angreift.

Die Kombination Trityl-Linker/Aloc-Schutzgruppe hat
sich als die beste L�sung f-r die Synthese mehrbasischer Se-
quenzen erwiesen, und die Methode ist deutlich effizienter als
andere Linkerstrategien.[47,48]

2.3.1.3. Hydrazid-Linker

Wie oben geschildert, eignet sich der Trityl-Linker zur
Festphasensynthese verschiedenartiger Ras-Peptide, aller-
dings k�nnen damit nicht alle Peptidarten der Ras-Superfa-
milie synthetisiert werden. Um weitere Spezies zug�nglich zu
machen, wurde der Arylhydrazid-Linker f-r die Synthese
lipidierter Peptide erforscht. Diese oxidationsempfindliche
Gruppe ist schon seit -ber 30 Jahren bekannt.[49] Als Linker
ist die Arylhydrazidgruppe zur Bildung von kleinen Peptid-
estern und -amiden[50,51] sowie cyclischen Peptiden verwendet
worden.[52] Zur Spaltung wird der Linker zun�chst zum
Acyldiazen oxidiert, das dann von einem geeigneten Nuc-
leophil angegriffen wird (Schema 6). Die beiden am h�ufigs-
ten verwendeten Methoden sind eine In-situ-Methode mit
Cu(OAc)2, O2 und einem Nucleophil und eine Methode, bei
der der Linker zun�chst mit N-Bromsuccinimid oxidiert und

Schema 5. Festphasensynthese eines D-Ral-Lipopeptids auf Tritylharz:
a) [Pd(PPh3)4] , PhSiH3, THF; b) H2N-Cys(GerGer)-OMe, PyBop, NMM,
CH2Cl2; c) 1. Fmoc-AA-OH, HATU, HOAt, DIPEA, DMF 2. Piperidin/
DMF (1:4); d) [Pd(PPh3)4], DMF/Piperidin (1:4); e) TFA (1%), TES
(2%) in CH2Cl2.

Schema 6. Gbersicht zur Verwendung des Arylhydrazid- (oben) und des Ellman-Sulfonamid-Linkers (unten) in Peptidsynthesen. Zur Spaltung mit
einem Nucleophil wird der Hydrazid-Linker durch Oxidation und der Sulfonamid-Linker durch N-Alkylierung aktiviert.
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in einem zweiten Schritt mit einem Nucleophil abgespalten
wird. Der Linker ist orthogonal zu den klassischen Urethan-
schutzgruppen wie Boc, Fmoc und Aloc, und die Abspaltung
verl�uft ohne Racemisierung. Typische Nucleophile, die zur
Abspaltung verwendet werden k�nnen, sind Amine, Wasser
und Alkohole.[53] Wegen der Oxidationsempfindlichkeit des
Linkers m-ssen die Kupplungsreaktionen und besonders die
Fmoc-Entsch-tzung unter Sauerstoffausschluss durchgef-hrt
werden.

Der Hydrazid-Linker ist schon fr-her in der Peptidsyn-
these eingesetzt worden, seine besondere Eignung zeigte sich
aber erst bei der Synthese lipidierter Peptide.[54–58] Eine ty-
pische Peptidsequenz, die am Hydrazid-Linker synthetisiert
wurde, ist in Schema 7 gezeigt. Das Zielpeptid enth�lt eine
Farnesylgruppe, einen Palmitoylthioester und einen Fluoro-
phor, der an eine Lysin-Seitenkette gebunden ist, sowie einen
C-terminalen Methylester. Die Kupplungsbedingungen f-r
die Aminos�uren �hneln denen -blicher Festphasenpeptid-
synthesen mit anderen Linkern. Allerdings wurde im vorlie-
genden Fall eine wichtige Vorsichtsmaßnahme getroffen, um
eine S,N-Acylverschiebung der Palmitoylgruppe nach der
Fmoc-Entsch-tzung des palmitoylierten Cysteins zu verhin-
dern. Man fand heraus, dass die S-palmitoylierten Peptide
stabil blieben, wenn die Fmoc-Gruppe mit einer L�sung von
1% DBU in DMF in 2 M 30 Sekunden entsch-tzt wurde. Die
n�chste Kupplung wurde dann unmittelbar darauf mit pr�-
aktivierter Aminos�ure und HATU als Kupplungsreagens
vorgenommen.[56]

Mit �hnlichen Ans�tzen wurden viele verschiedene Pep-
tide am Hydrazid-Linker synthetisiert, darunter solche, die
Farnesyl-, Geranylgeranyl-, fluoreszenzmarkierte Geranyl-
und Palmitoyllipide enthalten. Es wurden Fluoreszenzmarker
wie Nitrobenzoxadiazol und photoaktivierbare Gruppen wie
die Benzophenongruppe eingef-hrt, und Peptide der Ras-
Superfamilie mit C-terminalen S�ure-, Ester- oder Amid-
gruppen wurden vom Harz abgespalten.

Ein orthogonaler Linker mildert nicht das Problem, dass
man die funktionellen Gruppen der Aminos�ureseitenketten
mit Schutzgruppen versehen muss. Dies gilt im Allgemeinen
auch bei der Peptidsynthese am Hydrazid-Linker. Hier
wurden Schutzgruppen verwendet, die entweder stark s�u-
relabil sind (z.B. die Tritylgruppe f-r Alkohole) oder base-
labil (z.B. die 9-Fluorenylmethylestergruppe f-r Carbons�u-
ren) oder edelmetalllabil (z.B. die Aloc-Gruppe f-r Amine).
Diese Schutzgruppen k�nnen vom Peptid entfernt werden
w�hrend es sich noch am Harz befindet. Allerdings werden
Amine vorzugsweise nicht vor der Abspaltung entsch-tzt, da
ihr nucleophiler Charakter zur Bildung von Nebenprodukten
f-hren kann; die freigesetzten Amine greifen den oxidierten
Linker an und spalten das Peptid, wodurch cyclische Peptide
oder Oligomere entstehen. Die sterisch anspruchsvolleren
und weniger nucleophilen Alkoholgruppen z.B. der Serin-
seitenkette sind in dieser Hinsicht weitaus unproblematischer
und k�nnen gew�hnlich amHarz entsch-tzt werden. Dass das
Peptid nach der Abspaltung vom Harz noch gesch-tzte
Amingruppen enth�lt, schr�nkt etwas die Flexibilit�t der

Schema 7. Festphasensynthese eines N-Ras-Lipopeptids an Hydrazidharz: a) Fmoc-Cys(Far)-OH, HBTU, HOBt, TMP, CH2Cl2/DMF (1:1); b) Pipe-
ridin/DMF (1:4); c) Fmoc-AA-OH, HBTU, HOBt, DIPEA, DMF; d) Piperidin/DMF (1:4); e) Fmoc-Cys(Pal)-OH, HBTU, HOBt, TMP, CH2Cl2/DMF
(1:1); f) DBU (1%) in DMF; g) Fmoc-Gly-OH, HATU (5 Mquiv.), DIPEA (20 Mquiv.) CH2Cl2/DMF (7:1); h) Cu(OAc)2 (0.5 Mquiv.), Pyridin
(30 Mquiv.), Essigs;ure (50 Mquiv.), Methanol (215 Mquiv.), CH2Cl2, O2.
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Synthese ein, da nun ein zus�tzlicher Entsch-tzungsschritt in
L�sung erforderlich ist.

W�hrend der Entwicklung dieser Festphasensynthesen
wurde beobachtet, dass nach der oxidativen Abspaltung der
Hydrazid-Linker geringe Anteile der synthetisierten Lipo-
peptide durch eine nicht identifizierte Verkn-pfung am festen
Tr�ger gebunden blieben und weder oxidativ noch unter
sauren oder basischen Bedingungen abgespalten werden
konnten. Da die oxidative Spaltung des Hydrazid-Linkers
h�chstwahrscheinlich -ber ein intermedi�res Acylradikal
verl�uft, k�nnte es sein, dass dieses Radikal eine kovalente
Bindung mit dem polymeren Tr�ger eingeht.[59,60]

2.1.3.4. Ellman-Sulfonamid-Linker

Der Ellman-Sulfonamid-Linker wird durch Alkylierung
aktiviert (ist aber dennoch orthogonal zum Methioninthio-
ether) und setzt die Zielverbindungen nach Angriff eines
Nucleophils frei.[61] Gegen-ber S�uren und Basen ist er stabil.
Da diese Merkmale orthogonal zu den lipidierten Peptiden
der Ras-Superfamilie sind, war es naheliegend, diesen Linker
f-r die Synthese solcher Peptide zu testen.[62] Die ersten
Studien haben gezeigt, dass der Ellman-Sulfonamid-Linker
tats�chlich ein wertvolles Reagens zur Synthese von Lipo-
peptiden ist, und er scheint sogar den Hydrazid-Linker zu
-bertreffen, indem er die Synthese von Peptiden mit mehr als
20 Aminos�uren und mehrfachen Lipideinheiten erm�glicht.
Als Beleg dient die Synthese eines Hexacosapeptids, das sich
von der NO-Synthase ableitet (Schema 8, untere Struktur-
formel). Weitere Studien zur allgemeinen Anwendbarkeit
dieses Linkers sind derzeit im Gange (siehe auch Tabelle 1).

Der PTMSEL-Linker ((2-Phenyl-2-trimethylsilyl)ethyl),
der sich mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) spalten
l�sst, wurde erst vor kurzem im Zusammenhang mit der
Synthese lipidierter Peptide untersucht.[63] Dieser Linker er-

m�glicht zwar nur die Synthese C-terminaler Carbons�ure-
derivate, seine Spaltungsbedingungen sind aber v�llig ortho-
gonal zu den Lipidgruppen.

2.3.2. Einf)hrung der Lipidgruppen

Es gibt – unabh�ngig von Fest- oder L�sungsphasenche-
mie – zwei grundlegende Methoden, um Lipidgruppen in ein
Peptid einzuf-hren: entweder durch Kupplung pr�lipidierter
Aminos�uren oder durch Lipidierung eines selektiv ent-
sch-tzten Peptids, d.h. eines Peptids mit einer freien Thiol-
gruppe. Beide Methoden, die Lipidierung am Harz[54,55,64–71]

und die Verwendung pr�lipidierter Bausteine,[56,57] wurden
zur Synthese lipidierter Peptide an festen Tr�gern untersucht.
Die erste Methode wurde gew�hlt, um C-terminale Ras-
GTPase-Peptide aufzubauen. Ein Beispiel ist in Schema 9
gezeigt. Mit einer orthogonalen Schutzgruppenstrategie
konnten hierbei eine Farnesyl- und eine Palmitoylgruppe
schrittweise an der Peptidkette angebracht werden.[54, 55] Die
Methode ben�tigt einen großen Lipid-berschuss, was pro-
blematisch wird, wenn die Lipidgruppen z.B. in modifizierter
Form synthetisiert werden m-ssen, und sie erfordert eine
komplexe Schutzgruppenstrategie. Daher k�nnte es schwierig
werden, mehrere Lipidgruppen des gleichen Verkn-pfungs-
typs, beispielsweise eine Geranylgeranylgruppe und eine
Farnesyldansylgruppe, einzuf-hren. Eine m�gliche L�sung
f-r dieses Problems bietet eine k-rzlich entwickelte, reverse
Methode der S-Farnesylierung und S-Palmitoylierung.[72]

Hierbei wurden die Lipidgruppen durch eine SN2-Substituti-
on von Bromid eingef-hrt, wobei eine nucleophile Thiol-
gruppe des Lipids mit einer elektrophilen Bromalaningruppe
des Peptids in L�sung reagierte. Eine andere Methode, um
Prenylthioether in das Peptid einzuf-hren, ist die chemose-
lektive konjugierte Addition eines nucleophilen Thiolats
(z.B. Farnesylthiolat) an ein Dehydroalanin.[73] Das Problem

Schema 8. Oben: lipidierte Cystein-Bausteine f.r Festphasensynthesen: Fmoc-Cys(Far)-OH, Fmoc-Cys(GerGer)-OH, Fmoc-Cys(GerMant)-OH,
Fmoc-Cys(GerDansyl)-OH, Fmoc-Cys(FarDansyl)-OH, Fmoc-Cys(HD)-OH, Fmoc-Cys(Pal)-OH. Unten: ein von der NO-Synthase abgeleitetes
Hexacosapeptid, das aus pr;lipidierten Bausteinen synthetisiert wurde.
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der fehlenden stereoselektiven Kontrolle bei dieser konju-
gierten Addition wurde durch die Verwendung von Aziridin-
2-carbons�ure enthaltenden Peptiden gel�st.[74] Diese nicht-
proteinogene Aminos�ure erm�glichte die regio- und ste-
reoselektive Konjugation mit einer Reihe von nucleophilen
Thiolgruppen in L�sung und am festen Tr�ger. Diese neu
entwickelten Methoden zum Einbau lipidierter Aminos�uren
k�nnten sich bei zuk-nftigen Synthesen von Peptiden der
Ras-Superfamilie als n-tzlich erweisen.

Eine weitere Methode zur Synthese lipidierter Peptide
beruht auf der Verwendung pr�lipidierter Cystein-Bausteine.
Dieser Ansatz umgeht Probleme, die mit der Prenylierung am
Harz einhergehen. Die pr�lipidierten Bausteine (Schema 8,
oben) k�nnen in der Kupplungssequenz wie normale Ami-
nos�uren behandelt werden und lassen sich -berall in die
Sequenz einbauen, ohne dass man die Schutzgruppenstrate-
gie �ndern m-sste. Damit steht eine hoch flexible und allge-
meine Methode zur Verf-gung, die auf andere Arten preny-
lierter Peptide -bertragbar ist. Ein Beispiel f-r diese Strategie

ist in Schema 10 gezeigt.[57] Zwei unterschiedliche Prenyl-
gruppen konnten unter Verwendung von prenylierten Cys-
teinen in die Rab7-Peptide eingef-hrt werden. Um eine
Racemisierung bei der Kupplung dieser Cysteine zu verhin-
dern, wurden Methoden eingesetzt, die weder basische Be-
dingungen noch polare L�sungsmittel erfordern.

2.4. Schlussfolgerungen zur Peptidsynthese

Viele der hier aufgef-hrten Peptide sind sowohl in L�sung
als auch durch Festphasensynthesen hergestellt worden,
sodass ein guter Vergleich beider Strategien m�glich ist. Die
maßgeblichen Unterschiede zwischen der L�sungs- und der
Festphasensynthese lipidierter Peptide der Ras-Superfamilie
sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Hinsichtlich Effizienz und
Flexibilit�t ist die Festphasenmethode in der Mehrzahl der
F�lle einer Synthese in L�sung -berlegen. Sie liefert reinere
Peptide innerhalb k-rzerer Zeit und mit h�heren Gesamt-

Schema 9. Synthese eines N-Ras-Lipopeptids durch Lipidierung des harzgebundenen Peptids („on-resin lipidation“):[54] a) Fmoc-Cys(Trt)-OH, DIC,
HOBt, DMF; b) Piperidin/DMF (1:1); c) Fmoc-AA-OH, HBTU, HOBt, DIEA, DMF; d) 50% TFA, TES, CH2Cl2; e) Far-Br, DIEA, DMF; f) 1% TFA,
TES, CH2Cl2; g) Pal-Cl, HOBt, Et3N, CH2Cl2, DMF; h) Cu(OAc)2, Essigs;ure, Pyridin, O2, CH2Cl2, MeOH.

Schema 10. Synthese eines Rab-Lipopeptids durch Verwendung lipidierter Bausteine:[57] a) Fmoc-AA-OH, DIC, HOBt, CH2Cl2/DMF (1:1); b) Piperi-
din/DMF (1:2); c) Fmoc-Cys(SStBu)-Glu(OFm)-OH, DIC, HOBt, CH2Cl2/DMF (1:1); d) 1% TFA, 2% TES, CH2Cl2; e) Cu(OAc)2, Pyridin, O2,
CH2Cl2, MeOH; f) Et2NH, CH2Cl2.
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ausbeuten. Bei der Auswahl des Linkers f-r die Festphasen-
synthese m-ssen die Sequenz und die Eigenschaften des
Peptids ber-cksichtigt werden. Der Hydrazid-Linker und der
Ellman-Sulfonamid-Linker sind die am vielseitigsten ver-
wendbaren Linker, die gegenw�rtig zur Verf-gung stehen.

Verschiedenartige C-Termini von GTPasen aus der Ras-
Familie, einschließlich der H-, K-, N-Ras-, Rab7- und RhoA-
Peptide, wurden durch Festphasensynthesen synthetisiert.
Die allgemeine Methode ist auch auf andere Arten lipidierter
Peptide anwendbar, und eine Sequenz von zehn Aminos�u-
ren ist gew�hnlich ohne Weiteres in Milligrammmengen zu-
g�nglich. Es k�nnen auch l�ngere Peptide erhalten werden,
wie die Synthese des dreifach lipidierten Hexacosapeptids der
endothelialen NO-Synthase (ein 26mer) beweist.[62] Dar-ber
hinaus k�nnen funktionelle Gruppen wie Fluorophore, pho-
toaktive Linker undGruppen zur Thiolkonjugation eingebaut
werden. Die Festphasenmethoden sind zuverl�ssig und liefern
funktionelle Peptide im Zeitrahmen von 1 bis 2 Wochen, in-
klusive Reinigung.

Die entwickelten Festphasensynthesemethoden k�nnen
nun dazu dienen, andere lipidierte Peptide herzustellen:
Peptide mit nichtnat-rlichen Aminos�uren oder d-Amino-
s�uren oder Peptide, die mit anderen, auch biologisch rele-
vanten Lipidgruppen ausgestattet sind. Der Austausch von
Palmitoyl gegen andere Fetts�uren ist biologisch relevant[75]

und konnte bei Proteinen der Ras-Familie verwendet werden,
um ihren Einfluss auf Protein-Protein- und Protein-Lipid-
Wechselwirkungen zu untersuchen. Nhnlich wie bei den dis-
kutierten Lipopeptiden mit Prenylgruppen, die z.B. mit
Fluorophoren modifiziert sind, konnten Fetts�uren wie Oleat
und Arachidonat anstelle der Palmitoylgruppe eingef-hrt
werden. Die entwickelten Reaktionen lassen sich universell
auf diese funktionellen Fetts�uren anwenden und sollten
ohne Nebenreaktionen ablaufen.

3. Synthese lipidierter Ras- und Rab-Proteine

3.1. Synthese durch biologische Methoden und ihre Grenzen

Die Herstellung rekombinanter Proteine ist eine Schl-s-
seltechnologie in den Biowissenschaften. Allerdings gelang es
bei posttranslational modifizierten Proteinen nur m-hsam,
Fortschritte in der Synthese authentischer oder modifizierter
Polypeptide zu erzielen. Dies ist in erster Linie auf die
Komplexit�t der Proteinmodifizierungswege und den Mangel
an Methoden zu ihrer Manipulation zur-ckzuf-hren.[76]

Posttranslationale Modifizierungen wie Phosphorylie-
rung, Glycosylierung, Isoprenylierung und Acylierung sind
typisch f-r eukaryotische Organismen. In Prokaryoten wie
E. coli kommen solche Modifizierungen nicht vor (wenn-
gleichE.-coli-St�mme erzeugt wurden, die Enzyme wie dieN-
Myristoyl-Transferase exprimieren).[77] Aus diesem Grund
wird die Synthese posttranslational modifizierter Proteine
h�ufig in eukaryotischen Expressionssystemen ausge-
f-hrt.[78–80] Diese sind jedoch in der Handhabung gew�hnlich
sehr kosten- und arbeitsintensiv, z.B. in der Produktreinigung,
und liefern geringe Ausbeuten. Die Situation wird noch
komplizierter, wenn das Protein an mehreren Stellen lipid-
modifiziert ist.[81] Besonders schwierig wird es, wenn die ge-
w-nschten funktionellen Gruppen mit einem hohen Grad an
Regiokontrolle an spezifischen Stellen in ein Protein einge-
baut werden m-ssen, z.B. in der N�he eines aktiven Zentrums
oder an einer Kontaktfl�che f-r die Wechselwirkung mit
Partnermolek-len. Hintergrund dieser Probleme ist letztlich,
dass die ansonsten leistungsf�higen Methoden der organi-
schen Chemie auf so große und verschiedenartig reaktive
Molek-le wie Proteine nicht angewendet werden k�nnen.
Noch schwieriger wird die Situation, wenn die interessieren-
den Proteine posttranslationale Modifikationen durchlaufen,
die mit den gew-nschten Proteinmanipulationen oder Ver-
fahrenstechniken unvertr�glich sind. In diesem Fall w�ren die
modifizierten Proteine f-r ihren nat-rlichen Modifizierungs-
pfad nicht mehr erkennbar. All diese offenkundig nichtor-
thogonalen Modifikationen betreffen die synthetisch er-
zeugten Proteine der Ras-GTPase-Superfamilie.

Tabelle 2: Vergleich von LHsungs- und Festphasensynthesen lipidierter Peptide der Ras-Superfamilie.

Synthese in LHsung Festphasensynthese

Reinigung Reinigung jeder einzelnen Zwischenstufe erforderlich,
niedrigere Gesamtausbeuten

Reinigung nur des Endprodukts erforderlich (durch pr;-
parative Chromatographie)

Ausbeuten zweifach
lipidierter Hexamere

einzelne Kupplungsschritte haben mittlere bis gute Ausbeuten,
Gesamtausbeuten 7–8%

einzelne Kupplungen mit fast vollst;ndigem Umsatz,
Gesamtausbeuten 40–50%

Bausteinsynthese ja ja

Dauer der Peptidsyn-
these (je nach Sequenz)

Wochen Tage

kombinatorische
Aspekte

nicht zur Synthese von Verbindungsbibliotheken geeignet, da
Verbindungen oft eigene Synthesestrategien erfordern

Synthese von Verbindungsbibliotheken mHglich, abh;ngig
vom Divergenzpunkt; m;ßiger Syntheseaufwand

Kostenfaktoren Geranylgeranylgruppen, geringe Ausbeuten Harz und pr;lipidierte Cystein-Bausteine
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F-r Untersuchungen von Proteinen der Ras-Superfamilie
werden Methoden ben�tigt, die pr�parative Mengen an lipi-
dierten Proteinen mit sowohl nat-rlichen als auch neuartigen
Funktionen wie Fluoreszenz, Photoreaktivit�t, Spinmarkie-
rungen oder Lipidgruppen an nichtnat-rlichen Positionen
liefern. Die k-rzlich entwickelten Proteinligationsmethoden
erm�glichen die Verkn-pfung großer rekombinanter Pro-
teinger-ste mit Peptiden, die durch organische Synthese
hergestellt wurden.[82–86]

3.2. Synthese durch Proteinligationsmethoden

Die Fortschritte auf dem Gebiet der Proteinligation
f-hrten zu einem breiten Spektrum an Methoden f-r die se-
misynthetische Herstellung posttranslational modifizierter
Proteine. DieseMethoden liefern entweder native Bindungen
(z.B. durch Thioleinfangreaktion, native chemische Ligation
und Ligation exprimierter Proteine) oder nichtnative Bin-
dungen (z.B. durch Imineinfangligation, Oximligation und
Maleimidocaprons�ureligation). Diese Verkn-pfung von or-
ganischer Chemie und molekularer Biologie er�ffnet einen
Zugang zumodifizierten Proteinen (einschließlich nat-rlicher
und nichtnat-rlicher Modifikationen), die durch andere, z.B.
enzymatische Verfahren im Allgemeinen nicht zug�nglich
sind.[18]

Es existieren mehrere Methoden, um modifizierte Lipide
und Lipopeptide in Proteine einzuf-hren; drei wichtige
wurden bei Ras-GTPasen angewendet (Schema 11). Eine
Methode beruht auf der In-vitro-Anbindung der modifizier-
ten Prenylgruppen unter Verwendung von Prenyltransferasen
(Schema 11C).[87,88] Bei diesem Verfahren, mit dem Ras-[89,90]

und Rab-Proteine[91,92] modifiziert worden sind, wird das
Protein mit allen Aminos�uren exprimiert, und nur die Pre-
nylgruppen werden in einer sp�teren Stufe eingef-hrt. Dabei
ist es m�glich, auch nichtnat-rliche Prenylanaloga einzubau-
en. Isoprenoidanaloga haben sich als vielseitig verwendbare
Reagentien zur Erforschung des Mechanismus und der
Struktur von Prenyltransferasen erwiesen. Man hat fluores-
zierende oder photoaktive Gruppen in die Prenyleinheit

eingebaut, und auch der Einfluss von kleineren sterischen
Hinderungen auf die Bindung zu Phenyltransferasen und
deren Funktionsf�higkeit wurde untersucht.[87, 93–107] F-r Pro-
teomics-Strategien bieten insbesondere Azid-tragende Far-
nesylgruppen einen vielversprechenden Ansatz.[108]

Eine zweite Methode zur Einf-hrung synthetischer Li-
popeptide ist die Maleimidocaproyl(MIC)-gesteuerte Ligati-
on (Schema 11B).[109] Dieses Verfahren erfordert eine leicht
zug�ngliche, z.B. C-terminale freie Thiolgruppe am Protein
(normalerweise von einem Cystein stammend), um das N-
terminal MIC-modifizierte Peptid anzubinden. Bei der drit-
ten Methode, der Ligation exprimierter Proteine
(EPL),[110, 111] wird ein lipidiertes Peptid an einem N-termi-
nalen Cystein -ber eine native Peptidbindung mit dem C-
Terminus einer Thioester-markierten Ras-GTPase verkn-pft
(Schema 11A).

Jedes dieser Ligationsverfahren hat seine typischen
Merkmale, die in Tabelle 3 zusammengefasst sind. In den
folgenden Abschnitten werden Beispiele f-r die Synthese der
Ras-GTPase durchMIC-Ligation (f-rN-Ras) und durch EPL
(f-r Rab) vorgestellt.

3.2.1. Ligation exprimierter Rab-Proteine

Rab-Proteine enthalten in voller L�nge ungef�hr 210
Aminos�uren, wobei die Prenylgruppen-tragenden Cysteine
innerhalb der letzten vier C-terminalen Aminos�uren loka-
lisiert sind.[112] Rab-Proteine, einschließlich ihrer C-terminal
verk-rzten Formen, k�nnen ohne posttranslationale Modifi-
kationen in E. coli exprimiert werden. Mit diesem Expressi-
onssystem gelingt es auch, Rab-Proteine als Fusionat mit
einem modifizierten Intein zu exprimieren, an das sich eine
Chitinbindungsdom�ne (CBD) anschließt. Auf diese Weise
lassen sich die C-terminalen Thioester der gek-rzten Rab-
Proteine reinigen und abtrennen.[113]

Gew�hnlich sind die mit organischen Synthesemethoden
hergestellten prenylierten C-terminalen Rab-Peptide wegen
ihrer apolaren Lipidmodifikationen in w�ssrigen Medien nur
wenig l�slich. Die Ligation von Lipopeptiden mit N-termi-
nalem Cystein an Rab-Proteine wurde zuerst mithilfe eines

Schema 11. Methoden, die zur Einf.hrung des nat.rlichen und des modifizierten lipidierten C-Terminus bei Ras-GTPasen eingesetzt wurden:
A) Ligation exprimierter Proteine (EPL, „expressed protein ligation“), B) Maleimidocaproyl(MIC)-Ligation, C) Prenylierung mit Prenyltransferasen.
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Ligationstests erforscht.[114] Bei Studien mit dem am C-Ter-
minus Thioester-markierten Rab7DC6 und dem Testpeptid
CK(Dansyl)C(GG)-OMe wurde gefunden, dass die ansons-
ten robuste native chemische Ligation im herk�mmlichen
Puffersystem versagt. Um die L�slichkeit der Peptide zu
verbessern, wurde eine große Auswahl an Detergentien ge-
testet; wie es scheint, vermittelt Cetyltrimethylammonium-
bromid (CTAB) die Prenylierung am besten.

Um pr�parative Mengen fluoreszierender Rab7-Proteine
zu erzeugen, die Geranylgeranyleinheiten an unterschiedli-
chen Positionen tragen, wurden pr�parative Ligationsreak-
tionen in vitro ausgef-hrt.[57,114–116] Die Reaktionen verlaufen
-ber Nacht und liefern etwa 85% verkn-pftes (ungereinigtes)
Rab-Protein. Das Protein f�llt nach der Ligation gew�hnlich
aus, und die nichtkovalent gebundenen Peptide k�nnen durch
einfache Extraktion des Ligationsgemischs mit organischen
L�sungsmitteln entfernt werden. Das zur-ckbleibende, un-
l�sliche Pellet, das haupts�chlich das Protein enth�lt, wurde
in 6m Guanidiniumchlorid gel�st und dann durch schrittweise
Verd-nnung in CHAPS-haltigem Puffer zur-ckgefaltet. An-
schließend wurde REP-1 (Rab escort protein) oder GDI-
Protein (GDI = GDP-Dissoziationsinhibitor) zugegeben
und der gebildete Komplex durch Dialyse und Gelfiltration
weiter gereinigt. Die Methode f-hrt zu nativen, korrekt ge-
falteten Rab7-GTPasen und liefert unabh�ngig von der Zahl
der konjugierten Prenylgruppen �hnliche Resultate. In
Schema 12 sind einige der mit EPL synthetisierten Rab7-
Proteine aufgef-hrt. Die Ligation exprimierter Proteine ist
auch eingesetzt worden, um ein K-Ras-Konstrukt zu erhal-
ten.[48] F-r Ras-Proteine ist kein Chaperon verf-gbar, um das
lipidierte Protein zu solubilisieren. Im Fall von K-Ras tr�gt
jedoch die C-terminale mehrbasische Sequenz zur Solubili-
sierung des Proteins bei und erm�glicht so dessen Reinigung.

3.2.2. Maleimid-Ligation mit N-Ras-Proteinen

Alle Ras-Isoformen werden am C-terminalen Cystein in
der CaaX-Box durch eine cytosolische Farnesyltransferase
prenyliert, anschließend werden die drei letzten Aminos�u-
ren (aaX) abgespalten und das S-farnesylierte Cystein in
einen Methylester umgewandelt. Bei den N- und H-Isofor-
men werden zus�tzlich eine oder zwei andere, im C-Terminus
lokalisierte Cysteingruppen palmitoyliert. Da diese Modifi-

kationen mit biologischen Verfahren nicht einfach durchzu-
f-hren sind, wurden Lipopeptide mit den ben�tigten funk-
tionellen Gruppen synthetisiert und mit verk-rzten Ras-
Proteinen am C-Terminus ligiert.[117, 118]

Zu diesem Zweck wurde das Ras-Protein in verk-rzter
Form mit einem freien C-terminalen Cystein in Bakterien
exprimiert, um so eine reaktive Thiolgruppe f-r die MIC-
Ligation bereitzustellen. Wegen der Flexibilit�t des C-Ter-
minus ist dieses Cystein dem L�sungsmittel stark ausgesetzt,
weshalb die Ligation schnell und selektiv verl�uft. Weitere
Cysteine in der Aminos�uresequenz sind im Proteinkorpus
vergraben und damit weniger zug�nglich, was das Ausmaß an
Nebenreaktionen beschr�nkt.[119] Das Verh�ltnis von Peptid
zu Protein muss jedoch eingegrenzt werden und sollte 3:1
nicht -berschreiten, um zus�tzliche MIC-Ligationen zu ver-
meiden. Zur Reinigung des Neolipoproteins nutzt man die
zus�tzliche Hydrophobie der eingef-hrten Lipidgruppen.
Durch Extraktion mit einer mit Triton X-114 ges�ttigten
L�sung bei einer Temperatur -ber 30 8C wurde das ligierte
vom unligierten Protein getrennt. Eine Reihe nat-rlicher und
nichtnat-rlicher Lipopeptide wurde synthetisiert und zur
Herstellung spezifisch funktionalisierter Ras-Proteine ver-
wendet. Außer Prenylgruppen unterschiedlicher L�nge und
nichthydrolysierbaren Palmitoylanaloga sind auch Fluores-
zenzmarker und photoaktivierbare Gruppen eingef-hrt
worden (Schema 13).

3.2.3. Diels-Alder-Ligation

Eine vor kurzem entwickelte Proteinligationsmethode,
deren m�gliche Anwendung auf Ras-GTPasen nachgewiesen
werden konnte, ist die Diels-Alder-Ligation.[120] Erste Resul-
tate mit Peptiden belegten, dass die Methode auch allgemein
anwendbar ist. Mit Ausnahme von Cysteinen mit freien
Thiolgruppen wurden alle Aminos�uren toleriert (diese Un-
vertr�glichkeit l�sst sich gew�hnlich durch tempor�res
Sch-tzen der freien Thiolgruppen umgehen). Die Diels-
Alder-Ligation wurde zur Anbindung eines lipidierten Pep-
tids an Rab7DC6 eingesetzt. Eber das Bindungsverm�gen f-r
REP-1 wurde nachgewiesen, dass die Funktion der GTPase
nach Ligation erhalten geblieben war. Diese Ligationsme-
thode k�nnte auch verwendet werden, um Proteine auf
Glasobjektiven zu immobilisieren.

Tabelle 3: Vergleich der Proteinsynthesemethoden, die zur Synthese von Ras-GTPasen verwendet werden.

Methode Merkmale Voraussetzungen Anwendung

Ligation exprimierter
Proteine

native Peptidbindung; freie Thiolgruppe an der Verkn.p-
fungsstelle im Endprodukt

Protein/Peptid mit C-terminalem Thioester;
Peptid/Protein mit N-terminalen Cysteinen

Rab1, Rab7,
K-Ras

Maleimid-Ligation nichtnat.rliche Thioetherbindung;
freie Carbons;ure an der Verkn.pfungsstelle im Endprodukt;
Selektivit;tsprobleme

Protein mit C-terminalen Cysteinen;
Peptid mit N-terminalem Maleimid;
nur ein einziges leicht zug;ngliches Cystein
darf vorliegen

H-Ras, N-Ras

In-vitro-Prenylierung begrenzter Zugang zu Proteinen mit anderen funktionellen
Gruppen;
modifizierte Prenyldonoren mHglich

Protein mit CAAX-Box (FTase/GGTase-I)
oder mit doppeltem Cysteinmotiv
(GGTase-II); zus;tzlicher Proteinfaktor
(z.B. REP); Processing-Enzyme
(aaX-Protease, Carboxymethyltransferase)

Rab7, H-Ras

Ras- und Rab-Proteine
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4. Biophysikalische Studien mit lipidierten Peptiden

4.1. Insertion in Modellmembranen

Die Struktur des l�slichen Teils des Ras-Proteins (Reste
1–166) wurde durch R�ntgenstrukturanalyse[121,122] und
NMR-Spektroskopie in L�sung[123] aufgekl�rt. Hingegen
wurden Struktur, Dynamik und Details der Membranasso-
ziation des C-Terminus vor allem mithilfe lipidierter Peptide
untersucht. Auf diesem Gebiet sind umfangreiche Studien
durchgef-hrt worden,[30] um beispielsweise die Membran-
bindung eines doppelt lipidierten modifizierten Heptapep-
tids, das den C-Terminus des menschlichen N-Ras-Proteins
(Reste 180–186) nachahmt, zu erforschen.[124–126] Mit ver-
schiedenen biophysikalischen Methoden (ATR-FTIR, quan-
titative 1H-MAS-NOESY-Spektroskopie, 2H-Festk�rper-
NMR-Spektroskopie und Neutronenbeugung) wurde unter-
sucht, wo das Peptidr-ckgrat und die Seitenketten in der
Membran lokalisiert sind, wie ihre dynamische transversale
Verteilung aussieht und wie sich die Lipidketten des Peptids
in die Phospholipiddoppelschicht der Wirtmembran einla-
gern.

Der C-Terminus des menschlichen N-Ras-Proteins ent-
h�lt zwei Lipidmodifikationen, eine Farnesyl- und eine
Palmitoylkette. Um die biophysikalischen Studien zu er-
leichtern, wurde dieser C-Terminus mit zwei deuterierten
Lipidmodifikationen ausgestattet. Ein Modell, das die expe-
rimentellen Ergebnisse zur Membranbindung des lipidierten

Schema 12. Synthese von Rab- und Ras-Proteinen durch EPL.

Schema 13. Auswahl semisynthetischer Neo-Ras-Proteine, die durch
MIC-Kupplung synthetisiert wurden.
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Ras-Peptids zusammenfasst, ist in Abbildung 2 gezeigt. Die
Polypeptidkette des doppelt lipidmodifizierten N-Ras-Pep-
tids ist an der Lipid-Wasser-Grenzfl�che der Membran loka-
lisiert (im Unterschied zu mehrbasischen lipidierten Pepti-
den), und es wurden keine Anzeichen f-r eine definierte
Peptidsekund�rstruktur gefunden. Die Lipidketten des
Peptids schieben sich vollst�ndig in die Phospholipidacyl-
kettenregion und maximieren die hydrophoben Wechselwir-
kungen. Zus�tzlich durchdringen die hydrophoben Amino-
s�ureseitenketten die mittlere Kettenregion und tragen mit
ihrer Bindungsenergie zur Minimierung der freien Energie
des Lipid-Peptid-Komplexes bei. Daher wird angenommen,
dass das Peptid in der Doppelschicht eine flexible Struktur
und damit große konformative Freiheit hat. Folglich wird die
Lage der Peptidsegmente durch breite Verteilungsfunktionen
parallel zur Membrannormalen beschrieben. Da der C-Ter-
minus des Ras-Proteins unstrukturiert ist, scheint die be-
schriebene mobile Peptidkonformation f-r die Struktur des in
voller L�nge membrangebundenen Ras-Proteins relevant zu
sein.

Ein �hnliches Ergebnis wurde f-r die Bindung des voll-
st�ndigen lipidierten N-Ras-Proteins an Modellmembranen
gefunden.[127] Die f-r das Ras-Peptid erhaltenen experimen-
tellen Befunde stimmen ausgezeichnet mit neueren Mole-
k-ldynamikstudien -berein.[128] Die Molek-ldynamiksimula-

tionen zeigten, dass die Lipidketten des Peptids mobiler sind
als die der umgebenden Phospholipide. Zudem ist das Pep-
tidr-ckgrat auf der Membran -ber den Simulationszeitraum
von 10 ns relativ starr, wobei es allerdings in unterschiedli-
chen ausgedehnten Konformationen ohne R-ckgratwasser-
stoffbr-cken vorliegen kann. In vivo k�nnten am Mechanis-
mus der Membraninsertion von Ras-Proteinen noch spezifi-
sche Farnesyl-Membranrezeptoren beteiligt sein.[129, 130] Als
Kandidaten f-r Farnesyl-vermittelte Membranprozesse
kommen Sos,[131] PI3K[132] und PDEd in Betracht.[133]

4.2. Bindung an Membransubdom-nen

Die Struktur und die laterale Organisation von Lipiden
und Proteinen in biologischen Membranen sind Gegenstand
intensiver biochemischer und biophysikalischer Forschun-
gen.[30,134–136] Zentrale Fragen betreffen die Existenz von
Membransubdom�nen mit unterschiedlicher Lipidzusam-
mensetzung und der Zusammenhang zwischen der Bildung
von Lipiddom�nen und der Konformation sowie funktionalen
Eigenschaften von membranassoziierten Proteinen. Um
einige dieser Aspekte im Zusammenhang mit Membran-
eingebetteten lipidierten Proteinen aufzukl�ren, wurden in
einem chemisch-biologischen Ansatz die Wirkungen eines
fluoreszierenden Peptids auf Modellmembranen bestehend
aus bin�ren und tern�ren Lipidgemischen erforscht.[137] Die
Peptide enthielten einen Farnesyl- und einen Palmitoyl-
Anker und dienten auf diese Weise als Membranerken-
nungssystem f-r N-Ras-Proteine. Insbesondere untersuchte
man den Einfluss des Peptids auf die laterale Organisation
und auf Konzentrationsschwankungen der Lipide sowie die
M�glichkeit zur molekularen Sortierung von Lipiden durch
das eingelagerte Peptid.

Diese Studien f-hrten zu dem Schluss, dass doppelt
palmitoyl- und farnesyllipidierte Peptide nicht – wie aus an-
deren Arbeiten erwartet – bevorzugt mit fl-ssig-geordneten
oder gelartigen Dom�nen in phasengetrennten Doppel-
schichtmembranen assoziieren. Sie zeigten insbesondere, dass
das Peptid bei physiologisch relevanten Cholesterinkonzen-
trationen die Bildung fluider Mikrodom�nen induziert und
dass dieser Effekt sehr stark von der Konzentration der flu-
iden gegen-ber den geordneten Lipidmolek-len abh�ngt.
Das Peptid hat offensichtlich eine hohe Affinit�t zu einer
fluiden Umgebung. Es konnte weiterhin gefolgert werden,
dass das in Proteinen wie Ras gefundene Palmitoyl-Farnesyl-
Doppellipidmotiv die Assoziation mit fl-ssig-geordneten
oder gelartigen Dom�nen in phasengetrennten Doppel-
schichtmembranen nicht signifikant f�rdert und eine Anrei-
cherung in biologischen Lipid-Rafts allein aufgrund von Li-
poprotein-Lipid-Wechselwirkungen nicht zu erwarten ist (in
Analogie zu den Ergebnissen mit lediglich prenylierten Pro-
teinen).[32,138–140] Diese Ergebnisse scheinen mit den Befunden
aus NMR-Messungen und Neutronenbeugungsstudien gut in
Einklang zu sein.[125] Die Membranassoziation von N-Ras ist
aber nicht analog z.B. zu der von H-Ras, dem nach GDP-
Beladung eine starke Affinit�t f-r Lipid-Rafts zugeschrieben
wurde.[141, 142] Dies stimmt mit der Vorstellung -berein, dass
der lipidierte C-Terminus von Ras-Proteinen als einer der

Abbildung 2. Strukturelle Befunde zur Membraninsertion des lipidmo-
difizierten Ras-Peptids.[125,127]
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Regulatoren f-r die spezifische Membranlokalisation des
gesamten Proteins fungiert.

Vor kurzem wurde das vollst�ndig lipidierte und fluores-
zenzmarkierte N-Ras-Protein mithilfe eines kombinierten
chemischen und biologischen Ansatzes hergestellt, und auch
f-r dieses vollst�ndige Protein wurde eine Pr�ferenz f-r die
fl-ssig-ungeordnete Phase gegen-ber der fl-ssig-geordneten
und fest-geordneten Phase nachgewiesen.[143] Fluoreszenz-
messungen am lipidierten Protein lieferten �hnliche Ergeb-
nisse wie beim Peptid, was darauf hinweist, dass die Mem-
branlokalisation bei N-Ras wahrscheinlich vollst�ndig durch
den lipidierten C-Terminus bestimmt wird, anders als z.B. bei
H-Ras, dessen Lokalisation auch durch weitere Strukturele-
mente aus der Polypeptidstruktur beeinflusst wird.[142]

Die Analyse der Lokalisation lipidierter N-Ras-Proteine
in Lipidmikrodom�nen durch Rasterkraftmikroskopie
(AFM) lieferte gegen-ber den Fluoreszenzmessungen eine
verbesserte r�umliche Aufl�sung (Abbildung 3). Das Lipo-

protein ist gr�ßtenteils in der Grenzregion der Dom�nen in
fl-ssig-geordneten/fl-ssig-ungeordneten Mischphasendop-
pelschichten lokalisiert. Dies k�nnte zu einer g-nstigen Ver-
ringerung der Linienenergie (Spannung) f-hren, die an der
Randzone der entmischten Phasen auftritt. Die spezifische
Lokalisation und Akkumulation von N-Ras-Proteinen in den
Grenzschichten von Lipiddoppelschichtdom�nen kann Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen beg-nstigen und so die Pro-
teinassoziation vermitteln. Neuere Studien und Berechnun-
gen zur Plasmamembran-Kompartimentierung von GFP-
markierten H- und K-Ras-Konstrukten zeigten, dass lipi-
dierte Proteine an der inneren Plasmamembran die Bildung
von Nanoclustern steuern k�nnen.[144–146]

Die Pamitoylgruppe ist zwar die am h�ufigsten in S-acy-
lierter Form gefundene Fetts�ure, aber sie ist nicht die einzige
Fetts�ure, die an Proteincysteine gebunden vorkommt. Es
gibt unterschiedlichste Acylierungsmuster, die die Funktio-
nalit�t lipidierter Proteine deutlich beeinflussen k�nnen.
Beispielsweise k�nnen die Kinasen der Src-Familie auch mit
anderen Nahrungsfetts�uren als Myristat und Palmitat acy-
liert werden. Diese differenzierte Acylierung mit unges�ttig-
ten Fetts�uren f-hrt dann dazu, dass die lipidierten Kinasen
von den Membran-Rafts abgel�st werden.[75] Nhnliche Stu-
dien k�nnten f-r Proteine der Ras-Familie durchgef-hrt
werden, um ihre Lokalisation und den Einfluss des Lipidie-
rungsmusters auf die Protein-Protein- und Protein-Lipid-
Wechselwirkungen sowie nachgeschaltete Signalvorg�nge zu
untersuchen.

5. Strukturelle und biologische Studien an
lipidierten Ras- und Rab-Proteinen

5.1. Strukturbiologie von Rab-Proteinen

Um den Wirkungsmechanismus von Rab/Ypt-Proteinen
(Ypt = yeast protein transport; Hefeanaloges zum Rab-
Protein von S�ugetieren) und ihre vesikul�ren Transportvor-
g�nge in Zellen auf molekularer Ebene zu verstehen, muss
man ihre Strukturen und die ihrer wechselwirkenden Protei-
ne kennen. Tats�chlich sind die Strukturen vieler Rab-Pro-
teine sowohl in GTP- als auch in GDP-gebundener Form
bekannt.[147–154] Dagegen wurden Kristallstrukturinformatio-
nen von Rab-Proteinen im Komplex mit Effektorproteinen
bislang nicht erhalten – mit Ausnahme des Rab3A-Rabphilin-
3A-Komplexes.[155] Im Hinblick auf die zahlreichen Wech-
selwirkungen, an denen Rab-Proteine beteiligt sind, ist der
Mangel an Strukturinformation bemerkenswert.

Ein wichtiger Wechselwirkungspartner von Rab-Protei-
nen ist der Rab-GDP-Dissoziationsinhibitor (GDI). GDI
assoziiert mit prenylierten Rab-Proteinen und regeneriert
inaktiviertes Rab-Protein (d.h. Rab mit gebundenem GDP)
am Ende des Funktionszyklus an der Membran und trans-
portiert es zur-ck zu den Donormembranen. Aufgrund der
Bedeutung dieser Protein-Protein-Wechselwirkung befassten
sich mehrere Arbeitsgruppen intensiv mit der Strukturbe-
stimmung des Komplexes. Zun�chst wurde die Struktur von
GDI mit Geranylgeranylcysteinen aufgekl�rt, was zur irr-
t-mlichen Annahme f-hrte, dass die Lipidbindungsstelle an
der Dom�ne I oberhalb der mobilen Effektorschleife lokali-
siert sei.[156] Dieser Struktur fehlte aber das komplette, voll-
st�ndig lipidierte Rab-Protein. Es wurde deshalb versucht,
mithilfe eines kombinierten biologisch-chemischen Ansatzes
Komplexe von mono- und diprenylierten Rab-Proteinen mit
GDI zu erhalten.

Kristallisationsstudien von Rab-Proteinen erfordern leis-
tungsf�hige Methoden, die pr�parative Mengen prenylierter
Rab-Proteine liefern. Die Semisynthese prenylierter Rab-
Proteine durch EPL erwies sich als allgemein anwendbar auf
verschiedenartige Rab-Proteine und Rab-Peptide und lieferte
relativ große Mengen an reinem und homogenem Protein-
material (siehe Abschnitt 3.2.1).[114,115] Um die Struktur des

Abbildung 3. A) AFM-Aufnahme von N-Ras in Lipiddoppelschichten
(POPC/BSM/Chol 2:1:1, T=25 8C); B) HHhenprofil der AFM-Aufnah-
me. Das aus lo-Raftdom;nen und ld-Dom;nen hervorstehende Protein
kann gezielt detektiert werden und zeigt die erwartete HHhendifferenz
von etwa 3–4 nm, die ungef;hr der linearen Abmessung von N-Ras
entspricht.
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Komplexes aus prenylierten Rab-Proteinen und GDI aufzu-
kl�ren, wurde ein chemisch-biologischer Ansatz gew�hlt, der
auf der Synthese von Rab-Proteinen durch EPL basiert. Ypt1
wurde um zwei Reste verk-rzt exprimiert und mit einem C-
terminalen Thioester versehen.[116] Um die Herstellung ge-
eigneter Mengen prenylierter Peptide zu vereinfachen, wurde
ein schnell zug�ngliches monoprenyliertes Dicysteinpeptid
verf-gbar gemacht, das nach Ligation an Ypt1DC2 einen ra-
schen Zugang zu pr�parativen Mengen prenylierter Proteine
bot. Die Ligation des Cystein-enthaltenden Dipeptids an
Ypt1DC2 f-hrte zu nativem monoprenyliertem Ypt1. Nach
Zugabe von GDI wurde durch Gelfiltration ein 1:1-Komplex
aus monoprenyliertem Ypt1 und GDI isoliert, der kristalli-
siert werden konnte. Abbildung 4 zeigt den Teil der Kom-
plexstruktur, in dem die Bindung des entscheidenden C-Ter-
minus von Ypt1 in einer Tasche des GDI stattfindet.

Die Analyse des Komplexes ergab, dass die einzelne
Prenylgruppe ausreichte, um die Bindung von Ypt1 an GDI
zu vermitteln. Ypt1 tritt vor allem mit der stark konservierten
Rab-Bindungsdom�ne von GDI in Kontakt, die die auf den
Nucleotid-gebundenen Zustand von GTPasen ansprechen-
den Schalterregionen I und II enth�lt, was die beobachtete
Pr�ferenz von GDI f-r die GDP-gebundene Konformation
von Rab-Proteinen erkl�rt. Wechselwirkungen zwischen Ypt1
und GDI basieren haupts�chlich auf dem Kontakt der letzten
20 C-terminalen Aminos�urereste von Ypt1, einschließlich
der hydrophoben Isoprenoide. Die C-terminale Bindungsre-
gion induziert eine 908-Drehung im C-Terminus von Ypt1,
was den geranylgeranylierten C-Terminus bef�higt, -ber
einen hydrophoben Bereich an GDI zu koordinieren (obere,
gelb gef�rbte Oberfl�che in Abbildung 4). Dies ist in Ein-
klang mit Beobachtungen, wonach Mutationen in dieser
Region (z.B. I92P) zu fehlerhafter Membranextraktion und
Rab-Zuf-hrung f-hren.[157, 158] Auch die Struktur von zweifach
prenyliertem Ypt1 im Komplex mit GDI wurde k-rzlich er-
halten.[159] In diesem Fall waren beiden Prenylgruppen in
enger Nachbarschaft zueinander positioniert und befanden
sich im gleichen hydrophoben Bereich wie beim monogera-
nylgeranylierten Ypt1. Diese Struktur lieferte ein allgemeines

Modell f-r die Rab:GDI/REP-Selektivit�t sowie f-r die
Membranbindung und -extraktion prenylierter Rab-Proteine.

Mit den Ergebnissen, die zu den strukturellen und kine-
tischen Eigenschaften der GDI-Rab-Wechselwirkung erhal-
ten wurden, konnte ein einfaches Modell f-r die Extraktion
von Rab-Proteinen aus Membranen durch GDI und das
strukturell und mechanistisch verwandte REP-Molek-l for-
muliert werden.[159] Nach diesem Modell k�nnen GDI oder
REP die GDP-gebundene Form von Rab durch eine erste
Wechselwirkung erkennen, die nur den globul�ren Teil der
GTPase betrifft. Anschließendes Andocken des Rab-C-Ter-
minus an GDI/REP f-hrt zum Herausl�sen der Prenylein-
heiten aus der Membran, ein Vorgang, der durch die Bindung
der Lipidgruppen in der stark hydrophoben GDI/REP-Bin-
dungsregion gesteuert wird. Die treibende Kraft f-r den ge-
samten Extraktionsvorgang ist die Differenz in den Affini-
t�ten (und damit den freien Wechselwirkungsenergien) zwi-
schen den gebundenen Zust�nden zu Beginn (nur der glo-
bul�re Teil ist beteiligt) und am Ende des Prozesses (globu-
l�rer Teil und lipidierter C-Terminus sind beteiligt). Diese
Differenz ist beim GDI viel gr�ßer als beim REP, was die
beobachtete gr�ßere Leistungsf�higkeit von GDI in der Li-
pidextraktion, seiner biologischen Hauptfunktion, erkl�rt.
Am Zuf-hrungsprozess – dem zur Extraktion umgekehrten
Vorgang – ist wahrscheinlich ein membrangebundener Faktor
GDF (GDI-displacement factor) mit Spezifit�t f-r bestimmte
Rab-Molek-le beteiligt. Der Extraktions-/Zuf-hrungsprozess
verl�uft so lange reversibel, wie GDP an Rab gebunden ist,
wird aber irreversibel durch die Wirkung eines Austausch-
faktors, der den Austausch von GDP durch GTP katalysiert
und damit die Affinit�t von GDI/REP f-r Rab verringert.

5.2. Biophysik der Ras-Proteine

Semisynthesen von Ras-Lipoproteinen erm�glichten die
selektive Modifizierung nat-rlicher Anker in den Ras-C-
Termini sowie auch Bindungsstudien, die mit k-nstlichen
Membranen ausger-stete Biosensoren nutzen. Bez-glich der
Verankerung von N-Ras an Membranen konnte nachgewie-
sen werden, dass zwei hydrophobe Modifikationen f-r eine
stabile Insertion essenziell sind. Die genaue Art der Ver-
kn-pfung von Alkylgruppe und Peptid macht unter nichthy-
drolysierenden Bedingungen keinen Unterschied f-r die
Stabilit�t der Membranbindung. So ist die Verankerunen
eines nat-rlichen Palmitoylthioesters und eines stabilen He-
xadecylthioethers am gleichen Cystein gleich stark.[119] Des
Weiteren wurde gefunden, dass sich Ras-Lipoproteine in
ihrem biophysikalischen Verhalten nicht von Streptavidin-
Konjugaten mit den entsprechenden biotinylierten Ras-Li-
popeptiden unterscheiden,[160] was darauf hinweist, dass spe-
zifische Struktureigenschaften des Proteinkerns in solchen
Modellexperimenten austauschbar sind, solange diese Kom-
ponente die L�slichkeit des gesamten Lipoproteinkomplexes
in w�ssrigen L�sungen bestimmt.

Um genaueren Einblick in die Kinetik der Membran-
bindung lipidierter Proteine zu erhalten, wurden Experi-
mente entworfen, die die Herstellung fluoreszierender und
lipidmarkierter Peptide und Proteine voraussetzten. Lipi-

Abbildung 4. Bindung des monoprenylierten Rab1-C-Terminus an GDI;
die Struktur veranschaulicht die molekulare Grundlage der durch die
GDI-I92P-Mutation verursachten geistigen Retardierung.
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dierte Peptide, die C-terminale Ester von Cholesterin und
verwandten Steroiden als Membrananker enthalten und den
C-Terminus des Hedgehog-Proteins repr�sentieren, wurden
synthetisiert, erforscht und mit dem N-Ras-Protein ligiert.[161]

Biophysikalische und zellbiologische Fluoreszenzexperimen-
te an diesen Hedgehog-Peptiden und modifizierten N-Ras-
Proteinen zeigten, dass sich die Membranbindungseigen-
schaften lipidierter Peptide von denen lipidierter Proteine
erheblich unterscheiden. Beispielsweise dissoziiert eine
Cholesterinkomponente, die Peptide fast irreversibel in
Membranen einlagern kann, mit Halbwertszeiten von etwa
3 h, wenn sie an ein 20-kDa-Protein gebunden ist.

Vor kurzem gelang die Synthese von Ras-Lipoproteinen
mit dem basischen C-Terminus von K-Ras4B durch Ligation
exprimierter Proteine (siehe Abschnitt 3.2.1)[48] sowie von
GFP-K-Ras4B durch Konjugation des farnesylierten K-
Ras4B-Terminus mit GFP -ber eine Cystein-Iodacetamid-
Kupplung.[38] Diese Proteinsynthesemethoden erm�glichten
ausf-hrliche Studien zur Membraninsertion dieser Ras-Iso-
form, die sowohl von elektrostatischen als auch hydrophoben
Beitr�gen gesteuert wird. Die Ergebnisse aus diesen Studien
st-tzen das Konzept, wonach die kationischen Ladungen auf
dem C-Terminus des Proteins stark mit den negativen La-
dungen in der Membranschicht wechselwirken und damit zu
einer effizienten Bindung des monoprenylierten K-Ras4B-
Lipoproteins beitragen.[27] Die Herstellung und Untersu-
chung eines GFP-Konstrukts mit einem nur aus d-Amino-
s�uren bestehenden C-Terminus best�tigte den elektrostati-
schen Mechanismus -ber einen hochspezifischen K-Ras4B-
Membranrezeptor.[38]

5.3. Biophysik der Rab-Proteine

Mitglieder der Ras-GTPase-Familie werden prenyliert,
indem man l�sliche Phosphoisoprenoide (Farnesyl oder Ge-
ranylgeranyl) mit einem oder zwei C-terminalen Cysteinres-
ten des Zielproteins unter Bildung einer Thioetherbindung
umsetzt. Bei den Rab-Proteinen wird diese Prenylierung
durch die Rab-Geranylgeranyltransferase (RabGGTase oder
GGTase-II) katalysiert.[162] Dieses Enzym -bertr�gt die Ge-
ranylgeranyleinheiten auf zwei C-terminale Cysteine der
Rab-GTPasen – bei einem breiten Spektrum von Amino-
s�uresequenzen – und ben�tigt dabei REP als zus�tzlichen
Faktor. Im Unterschied zu anderen Prenyltransferasen er-
kennt die RabGGTase keine spezifische Cystein-haltige C-
terminale Sequenz, sondern einen Komplex aus RabGTPase
und REP. Die nachfolgende zweifache Prenylierung ist ein
mehrstufiger Prozess, der Vermutungen zufolge einem sta-
tistisch-sequenziellen Mechanismus folgt, wobei eines der
Cysteine bei der ersten Prenylierung schwach bevorzugt
ist.[163] Da selektiv funktionalisierte Rab-Proteine nicht zu-
g�nglich waren, wurden in diesen Studien stets Monocys-
teinmutanten der Rab-Proteine verwendet, die nur eine N�-
herung des nativen Zustandes abgeben. Eberdies ist die
exakte Abfolge der Isoprenoid-Addition kontrovers disku-
tiert worden.[163,164] Es ist auch nicht v�llig gekl�rt, in welchem
Ausmaß der monoprenylierte Rab-REP-Komplex zwischen
zwei Prenylierungsrunden von der RabGGTase dissoziiert.

Nach der Diprenylierung werden die konjugierten Isopre-
noide vom aktiven Zentrum entfernt, um an eine Lipidbin-
dungsstelle auf dem REP zu binden, wodurch eine Kon-
formations�nderung induziert wird, die zur Dissoziation des
Komplexes f-hrt.[165, 166] Durch Kombination von chemischer
Synthese und EPL wurden mono- und digeranylgeranylierte
fluoreszierende RabGTPasen synthetisiert (siehe Ab-
schnitt 3.2.1), die Aufschluss -ber diese mechanistischen
Einzelheiten der Rab-Proteine gaben.[114, 115]

Die Wechselwirkungen der monoprenylierten Rab-
GTPasen mit RabGGTase wurden durch resonanten F�rster-
Energietransfer (FRET) unter Verwendung eines am C-Ter-
minus angebrachten Dansylfluorophors analysiert.[114] Die C-
terminal an Cys207 prenylierte Form wechselwirkt mit Rab-
GGTase mit mehrfach h�herer Affinit�t als das an Cys205
prenylierte Rab7. Die h�here Affinit�t der prenylierten Rab-
Proteine scheint auf einen Unterschied in den effektiven
Assoziationsgeschwindigkeiten zur-ckzugehen. Vermutliche
Ursache sind sterische Beschr�nkungen, die das aktive Zen-
trum der RabGGTase auf den monoprenylierten C-Terminus
aus-bt. Mithilfe eines umgebungsempfindlichen Fluorophors
nahe der Prenylierungsstelle gelang es, einen fluoreszenzba-
sierten Rab-Prenylierungstest zu entwickeln. Mit diesem
Testsystem wurden die Geschwindigkeiten f-r die Umwand-
lung der monoprenylierten Reaktionsintermediate in das di-
prenylierte Reaktionsprodukt bestimmt. Die erhaltene Ge-
schwindigkeit stimmt hervorragend mit fr-her berichteten
Werten f-r die Rab-Diprenylierung -berein, die mit anderen
Testsystemen ermittelt wurden. Die Ergebnisse deuten darauf
hin, dass das monoprenylierte Reaktionsintermediat umso
schneller in das diprenylierte Produkt -berf-hrt wird, je fester
es gebunden ist. Daraus wurde gefolgert, dass bei der Mehr-
zahl der Rab7-Proteine die Diprenylierung so verl�uft, dass
zun�chst am C-terminalen Cystein prenyliert und anschlie-
ßend das N-terminale Cystein modifiziert wird (Schema 14).

6. Ras-Proteine als Reagentien in der Zellbiologie

6.1. Zellul-re Lokalisation und Transport (trafficking) von Ras-
Proteinen

Nachdem die prinzipielle Funktionsf�higkeit von MIC-
gebundenen Ras-Lipoproteinen in lebenden Zellen nachge-

Schema 14. Diprenylierung von Rab7 durch RabGGTase mit zugehHri-
gen Geschwindigkeitskonstanten.[114]
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wiesen worden war,[119] begann man ihre Semisynthese da-
hingehend weiterzuentwickeln, dass mehrere funktionelle
Modifikationen in das C-terminale Segment eingef-hrt
wurden. Eine erste Aufgabe bestand darin, fluoreszierende
Markergruppen, die f-r die Fluoreszenzmikroskopie geeignet
sind, an Positionen im chemisch synthetisierten Lipopeptid
anzubringen, die die biologische Aktivit�t des Lipoproteins
nicht beeintr�chtigen. Erste Studien zeigten aber, dass der
Einbau einer fluoreszierenden Gruppe in die Isoprenoid-
einheit nicht beide Anforderungen erf-llen konnte. Entweder
war das Markermolek-l zwar ausreichend klein und hydro-
phob, um die Gr�ße der Farnesylfunktion nachzuahmen,
hatte aber f-r die Beobachtung in lebenden Zellen unzu-
l�ngliche Fluoreszenzeigenschaften, oder es lieferte nach der
Mikroinjektion brauchbare Fluoreszenzsignale, war aber zu
groß oder zu polar f-r eine korrekte Membraninsertion der
Isoprenoidkette, was einen Verlust an biologischer Aktivit�t
nach sich zog. Das Problem wurde schließlich gel�st, indem
der C-terminale Methylester gegen einen starken Fluorophor
ausgetauscht wurde. Dieses neue fluoreszierende Ras-Lipo-
protein konnte den Ras-Signaltransduktionsweg induzieren
und ergab nach der Mikroinjektion in mehreren Zelllinien ein
Fluoreszenzverteilungsmuster, das mit dem Bild entspre-
chender GFP-Ras-Konstrukte v�llig -bereinstimmte, aber bei
gleicher Eignung als Fluoreszenzsonde nun einen gezielten
Eingriff in den posttranslationalen Status des Lipoproteins
erm�glichte (Abbildung 5).[42]

Nach Untersuchungen an Peptiden[167] wurde die M�g-
lichkeit, den Modifikationszustand von Ras-Lipoproteinen
extern festzulegen, zu einem Schl-sselaspekt bei der Analyse
des dynamischen Transports von H- und N-Ras-Lipoprotei-
nen zwischen der Plasmamembran und intrazellul�ren
Membranen. Studien mit einem fluoreszenzmarkierten Ras-
Lipoprotein, das anstelle des nativen Palmitoylthioesters
einen nichthydrolysierbaren Alkylthioether aufwies, zeigten,
dass der reversible Charakter der Verkn-pfung f-r die kon-
stitutive De- und Reacylierung von H- und N-Ras in der le-
benden Zelle entscheidend ist (Abbildung 6).[168] Dieser
Prozess ist vermutlich grundlegend f-r die Steuerung der Ras-
Aktivit�t in verschiedenen Organel-
len.

6.2. Kartierung der Isoprenoid-sensitiven
Ras-Bindungspartner

Es gibt einige Hinweise, dass die
Isoprenylgruppe in posttranslational
modifiziertem Ras – neben ihrer
Funktion als Membrananker – direkt
an der Wechselwirkung mit Regulato-
ren wie dem Guanin-Nucleotid-Aus-
tauschfaktor Sos[131] oder mit Effekto-
ren wie der PI3-Kinase beteiligt sein
k�nnte.[132] Um die Rolle der Farne-
syleinheit bei solchen Protein-Protein-
und Protein-Lipid-Wechselwirkungen
zu untersuchen, k�nnen photoaktiv-
ierbare Gruppen als neues funktiona-

Abbildung 5. Fluoreszierende Ras-Lipoproteine mit einer BodipyFL-
Gruppe am C-Terminus. Das Lipoprotein zeigt eine identische F;rbung
der intrazellul;ren Membranstrukturen (Golgi-Apparat und Plasma-
membran) wie zuvor die GFP-Ras-Konstrukte.

Abbildung 6. Modell des konstitutiven De- und Reacylierungszyklus von H- und N-Ras in lebenden
Zellen.[168] Nach S-Palmitoylierung der beiden Ras-Isoformen am Golgi-Apparat findet ein gerichteter vesiku-
l;rer Transport zur Plasmamembran statt, wo das Protein nach enzymatischer Hydrolyse des Thioesters
freigesetzt werden kann. Ein Lipoprotein mit einem nichthydrolysierbaren Hexadecylthioether f.hrte zu einer
vollst;ndigen Fehllokalisation des Ras-Lipoproteins, was daf.r spricht, dass eine fein abgestimmte Ras-Pal-
mitoylierung f.r die korrekte Adressierung entscheidend ist.
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les Element in die Ras-Lipoproteine eingef-hrt werden
(Schema 15). Hierbei wurden Isoprenoidfragmente im Far-
nesylrest substituiert, wobei die Modifizierung mit Benz-
ophenongruppen die Isoprenoidfunktion nicht zu beein-
tr�chtigen schien. Die biologische Aktivit�t Benzophenon-
modifizierter Ras-Konstrukte konnte dementsprechend in
einem zellul�ren Testsystem nachgewiesen werden, bei dem
Ph�ochromozytomzellen (PC12) nach Mikroinjektion onko-
gener Ras-Mutanten mit einer Isopren-Benzophenon-Modi-
fikation zu einem Neurit-artigen Zelltyp differenzierten.[40]

Die Benzophenon-Ras-Lipoproteine zeigten nach Stimulati-
on mit Sos eine erh�hte Nucleotidaustauschaktivit�t und
lieferten nach Aktivierung eines Ras-Sos-Gemischs mit UV-
Licht ein spezifisches Kupplungsprodukt.[41]

Neben der Kartierung (mapping) zur Ermittlung iso-
prensensitiver Ras-Bindungspartner durch photoaktivierbare
Lipoproteine wird gegenw�rtig der Photomarkierungsansatz
als eine Methode weiterentwickelt, um unbekannte Effekto-
ren, Regulatoren oder Rezeptoren zu identifizieren. Insbe-
sondere k�nnten membrangebundene Ras-Rezeptoren f-r
den gezielten Transport der kleinen GTPasen zu den richtigen
Substrukturen der Membran ausschlaggebend sein und dabei
helfen, die r�umlich-zeitlichen Muster der Ras-Aktivit�t zu
erkl�ren. Zu diesem Zweck werden membrang�ngige Ben-
zophenon-Lipopeptide entwickelt, um einen proteomischen
Zugang zu in eukaryotischen Zellkulturen exprimierten
Proteinen zu er�ffnen.

6.3. Chemisch-genetische Anwendungen von Ras-Lipopeptiden
und -Lipoproteinen

Da onkogene Ras-Mutationen an der Entstehung von
Krebs beteiligt sind, ist die Inhibierung der Ras-Aktivit�t ein
vielversprechender Ansatz f-r die Entwicklung neuer Tu-
mortherapeutika. Sowohl bei nat-rlichen als auch mutierten
Ras-Proteinen h�ngt die Membranverankerung unvermeid-
lich mit der biologischen Aktivit�t zusammen, sodass ein
Blockieren posttranslationaler Modifizierungsschritte dieses
Proteins als m�gliche Inhibierungsstrategie identifiziert
wurde. Mittlerweile haben pharmazeutische Firmen weltweit
mehrere Farnesyltransferaseinhibitoren entwickelt.[169] Die
Palmitoylierung bietet sich nun als neuartige M�glichkeit an,
um onkogene H- und N-Ras-Proteine zu manipulieren. Der
Isoprenylierungsschritt der Ras-Proteine konnte bereits in
enzymatischen Tests mit bakteriell exprimiertem Ras und
Farnesyltransferase untersucht werden.[170] K-rzlich wurden
zwei Enzyme entdeckt, die f-r die Regulation des Palmitoy-
lierungzustands der Proteine wichtig zu sein scheinen: ein
menschlicher Protein-Palmitoyltransferase-Enzymkomplex,
bestehend aus DHHC9 (mit einer DHHC-Cystein-reichen
Dom�ne) und dem palmitoylierten Membranprotein GCP16,
das auf dem Golgi-Apparat lokalisiert ist,[171] und die Acyl-
protein-Thioesterase 1 (APT1), die vermutlich an der Regu-

Schema 15. A) Photomarkierung Farnesyl-sensitiver Bindungsstellen in
Ras-Wechselwirkungspartnern mit Benzophenon-modifizierten Isopren-
strukturen. B) Nach der Komplexbildung wird die photoaktivierbare
Gruppe bestrahlt, was zur spontanen Insertion in C-H-Bindungen der
Ras-Bindungspartner in unmittelbarer N;he der Isoprenoideinheit
f.hrt.

Schema 16. Oben: das Benzodiazepindion Raspalin3, ein mit 30 nm
wirksamer APT1-Inhibitor. Unten: semisynthetische Ras-Proteine, die
zur Validierung von APT1 als Ras-Palmitoylierungsenzym eingesetzt
wurden.
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lation des posttranslationalen Modifikationszustands von N-
und H-Ras beteiligt ist.[172]

Um den Palmitoylierungsprozess nutzen zu k�nnen,
wurde eine chemisch-genetische Methode unter Verwendung
semisynthetischer Lipopeptide und -proteine untersucht. Es
wurden APT1-Inhibitoren entwickelt (Schema 16), die die
Differenzierung von PC12-Zellen durch onkogenes N-Ras
verhinderten, falls dieses Protein abschließend in der Zelle
palmitoyliert werden musste. Auf ein N-Ras-Lipoprotein mit
vollst�ndigem Membrananker zeigten die Inhibitoren dage-
gen keine Wirkung.

In-vitro-Experimente mit N-Ras-Lipopeptiden und -pro-
teinen ergaben, dass APT1 als ein bidirektionales Enzym
fungieren k�nnte, das je nach lokaler Umgebung und Sub-
stratangebot sowohl die Palmitoylierung als auch die Depal-
mitoylierung von Ras vermittelt. Hierbei erwiesen sich
mehrere semisynthetische Ras-Proteine als unentbehrliche
Hilfsmittel (eine kleine Auswahl ist in Schema 16 gezeigt).
Beispielsweise wurde der durch Protein A (Schema 16) in-
duzierte Neuritauswuchs in PC12-Zellen untersucht, und es
wurde gefunden, dass ein Zusatz von Raspalin3 zu einer
Verlangsamung des Neuritauswuchses f-hrt. Auf den durch
Protein B induzierten Neuritauswuchs zeigte Raspalin3 hin-
gegen keine Wirkung; B enth�lt einen hydrolysebest�ndigen
Hexadecylthioether. Das die S-Palmitoylierung katalysie-
rende Enzym wurde durch Mikroinjektion von Protein C auf
seine Stereoselektivit�t untersucht: Die Differenzierungsef-
fizienz blieb die gleiche wie mit dem nat-rlichen AnalogonA,
was eine hohe Substrattoleranz des Enzyms belegt. Mit wei-
teren Modellpeptiden wurde nachgewiesen, dass APT1 das
Ras-Protein in vitro depalmitoylieren und palmitoylieren
kann. Zusammen mit den f-r semisynthetische Proteine er-
haltenen Ergebnissen deutet dies darauf hin, dass APT1
h�chstwahrscheinlich an der Ras-Palmitoylierung in vivo
direkt beteiligt ist.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Biowissenschaften sind molekular zu verstehen. Will
man Informationen aus genomischen und proteomischen
Ans�tzen gewinnen und biologische Probleme l�sen, so ist
daher eine interdisziplin�re Beteiligung der Chemie und
Biologie n�tig. Diese Erkenntnis hat zur Entwicklung der
chemischen Biologie gef-hrt. Die Anwendung von ur-
spr-nglich aus der Chemie stammenden Methoden und die
anschließende Kombination von Chemie und Biologie er-
m�glichte die Untersuchung biologischer Vorg�nge, die durch
chemische oder biologische Methoden alleine nicht analy-
sierbar waren.[173,174] Dieser forschungsintegrierende Ansatz
wurde hier anhand der Synthese und biologischen Untersu-
chung von lipidierten Peptiden und Proteinen aus der Ras-
Superfamilie illustriert.

Von entscheidender Bedeutung f-r solche integrierten
Forschungsvorhaben ist der einfache Zugang zu beliebig
modifizierbaren Proteinen, die pr�zise Ergebnisse auf mole-
kularer Ebene liefern, wie sie mit biologischen Methoden
alleine kaum erh�ltlich w�ren. Der erste Teil dieses Aufsatzes
befasste sich mit den Fortschritten, die bei der Synthese lipi-

dierter Peptide aus der Ras-Superfamilie erreicht wurden.
Zur Synthese der meisten der ben�tigten Peptide kommen
bevorzugt neuere Festphasenmethoden zum Einsatz. Diese
machen native und modifizierte Peptide auch in Mengen
zug�nglich, die materialintensive Untersuchungen wie Kris-
tallstrukturanalysen erm�glichen. F-r spezifische Aufgaben
entworfene Peptide wurden mittlerweile in vielf�ltigen bio-
physikalischen Studien eingesetzt. Es wurden chemisch-bio-
logische Methoden besprochen, um lipidierte Peptide mit
verk-rzten Ras- oder Rab-Proteinen zu verkn-pfen. Dieser
Ansatz f-hrte zur Synthese zuvor nicht verf-gbarer Proteine
– sowohl in markierter als auch nichtmarkierter Form –, die
zur Aufkl�rung vieler biologischer Aspekte der Ras-GTPasen
genutzt wurden.

Es spricht vieles daf-r, dass die Erforschung von Protei-
nen der Ras-Superfamilie durch chemisch-biologische Me-
thoden auch in Zukunft wichtige Ergebnisse liefern wird.
Nach unserer Sicht werden sich die Forschungen zu diesen
Proteinen in den kommenden Jahren auf die zellul�re Loka-
lisierung, das Trafficking und den Stoffwechsel sowie auf die
Identifizierung und Strukturbestimmung ihrer Komplexe mit
Wechselwirkungspartnern konzentrieren. Die chemischen
Methoden, um die meisten der ben�tigten Proteine herzu-
stellen, sind bereits entwickelt worden. Vom chemischen
Standpunkt aus gesehen, k�nnen die zur Synthese von Ras-
Lipopeptiden und -Proteinen entwickelten Methoden nun
auch f-r andere Proteine mit verschiedenartigen und nicht
einfach zug�nglichen Lipidmotiven eingesetzt werden.

Abk#rzungen

AA Aminos�ure
Aloc Allyloxycarbonyl
Boc tert-Butoxycarbonyl
BSM Hirn-Sphingomyelin
CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammo-

nio]propansulfons�ure
Chol Cholesterin
DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en
DIC Diisopropylcarbodiimid
DIPEA N,N-Diisopropylethylamin
DMF Dimethylformamid
EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbo-

diimid-hydrochlorid
Far Farnesyl
Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl
GDI GDP-Dissoziationsinhibitor
GDF GDI-Displacement-Faktor
GDP Guanosindiphosphat
GTP Guanosintriphosphat
HATU O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-

tetramethyluroniumhexafluorophosphat
HBTU O-Benzotriazol-N,N,N’,N’-tetramethyl-

uroniumhexafluorophosphat
HOAt 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol
HOBt 1-Hydroxybenzotriazol
NBS N-Bromsuccinimid
NMM N-Methylmorpholin

Ras- und Rab-Proteine
Angewandte
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Pal Palmitoyl
POPC Palmitoyloleylphosphatidylcholin
PTMSEL (2-Phenyl-2-trimethylsilyl)ethyl
PyBop Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino-

phosphoniumhexafluorophosphat
REP Rab-Eskortprotein
SPPS Festphasenpeptidsynthese
TES Triethylsilyl
TFA Trifluoressigs�ure
TFE Trifluorethanol
TMP Trimethylpyridin
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