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1. Einleitung

GTPasen repr�sentieren eine große Familie von Enzymen,
die GTP zu GDP hydrolysieren. Proteine dieser Klasse kon-
trollieren eine Vielzahl von essenziellen zellul�ren Prozessen.
Darunter fallen einige der interessantesten und am schwie-
rigsten zu beeinflussenden Prozesse in der Wirkstoffentwick-
lung. Bei GTPasen fîhrt die Hydrolyse von GTP zu einer
Konformations�nderung der G-Dom�ne und macht sie somit
zu molekularen Schaltern.[1] Durch diese Schalterfunktion
kçnnen GTPasen essenzielle zellul�re Prozesse kontrollieren
und gezielt an- oder ausschalten. GTPasen kçnnen grund-
s�tzlich in zwei große Klassen unterteilt werden: TRAFAC
(„translation factor-related“) und SIMIBI („signal recognition
particle, MinD and BioD“).[1,2] Die TRFAC-Klasse umfasst
Translationsfaktoren, heterotrimere G-Proteine,[3] Septine, die
Dynamin-Superfamilie sowie die Ras-Superfamilie („rat
sarcoma“) kleiner GTPasen. Die GTPasen der SIMIBI-Klasse
umfassen hingegen das Signalerkennungspartikel („signal
recognition particle“, SRP), dessen Rezeptor (SR) sowie
einige weitere Familien.[1] Obwohl GTPasen eine Vielzahl
vielversprechender Ansatzpunkte fîr die Wirkstoffentwick-
lung bieten, ist bisher jedoch kein einziger Wirkstoffkandidat
als Medikament zugelassen.[4]

Die Mitglieder der Ras-Superfamilie kleiner GTPasen
wechseln zwischen einem aktiven, GTP-gebundenen Zustand
und einen inaktiven, GDP-gebundenen Zustand, die sich
durch Konformations�nderungen in den Switch-I- und
Switch-II-Regionen unterscheiden.[1,5] Der Aktivierungs-/
Deaktivierungszyklus der kleinen GTPasen wird von Nukle-
otidaustauschfaktoren („guanine nucleotide exchange fac-
tors“, GEFs), GTPase-aktivierenden Proteinen (GAPs) und
Dissoziationsinhibitoren („guanine nucleotide dissociation
inhibitors“, GDIs) reguliert (Abbildung 1 a).[6, 7] GEFs kata-
lysieren den Austausch von GDP zu GTP und aktivieren auf
diesem Weg die GTPase. Durch die Bindung von GAPs wird

eine essenzielle katalytische Gruppe, welche die langsame
intrinsische Hydrolyse der kleinen GTPasen stark beschleu-
nigt, bereitgestellt und die GTPase inaktiviert. In ihrer akti-
ven, GTP-gebundenen Form wechselwirken die kleinen
GTPasen mit einer Vielzahl von Effektorproteinen und leiten
auf diese Weise Signale weiter oder lçsen nachgeschaltete
Signalwege aus. Die Mehrheit der kleinen GTPasen tr�gt an
ihrem C-Terminus eine hypervariable Region (HVR), die
zumeist posttranslational modifiziert ist. Durch gezielte
Lipidierung (Farnesyl- oder Geranylgeranylcysteinthioether)
der HVR erhalten kleine GTPasen einen Membrananker, der
ihre subzellul�re Lokalisation und ihre Verteilung innerhalb
der Plasmamembran reguliert.[8] Zur Kontrolle des zellul�ren
Transports und der selektiven Verteilung in der Membran
bilden kleine GTPasen lçsliche Komplexe mit GDIs, was den
Transport zwischen verschiedenen Membranen ermçg-
licht.[6, 7]

Die humane Ras-Superfamilie besteht aus mehr als 150
Proteinen und l�sst sich in die fînf wichtigen Unterfamilien
Ras, Rho, Rab, Arf und Ran unterteilen.[9, 10] Die Ras-Un-
terfamilie in S�ugetieren umfasst 36 kleine GTPasen die als

Kleine GTPasen bilden eine Familie von GDP-/GTP-bindenden
Proteinen, die als biomolekulare Schalter innerhalb von Zellen wir-
ken. Fehlfunktionen oder Fehlregulierungen kleiner GTPasen stehen
in Verbindung mit zahlreichen menschlichen Erkrankungen, was diese
Proteine zu einem vielversprechenden Ziel der pharmazeutischen
Forschung macht. Allerdings werden kleine GTPasen oftmals als
pharmakologisch nicht adressierbar klassifiziert, da jahrzehntelange
Bemîhungen keinerlei klinisch relevante Verbindungen liefern konn-
ten, die die Aktivit�t kleiner GTPasen direkt modulieren. Die Entde-
ckung neuer, transienter Bindetaschen an den Proteinoberfl�chen und
die Anwendung neuartiger Techniken haben dem Feld jedoch kîrzlich
neuen Schwung verliehen. Neben Ras-Proteinen rîcken zudem ver-
mehrt andere kleine GTPasen in den Fokus der Forschung. Dieser
Artikel bietet einen �berblick îber die relevanten Aspekte der Su-
perfamilie kleiner GTPasen und fasst die jîngsten Fortschritte und
Perspektiven fîr die direkte Modulierung dieser herausfordernden
Proteinklasse zusammen.
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Schlîsselregulatoren die Zelldifferenzierung, Zellproliferati-
on und das Zellîberleben steuern.[11] Die bekanntesten Mit-
glieder der Ras-Unterfamilie sind die Ras-, Ral- und Rap-
Proteine. Die Rho-Unterfamilie („Ras homologous“) kleiner
GTPasen kontrolliert die Aktinorganisation, Zellform und
Zellpolarit�t, Zellbewegung, sowie Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Wechselwirkungen.[12–14] Bisher sind 22 Rho-GTPasen
in S�ugetieren bekannt, von denen Rho, Rac und Cdc42 die
am besten untersuchten Proteine sind. Die Rab-(„Ras-related
in brain“) und Arf-Unterfamilien (ADP-Ribosylierungsfak-
tor) sind hingegen die Hauptregulatoren des intrazellul�ren
Transports.[15,16] Rab-GTPasen repr�sentieren dabei die
grçßte Untergruppe der kleinen GTPasen mit mehr als 60
identifizierten Proteinen im menschlichen Organismus und
regeln den intrazellul�ren Vesikeltransport.[17, 18] Zudem ver-
mitteln sie die Vesikelbildung an der Donormembran sowie
die Vesikelverschmelzung mit der Akzeptormembran. Die 27
GTPasen der Arf-Unterfamilie, von denen Arf1 das am
besten untersuchte Protein ist, sind ebenfalls am Vesikel-
transport sowie an der Regulation der Endozytose und der
Sekretionswege beteiligt. Unter den kleinen GTPasen der
Ras-Superfamilie sticht die Ran-GTPase („Ras-related nuc-
lear protein“) hervor. Sie ist das einzige Protein der Ran-
Unterfamilie und liegt zudem nicht membrangebunden,
sondern frei im Zytosol vor.[19, 20] Ran ist ein essenzieller Re-
gulator des Zellkerntransports durch den Kernporenkomplex
und der Bildung der mitotischen Spindel. Ran wird dabei

durch einen r�umlichen Gradienten zwischen im Zellkern
lokalisierten GEFs und zytosolischen GAPs reguliert.

Da kleine GTPasen in einer Vielzahl von Signalwegen
aktiv sind und zahlreiche essenzielle zellul�re Funktionen
kontrollieren, ist die Fehlregulation kleiner GTPasen mit
einer Fîlle humaner Krankheiten assoziiert. Darunter sind
sich verschiedene Formen von Krebs, neurodegenerative
Krankheiten, Entzîndungen und Erbkrankheiten. �berm�-
ßige und permanente Aktivierung kleiner GTPasen wurde in
diesem Zusammenhang als Hauptursache vieler Krankheiten
identifiziert und fîhrt zu verst�rkter und unkontrollierter
Signalweiterleitung. Insbesondere drei unterschiedliche Ur-
sachen kçnnen in diesem Zusammenhang zu einer uner-
wînschten Aktivierung kleiner GTPasen fîhren: 1) Die ver-
st�rkte Aktivierung der Wildtyp-GTPase aufgrund von vor-
geschalteten Signalwegen fîhrt zu erhçhter GEF-Aktivit�t,
2) eine Mutation im Genom der kleinen GTPase erzeugt ein
Protein mit stark beeintr�chtigter Hydrolysefunktion, und
3) ein Verlust der GAP-Funktion verhindert die GAP-ver-
mittelte Hydrolyse von GTP in der Wildtyp-GTPase.[21]

Jedoch unterscheidet sich das Aktivierungsmuster zwischen
den verschiedenen Unterfamilien der kleinen GTPasen. Die
kleinen GTPasen der Rho-Familie sind nur in seltenen F�llen
mutiert, sodass ihre �beraktivierung bei Krebserkrankungen
prim�r das Resultat einer �berexpression oder Mutation von
Wachstumsfaktorrezeptoren oder vorangeschalteten Signal-
wegen ist.[22] Dagegen ist eine verst�rkte Ras-Signalweiter-
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leitung haupts�chlich auf direkte Mutationen der Ras-Gene
zurîckzufîhren.

Die bekanntesten Vertreter und Begrînder der Ras-Su-
perfamilie der kleinen GTPasen sind die Ras-Proteine K-Ras
(Kirsten-Ras), H-Ras (Harvey-Ras) und N-Ras (Neuroblas-
tom-Ras). Sie repr�sentieren Protoonkogene und gehçren zu
den h�ufigsten Auslçsern von Krebs.[23–25] Ras-Mutationen
kommen in 20–30% aller menschlichen Tumore vor und
werden zudem mit schlechten �berlebensprognosen assozi-
iert.[26–28] Die Mutationen kommen haupts�chlich an den Po-
sitionen Gly12, Gly13 und Gln61 vor (Abbildung 1 b) und
verhindern die intrinsische und GAP-vermittelte Hydrolyse
von GTP.[23] Dies resultiert in einer Anh�ufung von aktivem,
GTP-gebundenem Ras, das im Zusammenhang mit vielen
Krebserkrankungen steht, da es die zellul�ren �berlebens-
signale und Proliferationssignale uneingeschr�nkt aufrecht
erh�lt. Zudem hat sich das direkte Adressieren von Ras und
anderen kleinen GTPasen als ausgesprochen schwierig er-
wiesen. Trotz intensivsten Bemîhungen in akademischer und

industrieller Forschung konnte bisher kein Medikament
gegen kleine GTPasen auf den Markt gebracht werden.[27–31]

Gem�ß des aktuellen Forschungsstands weisen kleine
GTPasen außerhalb ihrer Nukleotidbindetasche keinerlei
weitere Taschen auf, die fîr eine Bindung von kleinen Mo-
lekîlen geeignet sind. Zus�tzlich wird die Signalweiterleitung
kleiner GTPasen durch Protein-Protein-Wechselwirkungen
(PPIs) îber ausgedehnte und flache Bindungsstellen vermit-
telt. Daher fîhrten die klassischen Strategien der Wirkstoff-
entwicklung bisher nicht zur Entwicklung von selektiven
Inhibitoren, sodass kleine GTPasen heutzutage generell als
pharmakologisch nicht adressierbar („undruggable“) be-
zeichnet werden.

Obwohl Ras eines der bekanntesten Protoonkogene ist
und bereits im Jahr 1982 mit Krebs in Verbindung gebracht
wurde,[32] konnten bisher keine klinisch relevanten Verbin-
dungen gefunden werden, die Ras direkt inhibieren. Aus
diesem Grund wurden große Anstrengungen unternommen,
sowohl vor- als auch nachgeschaltete Signalkaskaden zu in-
hibieren oder die r�umliche und zeitliche Organisation von
Ras zu beintr�chtigen. Dabei waren in erster Linie Inhibito-
ren der Ras-Farnesylierung von Interesse, da sie sich in vor-
klinischen Studien als �ußerst effektiv erwiesen und die
Membranbindung von Ras unterdrîckten.[33] Jedoch schei-
terte diese Klasse von Ras-Inhibitoren, da sich die vielver-
sprechenden anf�nglichen Ergebnisse nicht in klinischen
Studien best�tigen ließen. Geranylgeranyltransferasen sprin-
gen fîr die Farnesyltransferase ein und lipidieren Ras, um die
fehlende Farnesylierung auszugleichen und eine Membran-
verankerung von Ras zu gew�hrleisten.[34] Daher wird zurzeit
vor allem die Inhibition von Proteinen nachgeschalteter Si-
gnalwege, wie der Raf-MEK-ERK-Kinasen, verfolgt. Einige
Verbindungen wie Sorafenib oder Vemurafenib sind bereits
auf dem Markt oder befinden sich in klinischen Studien.[35]

Diese Anstrengungen werden jedoch durch die Bildung von
Resistenzen und das Auftreten bisher nur teilweise verstan-
dener, komplexer Rîckkopplungsmechanismen er-
schwert.[27, 36] Trotz dieser ernîchternden Bilanz nach mehr als
30 Jahren gezielter Forschung haben jîngste Entdeckungen
auf dem Gebiet der kleinen GTPasen und der Ras-orien-
tierten Forschung das Feld erneut belebt. In diesem Zusam-
menhang beginnt sich die klassische „An/Aus“-Vorstellung
der kleinen GTPasen zugunsten eines deutlich dynamische-
ren Bilds zu wandeln, da weitere Konformationszust�nde von
Ras-Proteinen entdeckt wurden.[37, 38] Insbesondere compu-
tergestîtzte Simulationen und neue Kristallstrukturen kleiner
GTPasen in zuvor unbekannten Konformationen ermçglich-
ten die Entdeckung kleiner, kurzlebiger Taschen, die durch
niedermolekulare Wirkstoffe adressiert werden kçnnen.[39]

Dieser Aufsatz beschreibt jîngste Fortschritte beim
Adressieren und Modulieren kleiner GTPasen. Aufgrund der
umfangreichen Literatur in diesem Gebiet kann die �bersicht
nicht allumfassend sein. Der interessierte Leser findet zu-
s�tzliche Informationen in weiterfîhrenden und ausfîhrli-
cheren �bersichtsartikeln îber die einzelnen Ras-Unterfa-
milien,[12–18, 20, 22,27, 40, 41] ihre GEF-, GAP- und GDI-Regulati-
on[6, 7,10, 42] sowie ihren Zusammenhang mit diversen Krank-
heiten.[21,25, 29, 43–45] Unser Aufsatz befasst sich mit der direkten
Modulation kleiner GTPasen. Zun�chst wird das Potenzial

Abbildung 1. Aktivierungs-/Inaktivierungszyklus kleiner GTPasen:
a) GDP-gebundene kleine GTPasen werden durch einen GEF-vermittel-
ten Nukleotidaustausch aktiviert. In ihrer GTP-gebundenen Form
wechselwirken sie mit Effektorproteinen und lçsen nachgeschaltete
Signalwege aus. GTP-Hydrolyse erfolgt durch die Bindung von GAPs
und deaktiviert die kleinen GTPasen. GDIs vermitteln den Transport
der kleinen GTPasen zwischen den Membranen durch die Bildung lçs-
licher Komplexe. b) Kristallstrukturen von inaktivem (GDP-gebunde-
nem) H-Ras (links) und aktiviertem (GTP-gebundenem) H-Ras
(rechts); PDB: 1Q21 bzw. 5P21. Die flexiblen Switch-I- und Switch-II-
Regionen sind orange dargestellt, das koordinierte Magnesium dunkel-
grau und die Nukleotide blau (GDP) bzw. rot (GTP). Die Positionen
der am h�ufigsten gefundenen Mutationen in kontinuierlich aktivier-
tem Ras (G12, G13 und Q61) sind explizit hervorgehoben.
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von Verbindungen evaluiert, die direkt die Bindung des Nu-
kleotids stçren (Abbildung 2). Anschließend werden kova-
lente Inhibitoren, die irreversibel an kleine GTPasen binden,
besprochen. Weiterfîhrend befassen wir uns mit Inhibitoren
der Wechselwirkungen zwischen kleinen GTPasen und ihren
GEFs sowie zwischen kleinen GTPasen und ihren Effekto-
ren, bevor wir Stabilisatoren dieser Wechselwirkungen dis-
kutieren. Wir schließen mit einer Zusammenfassung der
neuesten Fortschritte und liefern Ideen fîr zukînftige Stra-
tegien und Denkans�tze.

2. Nukleotidkompetitive Inhibitoren

Ein erhçhtes Niveau an aktivierten, GTP-gebundenen
kleinen GTPasen fçrdert die permanente Signalweiterleitung
nachgeschalteter Signalkaskaden und wurde daher als Ursa-
che vieler humaner Krankheiten identifiziert. Da die akti-
vierte Form kleiner GTPasen an die Bindung zu GTP ge-
koppelt ist, wurde zu Beginn der GTPase-Forschung versucht,
mit der Bindung von GTP zu konkurrieren. So wurden fîr
Ras modifizierte Nukleotide synthetisiert, die eine erhçhte
Affinit�t im Vergleich zu GDP aufweisen, jedoch nur îber ein
sehr geringes Inhibitionspotenzial verfîgen.[46] Die Verwen-
dung von nukleotidbasierten kompetitiven Inhibitoren ist
eine bew�hrte Strategie fîr die Inhibition von Kinasen, die
normalerweise eine mikromolare Affinit�t zu ATP aufwei-
sen.[47] Im Unterschied zu Kinasen haben GTPasen jedoch
eine pikomolare Affinit�t gegenîber ihren Nukleotiden,[48]

was die direkte Konkurrenz mit einem Nukleotid in Gegen-
wart von millimolaren zellul�ren Nukleotidkonzentrationen
deutlich erschwert. Einige Hochdurchsatzanalysen (HTSs)
identifizierten jedoch Verbindungen, die in der Lage sind, die
Nukleotidbindung an kleine GTPasen in vitro zu behin-
dern.[49–51]

Eine harzkîgelchenbasierte zytometrische Analyse[52] von
300 000 Verbindungen identifizierte CID1067700 (1) als einen
direkten Konkurrent der Nukleotidbindung (Abbil-
dung 3a).[49] Diese Verbindung verhindert in vitro die Nu-
kleotidbindung von verschiedenen kleinen GTPasen mit na-
nomolaren Inhibitionskonstanten (Ki = 12.9–19.7 nm). In
einem identischen Versuchsaufbau wurde CID29950007
(ML141, 2) als selektiver nichtkompetitiver allosterischer
Cdc42-Inhibitor entdeckt (Abbildung 3a).[50] In diesem Fall
ist 2 in der Lage, Cdc42 in einer inaktiven Konformation
einzufrieren und gleichzeitig die Freisetzung des gebundenen
Nukleotids zu bewirken (Abbildung 3 b). Verbindung 2 inhi-
biert die von Cdc42 kontrollierte Bildung von Filopodien und
die Zellmigration. Zudem ist 2 in Kombination mit dem
Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (G-CSF) in der
Lage, die Mobilisierung vom blutbildenden Stamm- und
Vorl�uferzellen zu unterstîtzen.[53] Eine weitere Studie
identifizierte EHT1864 (3) als einen Inhibitor von Rac1, der
in vitro effektiv das Niveau von Ab-Peptiden in Alzheimer-
Modellen senken kann (Abbildung 3 a).[54] Weitere Untersu-
chungen der genauen Wirkweise lassen annehmen, dass 3 mit
niedriger nanomolarer Affinit�t an Rac1 bindet (Dissoziati-
onskonstante KD = 40 nm). Dabei bedient sich 3 desselben
nichtkompetitiven Wirkmechanismus, der bereits fîr 2 be-
obachtet wurde, und bewirkt eine Freisetzung des Nukleotids
infolge seiner Bindung an Rac1 (Abbildung 3b).[55]

Da jedoch die allgemeine Effektivit�t von nukleotid-
kompetitiven Inhibitoren durch die hohe Affinit�t kleiner
GTPasen fîr ihre Nukleotide und die intrazellul�ren Nukle-
otidkonzentrationen stark eingeschr�nkt ist, wurden ver-
schiedene andere Strategien untersucht, um die unkontrol-
lierte Signalweiterleitung von fehlregulierten kleinen GTPa-
sen zu unterdrîcken.

Abbildung 2. Strategien zum direkten Adressieren kleiner GTPasen:
Dieser Aufsatz beschreibt fínf unterschiedliche Strategien zum direk-
ten Adressieren und Modulieren kleiner GTPasen: Stçren der Nukle-
otid-Bindung; GTPase-Inaktivierung durch irreversible, kovalente Modi-
fikation; Inhibition der GTPase-GEF-Wechselwirkung; Inhibition der
GTPase-Effektor-Wechselwirkung; und Stabilisierung von GTPase-Pro-
tein-Komplexen.

Abbildung 3. Kleine Molekíle, die die Nukleotidbindung stçren:
a) Strukturformeln repr�sentativer Inhibitoren der Nukleotidbindung.
b) Vorgeschlagener Wirkmechanismus der Verbindungen 2 und 3.
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3. Inaktivierung kleiner GTPasen durch irreversible
kovalente Modifikation

Etliche Bakterien ver�ndern die Signalwirkung kleiner
GTPasen, indem sie diese posttranslational durch enzymka-
talysiertes Einbringen verschiedener organischer Gruppen
modifizieren. Sie stçren dadurch die Signalweiterleitung des
Wirtsorganismus, um die Immunantwort zu unterdrîcken und
in der fîr sie feindlichen Umgebung zu îberleben.[56] Dieser
Mechanismus zeigt, dass es prinzipiell mçglich ist, die Si-
gnalwirkung kleiner GTPasen mittels kovalenter Modifika-
tion zu beeinflussen. Obwohl es in der Geschichte der
Wirkstoffentwicklung zahlreiche erfolgreiche Beispiele fîr
den Einsatz kovalenter Inhibitoren gibt, erregte diese Sub-
stanzklasse klassischerweise Bedenken aufgrund mçglicher
Toxizit�t und Nebenwirkungen, und erst kîrzlich sind derar-
tige Molekîle wieder verst�rkt ins Zentrum des wissen-
schaftlichen Interesses gerîckt.[57, 58] Zwei aktuelle Beispiele
zeigen, dass dieses Konzept auch erfolgreich im Bereich
kleiner GTPasen angewendet werden kann und dabei sogar
die spezifische Adressierung onkogener Mutanten ermçg-
licht.[59, 60]

3.1. Posttranslationale Modifikation durch bakterielle Pathogene

Viele bakterielle Pathogene inaktivieren kleine GTPasen
durch kovalente Modifikation îber den Einsatz ADP-ri-
bosylierender Toxine.[56] Das C3-Exoenzym aus Clostridium
botulinum ist eine bakterielle ADP-Ribosyltransferase, die
eine ADP-Ribose-Einheit kovalent an Asn 41 der Rho-Iso-
formen RhoA, RhoB und RhoC anbringt, um deren zellul�re
Funktionen zu stçren.[61, 62] Die ADP-Ribosylierung an Asn41
in der Switch-I-Region inhibiert nicht die Bildung von Rho-
Effektor-Komplexen, verhindert jedoch den GEF-kataly-
sierten Nukleotidaustausch sowie die Auflçsung des Rho-
GDI-Komplexes.[63] Im Unterschied zu klassischen Neuroto-
xinen umfasst das C3-Exoenzym jedoch keine Transportdo-
m�ne, und es erreicht das Zytoplasma der Wirtszellen nur
durch unspezifische Aufnahme.[64] Daher wurden Proteinchi-
m�ren konstruiert, die die Transportdom�nen anderer Toxine
enthalten.[65] Aufgrund ihrer hohen Substratspezifit�t finden
diese Chim�ren Anwendung in zellbiologischen Studien, um
gleichzeitig alle drei Rho-Isoformen zu inaktivieren und eine
vermehrte Aktivierung einzelner Rho-Isoformen durch
Rîckkopplungsschleifen zu verhindern.[66] Rho-GTPasen
spielen eine wichtige Rolle beim Axonwachstum und der
Reparatur verletzter Neuronen. So stellt die Inhibierung von
Rho-Proteinen eine mçgliche Strategie zur Anregung des
Axonalwachstums dar. Die Unterdrîckung Rho-nachge-
schalteter Signalwege mithilfe von C3-Proteinen bewirkt die
Reparatur und das Neuwachstum von Axonen in Tiermo-
dellen.[67] Das chim�re C3-Exoenzym BA-210 (Cethrin) wird
lokal verbreicht, um Rîckenmarksverletzungen zu behan-
deln. Es hat vielversprechende Ergebnisse in klinischen
Phase-I/IIa-Studien gezeigt[68] und soll Ende 2015 unter dem
Namen VX-210 in Phase IIb eintreten. Allerdings wurde in-
frage gestellt, ob die ADP-Ribosyltransferase-Aktivit�t von
C3 die entscheidende Ursache der neurotrophen Wirkung ist,

da ein Peptidfragment, das keine enzymatische Aktivit�t
aufweist, ebenfalls neurotroph wirkt.[69] Neben ADP-Ri-
bosylierung existieren noch eine Reihe weiterer posttransla-
tionaler Modifikationen (Glykosylierung, Adenylierung,
Deaminierung usw.), die von Pathogenen dazu genutzt
werden, um die Funktion von GTPasen verschiedener Un-
terfamilien dauerhaft zu aktivieren oder deaktiveren.[56] Bei-
spielsweise unterdrîckt das „Letale Toxin“ aus Clostridium
sordellii die Signalwirkungen von Mitgliedern der Ras-Fami-
lie in intakten Zellen.[70] Allerdings muss der Einsatz derar-
tiger Toxine in biologischen Studien und medizinischen An-
wendungen noch erforscht werden.

3.2. Mutanten-selektive Adressierung durch niedermolekulare
Substanzen

Um die Einschr�nkungen zu îberwinden, die mit dem
Einsatz nukleotidkompetitiver Binder einhergehen, wurden
kovalente Inhibitoren fîr die konstitutiv aktive G12C-Mu-
tante von K-Ras entwickelt, die kovalent und irreversibel an
das Protein binden. Die G12C-Mutation ist am h�ufigsten
auftretende K-Ras-Mutation in Lungenkrebs mit einer Pr�-
valenz von 7%.[26]

Ausgehend vom Nukleotid-Grundgerîst, wurden kova-
lente Inhibitoren entwickelt, die direkt in die Nukleotidbin-
detasche von K-RasG12C binden.[59] Unterstîtzt von moleku-
laren Docking-Experimenten wurde eine Reihe verschiede-
ner Elektrophile an das b-Phosphat von GDP ligiert, um an
den Cysteinrest der G12C-Mutante in direkter N�he zur
Nukleotidbindetasche zu binden. Massenspektrometrische
Experimente zeigten, dass das Chloracetyl-Derivat SML-8-
73-1 (4) selbst in Gegenwart von millimolaren Nukleotid-
konzentrationen kovalent an K-RasG12C bindet (Abbil-
dung 4a). Affinit�tsstudien mit der fluoreszenzmarkierten
Ras-Bindungsdom�ne (RBD) von Raf deuten darauf hin,
dass K-Ras in einer Konformation stabilisiert wird, die dem
GDP-gebundenen, inaktivierten Zustand gleicht.[59] Dies
wurde ebenfalls durch kristallographische Daten von 4 ge-
bunden an K-RasG12C best�tigt.[71] Der Inhibitor besetzt die
Nukleotidbindetasche in einer Orientierung �hnlich zu GDP
und bindet kovalent an Cys 12, wobei Switch I und Switch II
eine offene, inaktive Konformation einnehmen, die unf�hig
zur Effektorbindung ist. In einem massenspektrometrischen
Kontrollexperiment in Lysat aus K-RasG12C-mutierten Zellen
wurden lediglich zwei weitere GTP-bindende Proteine, dar-
unter eine kleine GTPase (Arf-Familie Arl3) markiert, was
die Selektivit�t des Molekîls unter Beweis stellt. Da das
Experiment einen Gelfiltrationsschritt zur Entfernung von
Nukleotiden enth�lt, bleibt allerdings offen, ob der Inhibitor
mit zellul�ren Nukleotidkonzentrationen konkurrieren
kann.[71]

Um Zellg�ngigkeit zu erzielen, wurde das von 4 abgelei-
tete Phosphoramidat-Derivat SML-10-70-1 (5) synthetisiert,
welches die Akt- und ERK-Phosphorylierung in H358-Zellen
bei einer Konzentration von 100 mm beeintr�chtigt und die
Proliferation von H358 und H23 mit K-RasG12C-Mutation mit
einer mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50) von
27 mm bzw. 48 mm hemmt. Bemerkenswerterweise wirkt 5 aber
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auch antiproliferativ auf A549-Zellen, die eine G12S-Muta-
tion aufweisen, was auf einen zus�tzlichen, unselektiven
Wirkmechanismus schließen l�sst.[59]

Unter Verwendung der Verankerungsstrategie („tethe-
ring“) wurden weitere kovalente Inhibitoren entwickelt,
welche die Ras-G12C-Mutation als Ankerpunkt verwen-
den.[60] In einer systematischen Untersuchung von 480 Frag-
menten, die in der Lage sind, Disulfidbrîcken zu bilden,
wurden mehrere Molekîle identifiziert, die spezifisch an K-
RasG12C, aber nicht an die Wildtyp-Variante binden. Kristall-
strukturen der kovalent gebundenen Molekîle mit K-
RasG12C-GDP zeigen, dass diese nicht in die Nukleotidbin-
detasche binden, sondern vielmehr in eine neu gebildete
Tasche (genannt S-IIP), die von Cys12 ausgehend entgegen
der Nuleotidbindestelle liegt und haupts�chlich durch die
Reste der Switch-II-Region gebildet wird. Darauf aufbauend
wurden verschiedene Derivate mit Acrylamid- und Sulfon-
amid-Funktionen als elektrophile Gruppen synthetisiert und
sukzessive optimiert. Diese Verbindungen reagieren mit
mutiertem K-RasG12C, jedoch nicht mit der Wildtyp-Variante
und verringern die Konzentration an aktiviertem K-Ras-GTP.
Das Vinylsulfonamid VSA9 (6) und das Acrylamid AA12 (7)
beeinflussen allosterisch die Nukleotidaffinit�t von K-Ras
und reduzieren die relative GTP-Affinit�t im Vergleich zu
GDP (um etwa das Vierfache). Darîber hinaus unterdrîcken
diese Verbindungen vollst�ndig den SOS-katalysierten Nu-
kleotidaustausch und verhindern damit die Beladung von K-
Ras mit GTP. Immunpr�zipitationsexperimente zeigen
zudem, dass eine Behandlung von K-RasG12C-mutierten

Zellen eine verringerte Ras-Effektor-Bindung bewirkt. Be-
merkenswerterweise reduzieren die Inhibitoren die Lebens-
f�higkeit der Zellen und fçrdern Apoptose in verschiedenen
K-RasG12C-mutierten Zelllinien mit unterschiedlicher Wirk-
st�rke. Zellen, denen diese Mutation fehlt, sind hingegen
unempfindlich gegenîber den Inhibitoren. In �bereinstim-
mung mit der Markierungseffizienz in vitro zeigt 7 eine
mittlere effektive Konzentration EC50 = 0.32 mm in K-
RasG12C-mutierten H1792-Zellen.

4. Inhibition der GTPase-GEF-Wechselwirkung

Da kleine GTPasen eine sehr hohe Affinit�t fîr ihre
Nukleotide aufweisen, werden GEF-Proteine bençtigt, um
den Nukleotidaustausch zu beschleunigen und so die Akti-
vierung kleiner GTPasen in Zellen zu ermçglichen.[6, 7] Bei der
Nukleotidaustauschreaktion handelt es sich um einen kom-
plexen, mehrstufigen Mechanismus, w�hrend dem das GEF
die Nukleotidbindestelle der kleinen GTPase umstrukturiert
und so die Freisetzung des Nukleotids bewirkt. In einem
ersten Schritt bilden die inaktivierte, GDP-gebundene kleine
GTPase und das GEF zun�chst einen Komplex mit geringer
Affinit�t. Nach dem Freisetzen des Nukleotids bildet sich ein
hochaffiner GTPase-GEF-Komplex, der erst durch die Bin-
dung eines neuen Nukleotids wieder aufgelçst werden kann.
Da die Bindungsaffinit�ten kleiner GTPasen gegenîber GDP
und GTP �hnlich groß sind, ist die Aktivierung auf die ca. 10-
fach hçhere intrazellul�re Konzentration an GTP im Ver-
gleich zu GDP zurîckzufîhren. Obwohl die Nukleotidaus-
tauschreaktion nicht bei allen GTPasen der Ras-Superfamilie
identisch abl�uft, lassen sich doch grunds�tzliche Gemein-
samkeiten feststellen. Zuerst deformiert das GEF die Phos-
phatbindestelle (Switch I und P-Loop) der kleinen GTPase,
was die Affinit�t fîr das Nukleotid reduziert. Anschließend
wechselwirkt das GEF mit der Switch-II-Region um den nu-
kleotidfreien Zustand der kleinen GTPase zu stabilisieren
(fîr genauere Informationen und eine bildliche Darstellung
des Austauschmechanismus siehe Lit. [6, 7]). Die kleinen
GTPasen der Ras-Familie werden von GEFs aktiviert, die
eine CDC25-Homologiedom�ne, sowie ein Ras-Austausch-
motiv („Ras exchanger motif“, REM) enthalten. Das
RasGEF „Son of Sevenless“ (SOS) nutzt z.B. eine a-Helix,
um die Nukleotidbindestelle von Ras aufzubrechen und die
Freisetzung des Nukleotids zu ermçglichen.[42] Im Unter-
schied zum RasGEF RasGRF1 („Ras guanine nucleotide-
release factor 1“) bençtigt SOS jedoch die allosterische Bin-
dung von Ras-GTP zur Aktivierung.[72] GTPasen der Rho-
Unterfamilie werden, anders als kleine GTPasen der Ras-
Unterfamilie, von einer Vielzahl an GEFs (mehr als 75 GEFs)
und GAPs (îber 60 GAPs) kontrolliert.[22] Jedoch wurden
trotz der großen Zahl an GEFs bisher lediglich zwei unter-
schiedliche Aktivierungsdom�nen der RhoGEFs identifiziert.
Die meisten RhoGEFs, z.B. TrioN, Tiam1 oder LARG, ent-
halten eine Ddl-Homologiedom�ne (îber 69 GEFs),[73] w�h-
rend nur wenige RhoGEFs die kleinen GTPasen der Rho-
Unterfamilie mithilfe einer Dock-Homologiedom�ne akti-
vieren (11 Mitglieder).[74] Die GTPasen der Arf-Familie
werden durch ArfGEFs aktiviert, die eine Sec7-Dom�ne

Abbildung 4. Mutantenselektive kovalente Inhibitoren, die an Cys12
von K-RasG12C binden: a) Der nukleotidkompetitive Inhibitor 4 und sein
zellg�ngiges Derivat 5. Verbindung 4 bindet an Cys12 und besetzt die
Nukleotidbindetasche (PDB: 4NMM). b) Der Vinylsulfonamid-basierte
Inhibitor 6 und der Acrylamid-basierte Inhibitor 7. Aus der Kristall-
struktur (PDB: 4LYJ) ist zu erkennen, dass die Bindung von 6 an K-
RasG12C eine deutliche Konformations�nderung der Switch-II-Region be-
wirkt, wodurch eine neue Tasche in direkter N�he zur Nukleotidbinde-
tasche gebildet wird.
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aufweisen. RCC1 ist das einzige bisher identifizierte RanGEF
und katalysiert die GTP-Beladung von Ran. RabGEFs ver-
fîgen entweder îber eine Vsp9-Dom�ne oder eine DENN-
Dom�ne, oder sie binden an MSS4, das nach aktuellem Stand
der Forschung vermutlich sowohl Chaperon- als auch GEF-
Aktivit�t aufweist.[75] Da die Aktivierung kleiner GTPasen
auf den GEF-vermittelten Nukleotidaustausch angewiesen
ist, stellt die GTPase-GEF-Wechselwirkung ein interessantes
und wirksames Ziel in der Wirkstoffentwicklung kleiner
GTPasen dar.

4.1. Ras-GTPasen

Die ersten Verbindungen, die in der Lage waren, den
Nukleotidaustausch von Ras zu stçren, waren ursprînglich
dafîr gedacht, das Nukleotid zu verdr�ngen (z. B. SCH53239
(8), Abbildung 5a). Massenspektrometrische Untersuchun-
gen identifizierten diese Verbindungen jedoch in einem ter-
n�ren Komplex mit Ras und GDP, und weiterfîhrende NMR-
Untersuchungen lokalisierten die Verbindungen in der N�he
der Nukleotidbindetasche.[76] Um ihre Wasserlçslichkeit und
Affinit�t zu erhçhen wurden weitere Derivate synthetisiert,
die in der Lage sind, den RasGRF1 katalysierten Nukle-
otidaustausch in vitro (IC50 = 35–80 mm) zu hemmen.[77] In
Ras-abh�ngigen Zelllinien konnten bei hohen mikromolaren
Konzentrationen ein vermindertes Wachstum und eine re-
duzierte Signalweiterleitung beobachtet werden, allerdings ist
der exakte Wirkmechanismus bis heute ungekl�rt, sodass
unbeabsichtigte Nebeneffekte nicht auszuschließen sind. Fîr
eine andere Verbindung der SCH-Familie (SCH51344 (9),
Abbildung 5a), die ursprînglich als Modulator des Ras-Si-
gnalweges entdeckt wurde,[78] wurde kîrzlich das humane
mutT-Homolog hMTH1 als tats�chliches Zielprotein identi-
fiziert.[79]

Ausgehend von den Ras-bindenden Epitopen seiner
GEFs, wurden gezielt orthosterische Peptide entwickelt, die
den Nukleotidaustausch von Ras stçren.[80–82] Das RasGEF
SOS bildet einen hochaffinen Komplex mit nukleotidfreiem
Ras, nachdem es durch Insertion eines helikalen Haarnadel-
Motivs zwischen die Switch-I- und Switch-II-Region die Nu-
kleotidbindetasche aufgebrochen und das Nukleotid freige-
setzt hat (Abbildung 6a).[6, 7] Diese a-Helix aH dient als
Ausgangspunkt fîr das Design von peptidbasierten Inhibito-
ren der Ras-Aktivierung.[80, 81] Stabilisierte a-Helices werden
seit einiger Zeit sehr erfolgreich dazu verwendet, Protein-
Protein-Wechselwirkungen (PPIs) zu inhibieren. Dabei sind
der Wasserstoffbrîcken-Ersatz („hydrogen bond surrogates“,
HBS) und die hydrophobe Verbrîckung („hydrocarbon
peptide stapling“) die am weitesten fortgeschrittenen Tech-
niken.[83, 84] HSB3 (10) ist ein auf Lçslichkeit optimiertes
Derivat der Helix aH und wurde als Inhibitor der Ras-SOS-
Wechselwirkung entwickelt (Abbildung 6b). Es hat eine
mittlere Affinit�t fîr die GDP-gebundene (KD = 158 mm) und
die nukleotidfreie (nf) Form von H-Ras (KD = 28 mm).[80]

Obwohl die Affinit�t von 10 fîr Ras-GDP um das ca. 10-
fache niedriger ist als die Affinit�t des Ursprungsproteins
SOS, ist die Verbindung in der Lage, den SOS-vermittelten
Nukleotidaustausch in vitro zu stçren. Zudem reduziert 10
die ERK-Aktivierung in serumfreien HeLa-Zellen. Die
kîrzlich beschriebene hydrophobe Verbrîckung derselben
Helix aH scheint jedoch einen deutlich grçßeren Effekt zu
haben als der Wasserstoffbrîcken-Ersatz. So bindet das hy-
drophob verbrîckte Peptid SAH-SOS1a (11) mit niedriger
nanomolarer Affinit�t an die nukleotidgebundenen Formen
von Wildtyp- und mutierten K-Ras-Proteinen (EC50 = 60–
140 nm ; Abbildung 6b).[81] Zur großen �berraschung fîhrt
der Einbau einer hydrophoben Verbrîckung in die aH-Helix
zu einer drastisch erhçhten Affinit�t, selbst im Vergleich zur
gesamten katalytischen Dom�ne von SOS (KD(H-Ras-GDP-

Abbildung 5. Niedermolekulare Inhibitoren der Ras-GEF-Wechselwirkung: a) Strukturformeln der Ras-GEF-Inhibitoren. b) Kristallstruktur von 15
mit K-RasG12D-’GTP’ (PDB: 4DST). c) Strukturformeln der Fragmente 17–19 und die Kristallstruktur von 18 im Komplex mit K-RasG12V-GDP (PDB:
4EPY).

Wirkstoffentwicklung
Angewandte

Chemie

13725Angew. Chem. 2015, 127, 13718 – 13741 Ó 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


SOScat.)� 14.5 mm).[85] Obwohl sich die Konformation der
Switch-Regionen von K-Ras je nach Nukleotidbindezustand
�ndert, bindet 11 îberraschenderweise mit nahezu identi-
scher Affinit�t an die GDP- und GTP-Form von K-Ras.
Obgleich der Einfluss auf den GEF-vermittelten Nukleotid-
austausch fîr 11 nie untersucht wurde, reduziert es die Le-
bensf�higkeit von K-Ras-abh�ngigen Zelllinien und stçrt die
Signalweiterleitung in Panc-10.05-Zellen.

Computergestîtzten Rechnungen und Molekîldynamik-
Simulationen zufolge ist die Ras-Oberfl�che nicht so starr wie
bisher vermutet, sondern sie kann verschiedene kurzlebige
Taschen bilden, die eventuell kleine Molekîle binden
kçnnen.[39, 86, 87] Docking-Experimente identifizierten zwei
kleine Molekîle, die die Phosphorylierung von ERK und die
Ras-GTP-Konzentration in U251-Glioblastomzellen (IC50 =

10–30 mm) reduzieren.[86] Allerdings mîssen weitere Experi-
mente den vorgeschlagenen Wirkmechanismus erst noch be-
st�tigen. Als Bindestelle fîr den Antitumorwirkstoff Andro-
grapholid (AGP, 12) und einige seiner Benzyliden-Derivate
(Abbildung 5a) wurden bereits zuvor gefundene kurzlebige
Taschen auf der Oberfl�che von GDP-gebundenem K-Ras
vorgeschlagen.[88] Molekulares Docking platziert 12 in der
Ras-GEF-Schnittstelle, wo es die GEF-katalysierte Ras-Ak-
tivierung verhindert. Ebenso wie 12 reduzieren auch die

Derivate SRJ09 (13) und SRJ23 (14) die Konzentration an
Wildtyp-Ras-GTP und die ERK-Phosphorylierung in Zellen.
Nach einer Langzeitbehandlung (3 Tage) mit 13 und 14
konnten zudem verminderte Konzentrationen an mutiertem
K-RasG12V-GTP beobachtet werden. Die geringe intrinsische
GTPase-Aktivit�t von mutiertem RasG12V in Kombination mit
der blockierten GEF-Aktivit�t wird als Ursache fîr diesen
Effekt angenommen. Allerdings kann ein alternativer Me-
chanismus nicht ausgeschlossen werden.[88]

Neben den computerchemischen Methoden hat auch die
fragmentbasierte Wirkstoffforschung[89] bisher unbekannte
Oberfl�chentaschen und neue Ligandengerîste hervorge-
bracht.[90–92] So wurde eine Fragmentbibliothek mit 3300
Molekîlen in einer 1:1-Mischung von K-Ras-GDP und einem
nichthydrolysierbaren GTP-Analogon (ab hier ’GTP’) mit-
hilfe von NMR-Spektroskopie auf Bindung untersucht.[90] Die
240 initialen Treffer wurden weiterfîhrend mit 2D-NMR-
Spektroskopie getestet, was 25 best�tigte Treffer lieferte, die
einer bestimmten Stelle auf der Ras-GTP-Oberfl�che zuge-
ordnet werden konnten. Hochaufgelçste Kristallstrukturen
mit K-Ras-’GTP’ zeigten alle Verbindungen in einer zuvor
unbekannten hydrophoben Tasche zwischen Switch I und
Switch II. Diese neue Tasche vergrçßert sich durch die Bin-
dung der Fragmente und îberlappt mit der SOS-Bindestelle.
Zwei der gefundenen Verbindungen – DCAI (15) und DCIE
(16) – sind in der Lage, den SOS-vermittelten Nukleotidaus-
tausch sowie die Freisetzung des Nukleotids in vitro zu be-
hindern (Abbildung 5 b). Die Bindung von 15 fîhrt zu einer
Neuausrichtung zweier Seitenketten, wodurch die Tasche
vergrçßert wird, und verhindert gleichzeitig die Bildung von
zwei essenziellen Salzbrîcken, die den Ras-SOS-Komplex
stabilisieren. Trotz der geringen Affinit�t zu K-Ras (KD =

1.1 mm) inhibiert 12 sowohl den Nukleotidaustausch als auch
die Nukleotidfreisetzung mit moderater Wirksamkeit (IC50 =

342 mm bzw. 155 mm). Darîber hinaus verhindert 15 in Expe-
rimenten an lebenden Zellen die Membranlokalisierung einer
fluoreszenzmarkierten Ras-Bindedom�ne (RBD) der c-Raf-
Kinase (Raf-RBD) mit einem îberraschend geringen EC50

von 15.8 mm. Diese Beobachtungen lassen auf einen zus�tzli-
chen Mechanismus, neben der orthosterischen Inhibition der
SOS-vermittelten Ras-Aktivierung, in Zellen schließen.

In einer weiteren Studie, in der mittels NMR-Spektro-
skopie 11000 Fragmente untersucht wurden, wurden 140
Molekîle identifiziert, die mit millimolarer Affinit�t direkt
an GDP-gebundenes K-RasG12D binden (KD = 1.3–2.0 mm).[91]

Da diese Verbindungen mit �hnlicher Affinit�t an Wildtyp-K-
Ras und -H-Ras binden, besetzen sie hçchst wahrscheinlich
eine konservierte Bindestelle, die in allen Ras-Proteinen zu
finden ist. Hochaufgelçste Kristallstrukturen mit K-Ras-GDP
zeigten die Bindung dieser Verbindungen in dieselbe hydro-
phobe Tasche, die bereits fîr 15 identifiziert wurde.[90] Eine
kleine Substanzbibliothek ausgehend von dem initialen In-
dolgerîst lieferte 17 und 18 als effektive Inhibitoren des SOS-
vermittelten Nukleotidaustauschs mit Affinit�t gegenîber K-
Ras-GDP in hohen mikromolaren Konzentrationen (KD =

190 mm bzw. 340 mm ; Abbildung 5 c). Dennoch scheint das
Potenzial dieses Indolgerîsts als Startpunkt fîr eine Vergrç-
ßerung des Fragments begrenzt zu sein, da 19 als Aktivator
des SOS-katalysierten Nukleotidaustauschs beschrieben

Abbildung 6. Strukturelle Grundlagen fír die Inhibition der Ras-SOS-
Wechselwirkung: a) Kristallstruktur von nukleotidfreiem Ras (grau) im
Komplex mit seinem GEF-SOS (dunkelgrau; PDB: 1NVW). Die Helix
aH ist orange hervorgehoben, und die wechselwirkenden Aminos�uren
sind explizit gezeigt. b) Schematische Pr�sentation der a-helikal stabi-
lisierten Peptide 10 und 11 sowie die dazugehçrige Ursprungssequenz.
Beide Peptide sind von aH abgeleitet. Die wechselwirkenden Amino-
s�uren sind mit K�stchen gekennzeichnet.
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wurde (EC50 = 14 mm).[93] Verbindung 19 bindet in eine hy-
drophobe Tasche der CDC25-Dom�ne von SOS und erhçht
konzentrationsabh�ngig die zellul�re Ras-GTP-Konzentrati-
on. Ein Effekt auf das Ras-spezifische GEF RasGRF1 wurde
hingegen nicht beobachtet. Weitere Untersuchungen von 19
sind nçtig, da diese Verbindung eine zweiphasige Wirkung
zeigt und zudem die AKT- und ERK-Aktivierung weiter
unten in der Signalkaskade von Ras in unbekannter Art und
Weise reduziert.[93] Dies betont unter anderem die hohe
Komplexit�t des Ras-Signalnetzwerks. Eine andere frag-
mentbasierte Untersuchung einer Substanzbibliothek von
weniger als 100 Fragmenten identifizierte Bisphenol A (20)
als Binder von K-Ras und Rheb („Ras homolog enriched in
brain“) mit niedriger bis mittlerer Affinit�t (KD = 600 mm (K-
Ras) bzw. 1830 mm (Rheb); Abbildung 5a).[92] Verbindung 20
stçrt ebenfalls den SOS-vermittelten Nukleotidaustausch,
und molekulares Docking platziert sie in der gleichen Bin-
detasche wie 15 und 17. Der stark ausgepr�gte hydrophobe
Charakter und die vergleichsweise niedrige Bindungsaffini-
t�ten weisen jedoch auf einen mçglicherweise unspezifischen
Wirkmechanismus von 20 hin.

4.2. Ral-GTPasen

Innerhalb des letzten Jahrzehnts wurden die Ras-�hnli-
chen GTPasen RalA und RalB als wichtige Faktoren fîr
verschiedene humane Krebsformen identifiziert.[41, 94, 95] Trotz
ihrer hohen Sequenzidentit�t von 82% îbernehmen RalA
und RalB unterschiedliche Funktionen beim Tumorwachstum
und bei der Bildung von Metastasen.[96] W�hrend RalA ein
wichtiger Faktor bei der Entstehung von Tumoren ist, ist die
RalB-Aktivit�t vor allem wichtig fîr die Bildung von Meta-
stasen. Da die RalGEFs RalGDS, Rgl und Rgf direkte Ef-
fektoren von aktiviertem Ras-GTP sind,[97] sind sowohl RalA
als auch RalB in Ras-abh�ngigen Tumoren kontinuierlich
aktiviert. Ebenso wie fîr andere kleine GTPasen wurden
auch fîr Ral bisher keine klinisch relevanten Inhibitoren
gefunden. Trotzdem z�hlen Ral-GTPasen zu den interessante
Zielproteinen in der Wirkstoffentwicklung. Mit der Idee, die
Ral-Aktivierung durch das Blockieren der Ral-GEF-Wech-
selwirkung zu verhindern, wurde die RalA-GDP-Kristall-
struktur als Ausgangspunkt fîr die Suche nach Inhibitoren
verwendet. Eine strukturbasierte virtuelle Analyse lieferte 88
initiale Treffer, nachdem 500000 Verbindungen individuell in
eine Bindestelle nahe der Switch-II-Region gedockt
wurden.[98] Eine Messung der verbleibenden RalA-GTP-
Mengen nach Behandlung mit den jeweiligen Verbindungen
identifizierte RBC6 (21) und RBC8 (22) als wirksame Mo-
dulatoren des RalA-GTP-Niveaus in Zellen (Abbildung 7a).
Da beide Verbindungen auf demselben chemischen Grund-
gerîst aufbauen, wurden weitere Derivate synthetisiert und
getestet. Dies lieferte BQU57 (23), den bisher potentesten
Binder von Ral-GTPasen (Abbildung 7a). Mithilfe einer
NMR-Analyse von RalB-GDP und 23 konnte die zuvor be-
rechnete Bindestelle best�tigt werden. Isotherme Titrations-
kalorimetrie (ITC) und Oberfl�chenplasmonenresonanz-
(SPR)-Spektroskopie offenbarten eine niedrige mikromolare
Bindungsaffinit�t (KD = 7.7 mm bzw. 4.7 mm). Zudem konnte

keine Bindung an RalB-’GTP’ nachgewiesen werden. Ver-
bindung 23 inhibiert die Koloniebildung von menschlichen
Lungenkrebszellen mit IC50 = 1.3–2.0 mm und ist ebenfalls in
Xenograft-Mausmodellen von menschlichem Lungenkrebs
effektiv. Tumor-Immunblots zeigen eine signifikante Abnah-
me der aktiven RalA- und RalB-Konzentrationen ohne einen
Effekt auf aktives Ras oder RhoA auszuîben.

4.3. Rho-GTPasen

Die kleinen GTPasen der Rho-Unterfamilie, insbeson-
dere Rho, Rac und CDC42, sind Regulatoren des Aktin-Zy-
toskeletts sowie von einigen anderen Signalwegen.[12, 13] Rac
und Cdc42 haben eine vergleichsweise hohe Sequenzidentit�t
(ca. 70%) und ein gemeinsames Bindemotiv von ungef�hr 15
Aminos�uren, das CRIB-Motiv („Cdc42/Rac-interaktive
Bindung“).[99] Dagegen betr�gt die Sequenzidentit�t von
RhoA mit Rac oder Cdc42 lediglich ca. 45%. Dennoch ist die
selektive Modulation von allen drei kleinen GTPasen der
Rho-Unterfamilie mithilfe von zahlreichen regulatorischen
Proteinen mçglich. Die GTPasen der Rho-Familie sind ein
wichtiger Bestandteil der Immunantwort und spielen eine
Rolle bei Entzîndungen sowie in zahlreichen Schritten der
Krebsentstehung.[22,44] All diese Eigenschaften machen Rho-
GTPasen und ihre Signalwege zu interessanten Zielen der
Wirkstoffforschung. Jedoch hat sich die Entwicklung von ef-
fektiven Inhibitoren fîr kleine GTPasen der Rho-Familie als
�ußerst kompliziert erwiesen, sodass sich bisher noch keine
Verbindung in klinischen Studien befindet.[44] Die Untersu-
chung einer Bibliothek von 570 pharmakologisch aktiven
Verbindungen mithilfe der AlphaScreen-Technik lieferte den
Topoisomerase-II-Inhibitor Mitaxantron (MTX, 24) als
Breitbandinhibitor aller drei Rho-GTPasen (Abbil-
dung 8a).[100] Verbindung 24 verhindert die GTP-Beladung

Abbildung 7. Ral-GTPase-Inhibitoren: a) Strukturformeln der Ral-GEF-
Inhibitoren 21, 22 und 23. b) Kristallstruktur von RalA-GDP (PDB
1U90). Orange eingef�rbte Aminos�uren zeigen einen Unterschied der
chemischen Verschiebung > +2 s.d. nach Inkubation mit 23
(100 mm). Das Experiment wurde mit RalB-GDP durchgefíhrt, die be-
treffenden Aminos�uren wurden auf RalA-GDP íbertragen.
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von RhoA/Rac1/Cdc42 in vitro, und stçrt die F-Aktin-Reor-
ganisation und die Zellwanderung im Wundheilungsexperi-
ment. Da jedoch jedes Mitglied der Familie der Rho-GTP-
asen eine bestimmte Funktion bei der Regulierung verschie-
dener Signalwege hat, sind selektive Inhibitoren anstelle von
Breitbandinhibitoren wînschenswert.

4.3.1. RhoA

Um einen RhoA-selektiven Inhibitor zu entwerfen,
wurden verschiedene computergestîtzte Docking-Ans�tze
angewendet.[101–104] Eine strukturbasierte virtuelle Selektion
identifizierte verschiedene niedermolekulare Verbindungen
als potenzielle RhoA-Inhibitoren.[101] Nachdem die Bindung
mithilfe von SPR-Messungen verifiziert wurde, wurden 41
Analoga synthetisiert und auf ihre biologische Aktivit�t ge-
testet. Zwei Verbindungen verminderten bei niedriger mi-
kromolarer Konzentration (IC50 = 1.2–1.7 mm) die RhoA-
Aktivit�t und verringerten die Phenylephrin(PE)-induzierte
Arterienkontraktion. Die weitere Optimierung der Verbin-
dung erhçhte die Lçslichkeit und die F�higkeit, PE-indu-
zierte arterielle Ringkontraktion zu reduzieren.[102] Allerdings
ist der genaue Wirkmechanismus bisher unbekannt, sodass
eine weiterfîhrende Untersuchung unerl�sslich ist. Ein wei-
terer virtueller Ansatz identifizierte den Rho-spezifischen

Inhibitor Rhosin (25, Abbildung 8b).[103, 104] Die virtuelle
Analyse war dabei darauf ausgelegt, niedermolekulare Ver-
bindungen zu identifizieren, die RhoA in der N�he von Trp58
binden. Eine Analyse der Kristallstruktur von RhoA mit
seinem GEF LARG, identifizierte die Bindestelle um Trp58
herum als geeignet, um die GEF-Bindung zu inhibieren.[105]

Trp 58 zeichnet dabei einen Grat zwischen zwei flachen Ta-
schen inmitten der GEF-Bindestelle von RhoA. Verbindung
25 besteht strukturell gesehen aus zwei aromatischen Frag-
menten, die îber einen passenden Linker miteinander ver-
bunden sind. Die Verbindung bindet mit submikromolarer
Affinit�t an RhoA (KD = 350 nm) und stçrt die RhoA-GEF-
Wechselwirkung.[103] Dabei hat 25 keinerlei Effekt auf die
Rac1- und Cdc42-Aktivierung durch ihre jeweiligen GEFs.
Zudem reagiert die Bindung zu RhoA sehr empfindlich auf
Punktmutationen im Bereich der erwarteten Bindestelle. Als
nahe verwandte Isoformen verfîgen RhoB und RhoC îber
dasselbe Erkennungsmotiv in der N�he von Trp58 und
werden gleichermaßen von 25 inaktiviert. In einer zellba-
sierten Analyse blockiert 25 die RhoA-spezifische Signal-
weiterleitung sowie die Bildung von Aktin-Stressfasern, ohne
die Signalweiterleitung von Cdc42 oder Rac1 zu beeinflussen.
Darîber hinaus ist 25 in der Lage, konzentrationsabh�ngig
das Wachstum von MCF7-Zellen zu inhibieren und die In-
vasion dieser Brustkrebszellen zu verhindern. Zus�tzlich
fçrdert 25 das Neuritenwachstum in neuronalen Zellen.

4.3.2. Cdc42

Wie auch die anderen kleine GTPasen der Rho-Familie,
Rho und Rac, kontrolliert auch Cdc42 die Organisation von
Aktin und die Zellform. Allerdings sind die Aktivit�t und
Funktion von Cdc42 noch nicht vollst�ndig verstanden, sodass
auch nur wenige Modulatoren von Cdc42 bekannt sind.[106–108]

AZA1 (26) inhibiert sowohl die Aktivierung von Cdc42 durch
seine GEFs als auch die Aktivit�t von Rac1 (Abbil-
dung 8c).[106] Der genaue Wirkmechanismus von 26 ist zwar
noch unklar, die Verbindung reduziert aber die Bildung von
Lamellipodien und Filopodien und die Ausbreitung von
Prostatakrebszellen. Zudem verringert 26 die Signalweiter-
leitung durch p21-aktivierte Kinase (PAK1), AKT und ERK
und zeigt positive Effekte in Mausmodellen von humanem
Prostatakrebs. Ein Analogon, das auf demselben Grundge-
rîst wie 26 und der Rac1-Inhibitor NSC23766 (28) aufbaut,
AZA197 (27), zeigt hingegen selektive Inhibition von Cdc42
(Abbildung 8c).[107] Verbindung 27 blockiert den Nukleotid-
austausch von Cdc42 in Dickdarmkrebszellen, ohne einen
Effekt auf RhoA oder Rac1 auszuîben. Verbindung 27 re-
duziert die Wanderung und das Eindringen von Dickdarm-
krebszellen, vermindert die PAK1-vermittelte Signalweiter-
leitung, stçrt das Tumorwachstum und verl�ngert den �ber-
lebenszeitraum der Tiere in Mausmodellen von humanem
Dickdarmkrebs.

Eine virtuelle Analyse von 197 000 Verbindungen identi-
fizierte ZCL278 (29) als selektiven niedrig mikromolaren
Inhibitor von Cdc42 (KD = 11.4 mm ; Abbildung 8c). Verbin-
dung 29 bindet in eine Furche nahe Phe56, das essenziell fîr
die GEF-Bindung an Cdc42 ist.[108] Im Zellexperiment inhi-
biert 29 die Bildung von Filopodien und reduziert die zellu-

Abbildung 8. Inhibitoren der Rho-Unterfamilie: a) Breitbandinhibitor
fír RhoA, Cdc42 und Rac1. b) Der Rho-spezifische Inhibitor Rhosin
blockiert die Rho-GEF-Wechselwirkung. c) Inhibitoren der Cdc42-GEF-
Wechselwirkung. d) Rac-selektive Inhibitoren der Rac-GEF-Wechselwir-
kung.

..Angewandte
Aufs�tze

T. N. Grossmann, H. Waldmann et al.

13728 www.angewandte.de Ó 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2015, 127, 13718 – 13741

http://www.angewandte.de


l�re Konzentration von aktiviertem Cdc42-GTP. Verbindung
29 verhindert die Wundheilung von humanen Prostatakrebs-
zellen, ohne ihre Lebensf�higkeit zu beeinflussen. Da die
Deaktivierung von Cdc42 eine deutlich verringerte Zahl an
Neuriten zu Folge hat und die Bildung von Filopodien redu-
ziert,[109] verhindert eine Behandlung mit 29 die Verzweigung
von prim�ren Kortexneuronen. Des Weiteren werden es die
Cdc42-selektiven Inhibitoren 29 und 27 ermçglichen, die
Cdc42-bedingten Zusammenh�nge in Krebs und neurologi-
schen Krankheiten besser zu verstehen.

4.3.3. Rac

Eine strukturelle Analyse der Wechselwirkung zwischen
Rac1 und seinen GEFs identifizierte die Region im Umfeld
von Trp 56 als essenziell fîr die Bindung von GEFs.[110] Diese
Studie beschreibt Trp 56 als wichtigen Faktor der GEF-Bin-
dung (wie Trp58 fîr RhoA und Phe 56 in Cdc42), da unter
anderem die Rac1W56F-Mutante nicht mit einigen RacGEFs
wechselwirken kann. Im Gegenzug wird die Cdc42F56W-Mu-
tante fîr RacGEFs zug�nglich. Dies unterstreicht die hohe
strukturelle øhnlichkeit zwischen Rac1 und Cdc42. Eine
virtuelle Analyse von mehr als 140000 niedermolekularen
Verbindungen identifizierte 28 als Inhibitor der Rac-GEF-
Wechselwirkung, der in die flache Tasche um Trp56 herum
bindet (Abbildung 8 d).[111] Verbindung 28 inhibiert in vitro
selektiv die Wechselwirkung von Rac1 mit seinen GEFs
Tiam1 und TrioN mit mittlerer mikromolarer Affinit�t (IC50

� 50 mm). In zellbasierten Analysen hat es zudem keinen
Effekt auf die Wechselwirkung zwischen RhoA und Cdc42
mit ihren GEFs. Die Anwendung von 28 auf Prostatakrebs-
zellen reduziert die Bildung von Lamellipodien, die Zellaus-
breitung und das Eindringen der Tumorzellen in Abh�ngig-
keit seiner Konzentration. Kîrzlich erschienene Studien be-
richten îber einen therapeutischen Effekt auf Arthrose in
M�usen, nachdem ihr Rac1-GTP-Niveau mithilfe von 28 ge-
senkt wurde.[112] Um eine konstante Freisetzung von 28 zu
erreichen, wurden mit 28 ummantelte Hyalurons�ure-Chito-
san-Mikrokîgelchen wçchentlich in die arthritischen Gelen-
ke injiziert.

Nach den ersten Erfolgen mit 28 wurde versucht, die
Affinit�t und Effektivit�t der Verbindung weiter zu erhç-
hen.[113–115] Aufbauend auf einer weiteren virtuellen Analyse
auf der Grundlage der Kristallstruktur von 28 mit Rac1,[116]

wurden weitere Verbindungen mit verschiedenen Grundge-
rîsten identifiziert, deren IC50-Werte zwischen 12 und 58 mm
liegen.[113] Nahe Analoga von 28, wie Verbindung 26 und 27,
zeigen jedoch abweichende Selektivit�t. Sie binden entweder
Rac1 und Cdc42 (26) oder sind Cdc42-selektiv (27).[106,107]

Eine Studie zur Struktur-Affinit�ts-Beziehung von 28 fîhrte
lediglich zu einer marginalen Verbesserung von Affinit�t und
Effektivit�t.[114] Eine andere Docking-Studie war hingegen
deutlich erfolgreicher und lieferte ZINC69391 (30) und
dessen optimiertes Analogon 1A-116 (31), das die zellul�re
Rac1-GTP-Konzentration mit niedriger mikromolarer Affi-
nit�t senkt (IC50 = 4.0 mm ; Abbildung 8d).[115] Verbindung 31
inhibiert die Rac-vermittelte Ausbreitung von Tumorzellen in
zellbasierten Analysen sowie deren metastatische Aktivit�t
in vivo durch eine Reduktion von 60% der metastatischen

Lungenkrebskolonien in M�usen. Der aktuell potenteste
Rac-Inhibitor ist EHop-016 (32), das bei niedriger mikro-
molarer Konzentration eine Inhibition der Rac-Aktivit�t in
Zellen bewirkt (IC50 = 1.1 mm ; Abbildung 8d).[117] Die nie-
dermolekulare Verbindung 32 hat dabei keinen Effekt auf
RhoA, reduziert jedoch ebenfalls die Cdc42-Aktivierung bei
Konzentrationen îber 10 mm. Bei niedrigen Konzentrationen
(2 mm) reduziert 32 die Bildung von Lamellipodien und die
Zellwanderung signifikant, ohne dabei die Cdc42-vermittelte
Bildung der Filopodien zu beeinflussen. In Mausmodellen
von Brustkrebs verringert 32 deutlich das Tumorwachstum
und die Metastasenbildung sowie die Angiogenese.[118] Im
Vergleich zu 28, kann die Rac1-Inhibition mit 32 mit einer ca.
10–50-fach geringeren Konzentration erreicht werden.[117]

5. Inhibition von GTPase-Effektor-Wechselwirkungen

Sobald kleine GTPasen mit GTP beladen sind, kçnnen sie
mit einer Vielzahl an Effektoren wechselwirken, um nach-
geschaltete Signalkaskaden zu aktivieren. Die Inhibierung
derartiger PPIs ist ein vielversprechender Ansatz, um die
Signalîbertragung von GTPasen zu beeinflussen, insbeson-
dere in F�llen, in denen Mutationen die Proteine dauerhaft
aktivieren. Ein Paradebeispiel ist konstitutiv aktiviertes Ras,
bei dem verschiedene Mutationen die GTP-Hydrolyse un-
terbinden und dadurch zu einer Anreicherung der aktivierten
Spezies und anhaltender Signalweiterleitung fîhren. Sobald
sich die kleine GTPase im aktivierten Zustand befindet, ist
eine Rîckkehr zur inaktivierten Form relativ langsam. Inhi-
bitoren, welche die Beladung mit GTP unterbinden, mîssen
daher hoch effizient funktionieren, um spîrbare Auswirkun-
gen auf nachgeschaltete Signalkaskaden zu haben. Wegen der
Bedeutung von konstitutiv aktiviertem Ras fîr die Entste-
hung menschlicher Krebserkrankungen wurden zahlreiche
Anstrengungen unternommen, Molekîle zu entwickeln, die
die Bildung von GTPase-Effektor-Komplexen verhindern.
Die therapeutische Wirksamkeit eines solchen Ansatzes wird
durch Studien mit Antikçrperfragmenten gestîtzt, die direkt
gegen die Effektor-bindende Switch-I-Region von Ras-GTP
wirken.[119] Zellen, die derartige Fragmente exprimieren,
zeigen eine eingeschr�nkte Signalwirkung unterhalb von Ras,
was ausreichend ist, um K-Ras-vermittelte Tumorbildung und
-wachstum in transgenen Mausmodellen von menschlichem
Lungenkrebs zu hemmen.[120]

5.1. Orthosterische Inhibitoren
5.1.1. Niedermolekulare Ras-Inhibitoren

Das Fehlen geeigneter Bindetaschen auf der Protein-
oberfl�che und der hochdynamische Charakter der Effektor-
Binderegionen stellen gewaltige Hîrden fîr den Einsatz
niedermolekularer Inhibitoren dar. Eine Verbindung, die
dazu in der Lage ist, die Bildung des Ras-Raf-Komplexes zu
hemmen, ist Sulindac-Sulfid (33, Abbildung 9a), ein Meta-
bolit des nichtsteroidalen Entzîndungshemmers Sulindac.[121]

Eine durch Sulindac inspirierte Molekîlbibliothek lieferte
Inhibitoren mit 20-fach hçherer Wirksamkeit als 33 (IC50 =
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10 mm fîr die beste Verbindung 34). 15N-HSQC-NMR-Ver-
schiebungsexperimente zeigen eine direkte Wechselwirkung
zu Ras in direkter N�he zur Switch-I-Region im Bereich der
Effektor-Bindestellen.[122] Eine andere Klasse von Inhibitoren
wurde mit einem Hefe-Zwei-Hybrid-System identifiziert[123]

und im Anschluss weiter optimiert.[124] Die MCP-Verbin-
dungen stçren die Ras-Raf-Wechselwirkung in vitro und in
Zellen, reduzieren die ERK-Phosphorylierung und zeigen
antiproliferative Wirkung in Zellen, die konstitutiv aktivier-
tes Ras exprimieren.[125] Nach intraperitonealer und intrave-
nçser Verabreichung macht MCP110 (35) Tumorzellen in
Xenograft-Mausmodellen menschlicher Krebserkrankungen
empfindlicher fîr anderen Antikrebswirkstoffe, und es zeigt
synergistische Effekte (Abbildung 9a).[126] Leider fehlt bei
diesen �lteren Beispielen von GTPase-Effektor-Inhibitoren
eine detaillierte biophysikalische Charakterisierung, was eine
weitergehende strukturgestîtzte Optimierung erschwert.
Zudem stellt sich die Frage, ob die Aktivit�t dieser Substan-
zen zumindest teilweise auf weitere Wechselwirkungen ab-
seits von Ras zurîckzufîhren ist, da Molekîle wie Sulindac
bekanntermaßen mit einer Reihe verschiedener Zielproteine
wechselwirken.[127]

Eine Studie zur Entwicklung orthosterischer Inhibitoren
der Ras-Effektor-Wechselwirkungen startete kîrzlich mit
einer computergestîtzten Suche nach potenziellen Bindern
von M-RasP40D-’GTP’,[128] einem nahen Verwandten von K-
Ras.[129] Aus einer Bibliothek mit 41 000 niedermolekularen
Verbindungen wurden 97 Kandidaten identifiziert und in vi-
tro charakterisiert.[129] Eines der Molekîle, Kobe0065 (36),
hemmt dabei die Wechselwirkung von M-RasP40D-GTP und
H-Ras-GTP mit der RBD von c-Raf mit Ki = 46 mm (Abbil-

dung 9b). Eine strukturgestîtzte øhnlichkeitssuche in
160 000 Molekîlen lieferte 273 weitere Treffer, von denen
Kobe2602 (37) in vitro best�tigt werden konnte (Ki =

149 mm). Da die an der Bindung beteiligten Reste unter
Mitgliedern der Ras-Familie stark konserviert sind, wurden
die Verbindungen auf ihre Affinit�t zu anderen kleinen
GTPasen untersucht (Abbildung 9b). Laut NMR-Experi-
menten binden beide Molekîle an M-Ras, Rap2A und RalA
aus der Ras-Unterfamilie, jedoch nicht an RhoA oder Cdc42
aus der Rho-Familie. Sowohl 36 als auch 37 interferieren mit
verschiedenen Ras-Effektor-Wechselwirkungen in Zellen
und stçren dosisabh�ngig die entsprechenden nachgeschal-
teten Signalwege. Sie verringern den Gehalt an Ras-gebun-
denem c-Raf-1 und reduzieren die Phosphorylierung von
MEK und ERK unterhalb von Raf sowie die RalA-Aktivie-
rung und Akt-Phosphorylierung unterhalb von RalGDS bzw.
PI3K.

W�hrend die Verbindungen nicht die Bindung an das
aktive Zentrum von SOS blockieren, beeintr�chtigen sie die
Wechselwirkung von Ras-GTP mit der allosterischen Binde-
stelle von SOS und dadurch die Beschleunigung der GEF-
Aktivit�t. Diese Ergebnisse decken sich mit NMR-Bin-
dungsexperimenten von Kobe2601 (38), einem wasserlçsli-
chen, weniger affinen Analogon, mit H-RasT35S-’GTP’ (Ab-
bildung 9 b). Die NOE-Signale deuten auf eine Bindung von
38 in hydrophobe Bindetaschen in direkter N�he von Switch I
und II hin, îberlappend mit den Ras-Effektor-Bindestellen.
Die Molekîle inhibieren die Koloniebildung und die adh�si-
onsabh�ngige Proliferation verschiedener Zelllinien mit
konstitutiv aktiviertem Ras und sind zudem aktiv in Xeno-
graft-Mausmodellen menschlicher Tumore.

5.1.2. Peptid-basierte Ras-Inhibitoren

Um dem Fehlen ausgepr�gter Bindetaschen und den
ausgedehnten unprofilierten Wechselwirkungsfl�chen Rech-
nung zu tragen, wurden etliche peptidbasierte Inhibitoren
gegen GTPase-Effektor-Komplexe entwickelt. Kurze lineare
Peptidsequenzen, die von Raf abgeleitet wurden, dienen als
orthosterische Inhibitoren, zeigen jedoch nur moderate Ak-
tivit�t.[130] Konformativ stabilisierte Peptide wurden verwen-
det, um die hochflexiblen Effektor-Binderegionen besser zu
adressieren und den Peptiden bessere pharmakologische Ei-
genschaften zu verleihen. Zwei kombinatorische Bibliothe-
ken cyclisierter Peptide wurden auf die Bindung an K-Ras
sowie die Hemmung der K-Ras-c-Raf-Wechselwirkung ge-
testet.[131,132] Eine 1.5 Millionen Molekîle umfassende Bi-
bliothek bicyclischer Peptide (3–5 variable Reste pro Ring)
lieferte vier Molekîle, die an K-Ras-GTP mit Affinit�ten im
mikromolaren Bereich binden (Kd = 0.5–6.8 mm). Die Peptide
zeigen eine Pr�ferenz fîr den GTP-gebundenen Zustand und
inhibieren die Ras-Raf-Wechselwirkung in vitro (beste IC50 :
1.4 mm), weisen jedoch kaum antiproliferative Aktivit�t auf.
Dies ist wahrscheinlich auf eine zu geringer Zellg�ngigkeit
zurîckzufîhren.[132] Eine andere kombinatorische Bibliothek
wurde mit sechs Millionen cyclischen Peptiden bestehend aus
einem variable Anteil mit 4–6 Resten und einer FK506-Bin-
deprotein-12(FKBP)-bindenden Einheit synthetisiert.[131] In
Analogie zu Rapamycin wurde die FKBP-bindende Einheit

Abbildung 9. Niedermolekulare orthosterische Inhibitoren von Ras-
Effektor-Wechselwirkungen: a) Strukturformeln repr�sentativer ortho-
sterischer Ras-Inhibitoren. b) Strukturelle Basis fír die orthosterische
Inhibition durch die Kobe-Verbindungen: Die NMR-spektroskopisch
bestimmte Struktur von H-RasT35S-’GTP’ zeigt, dass die Bindestelle von
38 mit der Bindestelle von Effektoren íberlappt und zu sterischer Hin-
derung fíhren sollte (PDB: 2LWI).
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eingebaut, um die Bildung eines bin�ren Peptid-FKBP-
Komplexes mit potenziell vergrçßerter Wechselwirkungsfl�-
che zum Zielprotein zu bewirken.[133] Etliche Peptid-FKBP-
Komplexe sind dazu in der Lage, an Ras zu binden, wobei 39
die Wechselwirkung von K-RasG12V und Raf-RBD in vitro
selbst in Abwesenheit von FKBP mit IC50 = 0.7 mm unter-
bindet. Fluoreszenzpolarisations(FP)- und Oberfl�chenplas-
monenresonanz(SPR)-Messungen zeigen, dass 39 an K-Ras
mit KD = 0.83 mm bindet. Das Peptid hat jedoch keine Aus-
wirkung auf die MEK- oder ERK-Phosphorylierung in
Zellen, wahrscheinlich wegen zu geringer Zellg�ngigkeit
(Abbildung 10 a). Fîr eine zweite Generation der kîgel-
chengebundenen Bibliothek wurden monocyclische Peptide
aus einem potenziell zellg�ngigen Motiv in 39 und einer
kombinatorischen Peptidsequenz von bis zu fînf Aminos�u-
ren erzeugt.[134] Unter den 1.6 Millionen Verbindungen der
Bibliothek wurden zwei Peptide identifiziert, die K-RasG12V

mit submikromolarer Affinit�t binden und die Ras-Raf-
Wechselwirkung in vitro inhibieren. Eine weitergehende
sukzessive Optimierung der Sequenz lieferte hochwirksame
Ras-Inhibitoren (beste IC50 = 14 nm) mit variierender zellu-
l�rer Aufnahme. Das zellg�ngige Peptid Cyclorasin 9A5 (40)
bindet bevorzugt an die GTP-gebundene Form von RasG12V

und inhibiert die Ras-Raf-Wechselwirkung (IC50 = 0.12 mm),
laut 15N-HSQC-NMR-Experimenten durch Wechselwirkung
mit den Effektor-Binderegionen von Ras. Die Behandlung
verschiedener Krebszelllinien mit 40 unterbindet dosisab-
h�ngig die EGF-stimulierte Phosphorylierung von Akt, MEK

und Erk, was darauf hindeutet, dass gleichzeitig verschiedene
Signalwege unterhalb von Ras blockiert werden. Eine drei-
stîndige Behandlung von N-RasQ61K-mutierten H1299-Zellen
mit 40 (10 mm) induziert einen 2.3-fachen Anstieg der Cas-
pase-3-Aktivit�t sowie gesteigerte Apoptose in Durchfluss-
zytometrie-Experimenten, bewirkt die Abrundung von
Zellen und verringert die Zellgrçße.

5.1.3. Peptid-basierte Rab-Inhibitoren

Auf der Suche nach Inhibitoren von Rab-PPIs wurden
hydrophob verbrîckte Peptide („hydrocarbon stapled pepti-
des“)[135] auf Basis von a-helikalen Bindungsmotiven natîr-
licher Rab-Wechselwirkungspartner entwickelt.[136] Beim
Einbau hydrophober Seitenkettenverbrîckungen („peptide
stapling“) werden zwei Windungen einer Helix mittels eines
hydrophoben Makrocyclus verbunden, um dadurch die a-
helikale Konformation zu stabilisieren.[84] Um geeignete a-
helikale Bindungsdom�nen fîr diesen Ansatz zu identifizie-
ren, wurden in einem ersten Schritt die Kristallstrukturen von
Rab-Proteinen mit verschiedenen Partnern auf ihre jeweilige
Wechselwirkungsfl�che untersucht. Die am besten bewerte-
ten Peptidfragmente wurden auf Bindung zu einer repr�sen-
tativen Auswahl von sechs verschiedenen Rab-Proteinen in
allen Nukleotid-Bindungszust�nden getestet. Vier der Pep-
tide binden nukleotidfreie Rab-Proteine im niedrigen mi-
kromolaren Bereich. Der Einbau von hydrophoben Seiten-
kettenverbrîckungen in diese Peptidsequenzen lieferte eine

Abbildung 10. Peptidbasierte orthosterische Inhibitoren von GTPase-Effektor-Wechselwirkungen: a) Strukturformeln makrocyclischer orthosteri-
scher Ras-Inhibitoren. Das potenziell zellg�ngige Motiv ist blau hervorgehoben. b) Kristallstruktur von Rab6-’GTP’ (grau) und seinem Effektor
R6IP1 („Rab6-interacting protein 1“, dunkelgrau; PDB: 3CWZ). Die a-Helix, die als Ausgangspunkt fír die Synthese hydrophob verbríckter Pep-
tide („hydrocarbon stapled peptides“) dient, ist orange gezeigt (oben). Die Sequenz des hydrophob verbríckten Peptids 41 und die Wildtyp-
Sequenz. Wechselwirkende Reste sind hervorgehoben (unten).
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Bibliothek stabilisierter Peptide, die eine Auswahl repr�sen-
tativer Rab-Proteine im nukleotidfreien Zustand mit variie-
renden Selektivit�ten und Affinit�ten bis in den submikro-
molaren Bereich binden. Bemerkenswerterweise bindet ein
Peptid StRIP3 (41) selektiv mit KD = 22 mm an Rab8a in
seinem aktivierten, GTP-gebundenen Zustand und inhibiert
die Wechselwirkung von Rab8a mit seinem Effektor OCRL1
in vitro (Abbildung 10b). Trotz der moderaten Wirksamkeit
unterstreichen diese Ergebnisse das Potenzial, GTP-gebun-
dene, aktivierte kleine GTPasen mit hydrophob verbrîckten
Peptiden zu adressieren. Das wirft die Frage auf, ob sich das
Konzept stabilisierter Wechselwirkungsdom�nen, wie stabi-
lisierte Helices oder b-Faltbl�tter, auch auf die Modulierung
von Ras[137] und anderen konstitutiv aktivierten GTPasen
anwenden l�sst.

5.2. Allosterische Inhibitoren

Ein anderer Ansatz, die Bildung von Ras-Effektor-Kom-
plexen zu hemmen, macht sich die dynamische Struktur GTP-
gebundener Ras-Proteine zunutze. In 31P-NMR-Experimen-
ten wurde gezeigt, dass GTP-gebundenes Ras in einem dy-
namischen Gleichgewicht zweier Konformationszust�nde
existiert, die im Wildtyp von Ras nahezu gleich stark besetzt
sind und binnen Millisekunden ineinander îbergehen.[138] Der
Zustand 2 �hnelt stark der Konformation, die in Ras-Effek-
tor-Komplexen gefunden wird, und zeigt eine hohe Tendenz
zur Effektorbindung. Bei Zustand 1 handelt es sich hingegen
um eine Konformation mit um ein bis zwei Grçßenordnungen
reduzierter Affinit�t fîr Effektoren.[38, 139] Zustand 1 wird
direkt bei der GTP-Bindung w�hrend des Nukleotidaustau-
sches gebildet, muss aber in Zustand 2 îbergehen, damit Ras
funktional wird.[140] Im Konformationszustand 1 weist Ras
einige einzigartige Oberfl�chenvertiefungen auf, die genutzt
werden kçnnen, um diesen Zustand allosterisch zu stabili-
sieren und damit das Gleichgewicht in Richtung der niede-
raffinen Konformation zu verschieben und die Signalweiter-
leitung von Ras zu beeintr�chtigen. Sowohl Zn2+- als auch
Cu2+-Cyclen-Komplexe binden an H-Ras-’GTP’ in dessen
Zustand 1 mit millimolarer Affinit�t (Abbildung 11).[141,142]

Die Ergebnisse von 31P-NMR-Verschiebungsexperimenten
deuten auf zwei Bindestellen hin. Bei der einen koordiniert
das Metallion an das g-Phosphat des Nukleotids. Die andere
befindet sich nahe dem C-Terminus und Loop 7, wobei letz-
tere nur geringe Auswirkungen auf die Stabilisierung des
Konformationszustands 1 zu haben scheint. Ein- und zwei-
kernige Zn2+-Cyclen-Peptidkonjugate wurden synthetisiert,
um die Affinit�t der Komplexe zu erhçhen, fîhrten aber zur
Aggregation von Ras.[143] In einer �hnlichen Studie binden
Bis(2-picolyl)amin(BPA)-Komplexe von Zn2+ und Cu2+ an
Ras bei millimolaren Konzentrationen, ebenfalls an zwei
unterschiedlichen Bindestellen (Abbildung 11).[144] Position 2
befindet sich erneut nahe des C-Terminus und hat keinen
Einfluss auf die Stabilisierung des Konformationszustands 1.
Dagegen befindet sich Bindeposition 1 am aktiven Zentrum,
jedoch nicht mehr in direkter N�he der Nukleotidbindetasche
und weist eine mindestens fînffach st�rkere Wirksamkeit auf
mutiertes RasG12V auf als die Cyclen-Komplexe. Aufgrund der

geringen Affinit�ten und schlechten pharmakologischen Ei-
genschaften zeigen derartige Organometallkomplexe bisher
lediglich die prinzipielle Machbarkeit allosterischer Ras-
Inhibitoren. Allerdings kçnnte das Konzept der allosterischen
Konformationsstabilisierung mçglicherweise auch auf andere
kleine GTPasen ausgedehnt werden, da Konformationszu-
st�nde mit variierender Effektoraffinit�t auch bei anderen
GTPasen in unterschiedlichen Besetzungsverh�ltnissen exis-
tieren.[140]

6. Stabilisierung von GTPase-Protein-Komplexen

Ein alternativer Ansatz zur Aktivit�tsmodulierung klei-
ner GTPasen basiert auf der Stabilisierung von Komplexen
aus kleinen GTPasen und ihren Wechselwirkungspartnern.
Molekîle, die an die Oberfl�che derartiger Proteinkomplexe
binden, kçnnen potenziell bestimmte funktionale oder funk-
tionsunf�hige Konformationen stabilisieren. Bisher sind Sta-
bilisatoren von PPIs unterrepr�sentiert in chemischer Biolo-
gie und pharmazeutischer Forschung, obwohl mehrere be-
eindruckende Beispiele wie Cyclosporin A, FK506 oder
Rapamycin das Potenzial dieser Strategie unter Beweis stel-
len.[145, 146] Der Naturstoff Brefeldin A (BFA, 42) ist ein
wohlbekannter Stabilisator einer GTPase-PPI (Abbil-
dung 12a), und der Einsatz derartiger Substanzen wurde erst
kîrzlich fîr andere Familien kleiner GTPasen in Betracht
gezogen. Prinzipiell kann ein derartiger Stabilisator dabei
helfen, einige der gewaltigen Herausforderungen zu umge-
hen, die im Feld kleiner GTPasen bestehen. So mîssen bei
der Stabilisierung eines Protein-Protein-Komplexes nicht
große, makromolekulare Wechselwirkungspartner durch
niedermolekulare Substanzen verdr�ngt werden. Auch kann
der gebildete Komplex aus kleiner GTPase und Partnerpro-
tein zus�tzliche spezifische Bindetaschen aufweisen, die in
der Oberfl�chenstruktur der GTPase alleine gar nicht vor-
handen sind.

Abbildung 11. Allosterische Inhibitoren von Ras-Effektor-Wechselwir-
kungen. a) Die Switch-I-Region von GTP-gebundenem Ras nimmt zwei
unterschiedliche Konformationen ein, von denen lediglich Zustand 2
die Bindung an Effektoren zul�sst. Zustand 1 kann durch Bindung von
Molekílen an allosterische Positionen stabilisiert werden, sodass sich
das Gleichgewicht in seine Richtung verschiebt und die Signalweiterlei-
tung von Ras unterdríckt wird. b) Strukturformeln von Inhibitoren der
Ras-Effektor-Wechselwirkungen.
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6.1. Arf-ARNO

Das Paradebeispiel fîr die Stabilisierung einer GTPase-
Protein-Wechselwirkung ist der Pilzmetabolit 42, der die
durch Arf regulierten zellul�ren Transportprozesse und die
Membrantransformation hemmt.[147] Verbindung 42 ist ein 13-
gliedriger Lactonring, der in eine hydrophobe Tasche der
Kontaktfl�chen von Arf-GDP und der katalytischen Sec7-
Dom�ne zugehçriger GEFs, wie ARNO, bindet (Abbil-
dung 12b).[148] Dabei bindet 42 ausschließlich den tern�ren
Komplex, jedoch weder isoliertes Arf noch die Sec7-Dom�ne
oder den nukleotidfreien Komplex beider Proteine.[149] Indem
ein frîher �bergangszustand der Nukleotidaustauschreakti-
on stabilisiert wird, wirkt 42 als ein nichtkompetitiver Inhi-
bitor. Es blockiert Arf in einem funktionslosen Komplex, der
nicht mit dem n�chsten Schritt, der Nukleotiddissoziation,
fortfahren kann und hemmt dadurch die Arf-Aktivierung und
Signalweiterleitung.[150] Inspiriert durch 42 wurde die Chem-
bridge Datenbank virtuell nach vergleichbaren Stabilisatoren
des Arf1-GDP-ARNOE156K-Komplexes durchsucht; dies lie-
ferte Treffer fîr eine flexible Tasche, die nahe der Kontakt-

fl�chen der drei Bindungspartner jedoch abseits der Binde-
stelle von 42 liegt.[151] Es wurden 17 Molekîle auf die Inhi-
bierung von Arf1 und einer speziellen Sec7-Dom�ne von
ARNO getestet, die vier BFA-sensibilisierende Mutationen
tr�gt (ARNO4M). Die wirksamste Verbindung, LM11 (43),
verringert die apparente Geschwindigkeitskonstante des
Nukleotidaustauschs um den Faktor 3.6 (Abbildung 12 a). Im
Unterschied zu 42 wirkt 43 îber einen nichtkompetitiven
Mechanismus. Es bindet sowohl an den Arf1-1- als auch den
Arf1-GDP-ARNO-Komplex und hemmt den spontanen
ebenso wie den ARNO-katalysierten Nukleotidaustausch.
Dabei bewirkt 43 die Bildung eines nicht funktionsf�higen
Komplexes, dessen Konformation sich deutlich von der durch
42 stabilisierten unterscheidet. Trotz seiner relativ geringen
Inhibitionswirkung zeigt 43 zellul�re Aktivit�t und blockiert
dosisabh�ngig die durch ARNO vermittelte Migration von
MDCK-Zellen.[151]

6.2. Cdc42-RhoGDI

Die niedermolekulare Verbindung Secramin A (44) wirkt
vermutlich ebenfalls als PPI-Stabilisator (Abbildung 12 a).
Das Molekîl wurde durch ph�notypisches Screening einer ca.
2500 Verbindungen umfassenden Substanzbibliothek Galan-
thamin-inspirierter Molekîle[152] als starker Hemmstoff des
Transports vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran und der
Aktinpolymerisation identifiziert.[153] Verbindung 44 ist ein
Cdc42-spezifischer Hemmstoff, der Cdc42-Effektor-Wech-
selwirkungen blockiert, aber keinen Einfluss auf den Nukle-
otidaustausch oder die Nukleotidbindung hat. Sie beein-
tr�chtigt den Transport und die Membranbindung von Cdc42
îber einen Mechanismus, der mit dem zugehçrigen Guanin-
nukleotid-Dissoziationsinhibitor RhoGDI zusammenh�ngt.
Obwohl noch eindeutige strukturelle Belege fehlen, wird
davon ausgegangen, dass 44 die Cdc42-RhoGDI-Wechsel-
wirkung stabilisiert und dadurch die kleine GTPase in einem
nicht weiter funktionsf�higen Komplex gefangen h�lt, sodass
sie nicht mehr zur Signalweiterleitung zur Verfîgung steht.[153]

Verbindung 44 zeigt verschiedene zellul�re Aktivit�ten, bei-
spielsweise eine gestçrte Polarisation des Golgi-Apparats bei
der Zellmigration im Anschluss an Verletzungen,[153] das
Hemmen von Zellausbreitung[154] oder die blockierte Sekre-
tion von Kollagen I durch glatte Gef�ßmuskelzellen.[155] Die
strukturell nicht verwandte niedermolekulare Verbindung
Pirl1 (45) und einige ihrer Derivate blockieren mçglicher-
weise auch die Cdc42-vermittelte Signalweiterleitung, indem
sie einen inaktiven Cdc42-RhoGDI-Komplex stabilisieren
(Abbildung 12 a).[156] Obwohl einige experimentelle Daten
darauf hindeuten, dass der Wirkmechanismus vom Stabili-
sieren der Cdc42-RhoGDI-Wechselwirkung abh�ngt, werden
noch weitere stichhaltige Daten bençtigt, die diese Theorie
stîtzen.

6.3. Ras-SOS

Vor kurzem wurden niedermolekulare Verbindungen
beschrieben, die an den Ras-SOS-Komplex binden und da-

Abbildung 12. Stabilisierung von GTPase-Protein-Wechselwirkungen:
a) Strukturformeln verschiedener Stabilisatoren von GTPase-Protein-
Wechselwirkungen. b) Schnittbild der Kristallstruktur (PDB: 1R8Q) von
42 (orange) gebunden an die Wechselwirkungsfl�chen eines Komple-
xes von Arf1-’GDP’ (grau) und der katalytischen Sec7-Dom�ne von
ARNO (dunkelgrau). Verbindung 42 besetzt eine gemeinsam gebildete
Bindetasche in der Kontaktfl�che der wechselwirkenden Proteine und
stabilisiert einen fríhen �bergangszustand der Nukleotidaustauschre-
aktion.
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durch den SOS-katalysierten Nukleotidaustausch beschleu-
nigen kçnnen.[93] Dabei wurden Bindetaschen entdeckt, die
sich an den Wechselwirkungsfl�chen beider Proteine befin-
den. Obwohl ein derartiger Wirkmechanismus nicht zwin-
gend vorteilhaft im Sinne einer onkologischen Therapie ist,
zeigen diese Molekîle dennoch die Mçglichkeit auf, den Ras-
SOS-Komplex direkt zu adressieren. Somit kçnnten sie einen
Startpunkt fîr die Entwicklung von PPI-Stabilisatoren dar-
stellen.

Auf der Suche nach niedermolekularen Stabilisatoren des
Ras-SOS-Komplexes wurde mithilfe von Rçntgenkristall-
strukturanalyse eine Bibliothek von 1160 Fragmenten auf
Bindung untersucht, indem Proteinkristalle von H-Ras im
Komplex mit der katalytischen Dom�ne von SOS (SOScat.)
mit den Substanzen getr�nkt wurden.[157] Die Bindung von
Fragmenten wurde zus�tzlich durch TROSY-HSQC-NMR-
Titrationen mit einem stabil isotopenmarkierten H-Ras-SOS-
Komplex best�tigt, wobei Dissoziationskonstanten im nied-
rigen millimolaren Bereich ermittelt wurden. Eine auf SOS
identifizierte Bindetasche stimmt mit der Bindestelle îberein,
die bereits fîr 19 beschrieben wurde und manche der Frag-
mente, z.B. 46, zeigen einen entsprechenden Bindungsmodus
(Abbildung 13 a,b).[93] Die Bindung von ein oder zwei Frag-
menten in diese relativ flexible Tasche geht mit geringer
Umorientierung von Proteinseitenketten im Vergleich zur
nativen H-Ras-SOScat-Struktur einher. Im Unterschied zur
frîheren Studie beschleunigen die Molekîle aber nicht den
SOS-katalysierten Nukleotidaustausch.[157] Eine weitere
Fragmentbindestelle befindet sich in einer fîr das Lçsungs-
mittel weitestgehend unzug�nglichen Tasche nahe dem Rand
der Protein-Protein-Wechselwirkungsfl�che des H-Ras-SOS-
Komplex und entspricht einer Bindestelle, die bereits in
Studien mit nichtkomplexierten Ras-Proteinen gefunden
wurde.[90, 91] Obwohl die Bindung kleiner Molekîle in frîhe-
ren Untersuchungen die Bindung von SOS sowie den SOS-
katalysierten Nukleotidaustausch blockieren konnte, fîhrt
die Bindung des vergleichsweise kleineren Fragments 47 an
die H-Ras-SOScat.-Wechselwirkungsfl�che zu keiner steri-
schen Abstoßung oder Beeintr�chtigung des Nukleotidaus-
tauschs (Abbildung 13a,b). Ausgehend von 47 wurden wei-
tere PPI-Stabilisatoren synthetisiert, und die Variation der
Sulfonamid-Gruppe lieferte das Fragment 48. Bemerkens-
werterweise bewirkt die Bindung von 48 eine Erweiterung der
Bindetasche an der H-Ras-SOScat.-Wechselwirkungsfl�che.
Allerdings brachten mehrere Runden Strukturoptimierung
keine Molekîle hervor, die den Proteinkomplex deutlich
besser stabilisieren kçnnen oder funktionale Aktivit�t auf-
weisen.[157] Deshalb wurde eine Reihe kovalenter Inhibitoren
synthetisiert, um an das Cys118 von H-Ras in direkter N�he
der Nukleotidbindetasche zu binden. Dieser Rest wird erst im
Ras-SOS-Komplex zug�nglich, da sich die Bindetasche durch
die Bindung von SOS umstrukturiert. Eine Bibliothek von
400 Fragmenten mit potenziell Cystein-reaktiven funktio-
nellen Gruppen wurde mithilfe von Massenspektrometrie auf
kovalente Bindung untersucht. Von den identifizierten Tref-
fern zeigte ein N-Ethylmaleimid-Fragment gînstige Reakti-
vit�t und Selektivit�t fîr Cys118 gegenîber anderen Cystein-
und Histidin-Seitenketten. Eine weitere Ausdehnung des
Fragments in eine benachbarte lipophile Tasche sowie der

Aufbau von Wechselwirkungen mit Glu942 von SOS mîn-
deten in 49, dessen kovalente Bindung an Cys118 mittels
Rçntgenstrukturanalyse best�tigt werden konnte (Abbil-
dung 13a,b).[157] Wird ein K-Ras-GDP-SOS-Komplex mit den
Molekîlen vorinkubiert, hemmen sie die Aktivierung von K-
Ras in vitro, wohingegen eine Vorinkubation mit K-Ras-GDP
oder SOS alleine nur einen moderaten Effekt bewirkt.
Zudem wirkt 49 sowohl auf die Wildtyp-Variante von K-Ras
als auch auf die onkologisch relevanten Mutanten K-RasG12V

und K-RasG12C. Allerdings wird die inhibitorische Aktivit�t
der Fragmente bereits durch die Anwesenheit von 1 mm DDT
aufgehoben, was darauf hindeutet, dass die Molekîle eine
hçhere Affinit�t, aber eine geringere elektrophile Reaktivit�t
erfordern.

7. Zusammenfassung

Kleine GTPasen sind wichtige Regulatoren vieler le-
benswichtiger zellul�rer Funktionen und Prozesse. Eine
Fehlregulation dieser zellul�ren Schalter aufgrund von di-
rekter Mutation, îberm�ßiger Aktivierung oder Funktions-
verlust steht in Verbindung mit einer Vielzahl humaner
Krankheiten. In vielen dieser Erkrankungen wurde die An-

Abbildung 13. Niedermolekulare Binder des Ras-SOS-Komplexes.
a) Strukturformeln niedermolekularer Fragmente. b) �berlagerung der
Kristallstrukturen von Fragmenten (orange), die an verschiedene Bin-
destellen des H-Ras-SOS-Komplexes anlagern. 46 bindet an eine abge-
legene Tasche (Position A) auf SOS (dunkelgrau; PDB: 4URV), wohin-
gegen die 47 und 48 eine hydrophobe Tasche (Position B) an der
Wechselwirkungsfl�che des H-Ras-SOS-Komplexes besetzen (PDB:
4URZ). Die Bindung von SOS bewirkt eine Umorientierung der Nukle-
otidbindetasche von Ras (grau) und macht dadurch die Seitenkette
von Cys118 zug�nglich fír die kovalente Bindung durch 49 (Positi-
on C; PDB: 4US2).
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h�ufung von aktivierten, GTP-gebundenen GTPasen als
Auslçser identifiziert. Jedoch war es trotz großer Anstren-
gungen bisher nicht mçglich, Medikamente fîr kleine
GTPasen zu entwickeln. Die Modulation von Ras wurde
bisher ausschließlich mithilfe von Farnesyltransferaseinhibi-
toren (FTIs) erreicht, die �ußerst vielversprechende Resul-
tate in vorklinischen Studien sowie im Tiermodell zeigten.
Die FTIs scheiterten jedoch in klinischen Studien aufgrund
fehlender Effektivit�t im Menschen. Die hohen Erwartungen
an die FTIs fîhrten zu einer Stagnation der Ras-fokussierten
Forschung, da der mçgliche Erfolg der FTIs weitere Ras-
Inhibitoren îberflîssig erscheinen ließ. Erst nach dem
Scheitern der FTIs in klinischen Studien wurde die Forschung
zur Entwicklung von Ras-Medikamenten wiederbelebt.
Diese Anstrengungen haben zu zahlreichen neuen Ans�tzen
gefîhrt, z.B. zur Inhibition des GDI-�hnlichen Lçslichkeits-
faktors PDEd, der den Intermembrantransport von Ras auf-
recht erh�lt.[158] Dieser Ansatz kçnnte eine selektivere Mo-
dulation der r�umlichen und zeitlichen Lokalisierung von Ras
ermçglichen. In der Zwischenzeit fîhrte ein stark verbesser-
tes Verst�ndnis der Ras-Superfamilie von kleinen GTPasen
zur Identifizierung weiterer kleiner GTPasen als interessante
Zielproteine in der Wirkstoffentwicklung. In Kombination
mit neuen Techniken wurden auf diese Weise zahlreiche neue
Modulatoren kleiner GTPasen entwickelt, die in diesem
Aufsatz zusammengefasst und diskutiert werden. Die meisten
vorgestellten Arbeiten wurden innerhalb des letzten Jahr-
zehntes durchgefîhrt, und die steigende Zahl an Verçffent-
lichungen îber kleinen GTPasen in den letzten Jahren be-
st�tigt das neu erwachte Interesse auf diesem Gebiet. Die
aktuellen Entwicklungen auf dem Feld der direkten Modu-
latoren kleiner GTPasen lassen sich in fînf Kategorien zu-
sammenfassen (Abschnitt 7.1–7.5; siehe auch Abbildung 2).

7.1. Nukleotidkompetitive Inhibitoren

Die Nukleotidbindetasche ist bisher die einzige Vertie-
fung auf der Oberfl�che kleiner GTPasen, die fîr die hoch-
affine Bindung klassischer niedermolekularer Verbindungen
geeignet ist. Im Vergleich zu vielen Kinaseinhibitoren, die die
ATP-Bindetasche nutzen,[47, 159] ist die Konkurrenz mit GDP
und GTP bei kleinen GTPasen viel anspruchsvoller. Kinasen
haben îblicherweise mikromolare Affinit�ten gegenîber
ATP,[47] und ihr Nukleotidumsatz liegt mehrere Grçßenord-
nungen îber dem kleiner GTPasen. Dagegen haben kleine
GTPasen eine pikomolare Bindungsaffinit�t zu GDP und
GTP sowie sehr langsame Dissoziationsgeschwindigkeiten
(„off-rates“). Dies macht die Entwicklung nukleotidkompe-
titiver Inhibitoren nahezu unmçglich.[45] Viele der beschrie-
benen nukleotidkompetitiven Inhibitoren wurden in Hoch-
durchsatzanalysen bei nichtphysiologischen Nukleotidkon-
zentrationen identifiziert. Dies begrenzt die Aussagekraft und
Verwendungsmçglichkeit dieser Verbindungen fîr die Ent-
wicklung von GTPase-Inhibitoren. Zwei Inhibitoren der
Rho-Unterfamilie, 2 und 3, wirken nach einem alternativen
Wirkmechanismus (Abbildung 3b) und induzieren die Frei-
setzung des Nukleotids, indem sie einen inaktiven Inhibitor-
GTPase-Komplex bilden, nachdem sie an die nukleotidge-

bundene GTPase binden. Dieser Ansatz muss noch weiter
untersucht werden, allerdings ist davon auszugehen, dass
hohe Nukleotidkonzentrationen den Wirkmechanismus
ebenfalls beeinflussen werden und das Gleichgewicht zu-
gunsten des nukleotidgebundenen Zustands verschieben
werden. Der Einsatz einer elektrophilen reaktiven Gruppe,
die kovalent an die kleine GTPase bindet, kçnnte in diesem
Zusammenhang von großem Nutzen sein. Kovalente Bin-
dung, wie bereits fîr 4 beobachtet, kçnnte die Nachteile der
nukleotidkompetitiven Verbindungen ausgleichen.

7.2. Inaktivierung kleiner GTPasen durch irreversible kovalente
Modifikation

Bakterielle Toxine wie das C3-Exoenzym modulieren die
Aktivit�t kleiner GTPasen der Ras-Superfamilie durch ko-
valente, posttranslationale Modifikationen, z.B. ADP-Ri-
bosylierung.[61, 62] Das effektive Blockieren bestimmter Si-
gnalwege kleiner GTPasen ermçglicht es den Bakterien, dem
Immunsystem des Wirts zu entkommen. Die ausgepr�gten
Effekte unterstreichen, dass kleine GTPasen interessante
Ziele fîr die pharmazeutische Forschung sind, und weitere
Arbeiten werden zeigen, ob zellg�ngige Chim�ren dieser
Exoenzyme fîr die Humanmedizin geeignet sind.

Bemerkenswerterweise gelang vor kurzem erstmals eine
selektive Adressierung der onkogenen Mutante RasG12C mit-
hilfe niedermolekularer kovalenter Inhibitoren.[59, 60] Die
Hemmstoffe nutzen das nur in der Mutante vorhandene nu-
kleophile Thiol von Cys 12 zur irreversiblen Bindung. Da
onkogene Mutationen der Ras-Unterfamilie meist nur eine
Aminos�ure betreffen, ist eine Unterscheidung zwischen
mutiertem und Wildtyp-Ras sehr schwer zu erreichen. Die
kovalente Modifikation des mutierten Restes ist daher ein
sehr eleganter Ansatz, die onkogene RasG12C-Variante
gleichzeitig zu inaktivieren und selektiv zu adressieren. Al-
lerdings zeigen die bisher bekannten Substanzen nur die
Machbarkeit des Ansatzes, und eine weitergehende Ent-
wicklung ist erforderlich. So weisen insbesondere die nukle-
otidkompetitiven SML-Verbindungen keine guten pharma-
kologischen Eigenschaften auf und konkurrieren direkt mit
der Nukleotidbindung, was die Frage aufwirft, ob die Nu-
kleotidaustauschraten ausreichend sind, um eine substanzi-
elle inhibitorische Aktivit�t zu erzielen. Die Verbindungen 6
und 7 sind hier von besonderem Interesse, da sie nicht mit der
Nukleotidbindung konkurrieren und die bisher unbekannte
Bindetasche S-IIP besetzen.[60] Die Ergebnisse kçnnten daher
die Entwicklung weiterer kovalenter Inhibitoren fîr kleine
GTPasen inspirieren. Allerdings stellen die geringe Verfîg-
barkeit oder das vollst�ndige Fehlen geeigneter nukleophiler
Reste an der Proteinoberfl�che, die als Ankerpunkte fîr
elektrophile Gruppen dienen kçnnen, eine große Hîrde fîr
die breite Anwendung dieser Strategie dar. Darîber hinaus
stellen sich bei der Anwendung kovalenter Wirkstoffe stets
die Fragen nach Toxizit�t und mçglichen Nebenwirkungen.
Jedoch erlebt das Forschungsfeld kovalenter Inhibitoren
ebenso wie das der kleinen GTPasen eine Renaissance, da
unerwînschte Effekte besser verstanden werden.[57, 58] So
kçnnen durch eine sorgf�ltige Optimierung der Reaktivit�t
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und Selektivit�t kovalenter Wirkstoffe immer bessere phar-
makokinetische Profile erreicht und Nebenwirkungen zu-
nehmend minimiert werden.

7.3. Inhibition der GTPase-GEF-Wechselwirkung

Die Inhibition der GTPase-GEF-Wechselwirkung ist der
am meisten untersuchte Ansatz um die Konzentration von
aktivierten GTPasen der Ras-Superfamilie zu reduzieren.
Zahlreiche verschiedene Inhibitoren fîr unterschiedliche
Unterfamilien wurden in diesem Zusammenhang bereits
identifiziert. Allerdings wird îber die Frage, ob die GTPase-
GEF-Wechselwirkung ein geeignetes Ziel in der Krebsthe-
rapie ist, kontrovers diskutiert.[27, 29, 31,45] Da die meisten di-
rekten Mutationen von GTPasen ihre Hydrolysef�higkeit
beeintr�chtigen, kçnnte der nicht durch GEF vermittelte in-
trinsische Nukleotidaustausch alleine ausreichend fîr eine
Aktivierung sein. Allerdings ist davon auszugehen, dass das
Blockieren der GTP-Beladung durch Inhibition der GTPase-
GEF-Wechselwirkung ein wirkungsvoller Ansatz sein kann,
falls die �beraktivierung der GTPase durch erhçhte GEF-
Aktivit�t aufgrund von Mutationen in vorgeschalteten Si-
gnalkaskaden oder Mutationen der GEFs selbst hervorgeru-
fen wird – vorausgesetzt die GTPase hat noch immer ihre
intrinsische und GAP-vermittelte GTP-Hydrolyseaktivit�t.
Dies betrifft vor allem die kleinen GTPasen der Rho- und
Ral-Unterfamilie, da diese nur in seltenen F�llen direkt mu-
tiert sind.[22,95] Dagegen sind Ras-GTPasen in 20–30 % aller
humanen Tumoren direkt mutiert und daher weniger zu-
g�nglich fîr die Inhibition der Ras-GEF-Wechselwirkung.
Insbesondere fîr kleine GTPasen der Rho-Unterfamilie
kçnnte die Inhibierung der GTPase-GEF-Wechselwirkung
eine sinnvolle Strategie sein, um Inhibitoren fîr klinische
Studien zu entwickeln. Die in diesem Zusammenhang iden-
tifizierten Bereiche um die essenziellen GEF-Bindestellen,
Trp 58, Trp56 und Phe56 fîr Rho, Rac bzw. Cdc42, bieten fîr
diese Ans�tze sinnvolle Startpunkte. Weiterfîhrende Arbei-
ten mîssen allerdings zeigen, ob diese Vertiefungen fîr das
Binden hochaffiner und selektiver Verbindungen geeignet
sind. Da die GTPasen der Rho-Unterfamilie von mehr als 75
verschiedenen GEFs aktiviert werden, muss ein potenzieller
Inhibitor in der Lage sein, mit einer Vielzahl an natîrlichen
Bindepartnern zu konkurrieren. Der Ral-Inhibitor 23 ist ein
erster Startpunkt und weckt die Hoffnung auf verbesserte
Mçglichkeiten, diesen nachgeschalteten Ras-Signalweg zu
modulieren.

7.4. Inhibition von GTPase-Effektor-Wechselwirkungen

Die Entwicklung hochaffiner Binder aktivierter (GTP-
gebundener) kleiner GTPasen, die die Wechselwirkung mit
Effektorproteinen blockieren, w�re der universellste Ansatz
zur Adressierung der Mitglieder der Ras-Superfamilie. Un-
abh�ngig von der Ursache fîr die �beraktivierung der
GTPase (Mutation der GTPase, vorgeschaltete Mutationen
oder Ausfall der GAPs), unterbricht eine Inhibierung der
GTPase-Effektor-Wechselwirkungen die Signalweiterleitung.

Allerdings stellen die Konkurrenz zu Effektorproteinen, die
Affinit�ten im mittleren bis niedrigen nanomolaren Bereich
aufweisen, wie auch das Fehlen definierter Bindetaschen
große Herausforderungen dar. Die Adressierung von
GTPase-Effektor-Wechselwirkungen mittels niedermoleku-
larer Verbindungen war bisher nur m�ßig erfolgreich. Die
identifizierten Molekîle der Kobe-Familie sind zwar gute
Startpunkte, weitere Studien mîssen jedoch zeigen, ob sich
die gefundenen Bindetaschen auf der Ras-Oberfl�che weiter
ausdehnen lassen.[129] In dieser Hinsicht wurden bereits Er-
folge mit Bibliotheken von mono- und bicyclischen Peptiden
erzielt, die Affinit�ten im submikromolaren Bereich errei-
chen und die Ras-Raf-Wechselwirkung in vitro hemmen
(Abbildung 10).[131, 132, 134] Die Peptide der ersten Generation
dieser Inhibitoren waren noch nicht ausreichend zellg�ngig.
Die zweite Generation der so genannten Cyclorasine ist
jedoch deutlich verbessert.[134] Allerdings muss als n�chster
Schritt die Wirksamkeit der Peptide in vivo untersucht
werden, um das volle Potenzial dieser vielversprechenden
Inhibitoren von Ras-Effektor-Wechselwirkungen absch�tzen
zu kçnnen. Aufgrund ihrer grçßeren Wechselwirkungsfl�che
stellen Makrocyclen und konformativ stabilisierte Peptide
hochinteressante Verbindungsklassen fîr die Adressierung
von PPIs kleiner GTPasen dar, da sie ausreichende Affini-
t�ten und Selektivit�ten zeigen kçnnten.[160] Die Entwicklung
des hydrophob verbrîckten Peptids („stapled peptide“)
StRIP3 (41) als Inhibitor der Rab8-Effektor-Wechselwir-
kung[136] deutet ebenso darauf hin, dass derart modifizierte
Makromolekîle als effektive Modulatoren aktivierter kleiner
GTPasen wirken kçnnen.[136] Es gilt aber zu zeigen, ob der-
artige Molekîle nur Ausnahmen darstellen oder ob sich diese
Verbindungsklassen generell zur Modulierung kleiner
GTPasen einsetzen lassen. Eine weitere interessante Strate-
gie beruht auf allosterischen Hemmstoffen, die kleine
GTPasen in GTP-gebundener Form in einer Konformation
mit deutlich geringerer Affinit�t fîr die Effektorbindung
stabilisieren. In seinem inaktiven Zustand 1 zeigt Ras zu-
s�tzliche kurzlebige Bindetaschen, die eine spezifische Sta-
bilisierung dieser Konformation ermçglichen. Allerdings
weisen die bisher beschriebenen Metallkomplexe zu geringe
Affinit�ten und ein wahrscheinlich unzureichendes pharma-
kologisches Profil auf.[142, 144] Alternative Grundgerîste
mîssen daher zun�chst noch das volle Potenzial dieses An-
satzes unter Beweis stellen.

7.5. Stabilisierung von GTPase-Protein-Komplexen

Anstelle der Inhibition der PPIs kleiner GTPasen bietet
der entgegensetzte Ansatz, d.h. die Stabilisierung dieser PPIs,
eine weitere vielversprechende Mçglichkeit, die Aktivit�t
kleiner GTPasen zu beeinflussen. Kleine GTPasen kçnnen in
einem funktionsunf�higen Proteinkomplex stabilisiert
werden, um ihre Aktivit�t oder die Signalweiterleitung zu
beeintr�chtigen. Ein wesentlicher Vorteil dieser Strategie
besteht darin, dass die Molekîle nicht mit den hochaffinen
Wechselwirkungspartnern kleiner GTPasen in Konkurrenz
treten mîssen.[146, 161] Zudem bieten die Proteinkomplexe
potenziell zus�tzliche Bindetaschen, die durch Konforma-
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tions�nderungen der Proteine oder an den Wechselwir-
kungsfl�chen gebildet werden. Obwohl einige hochwirksame
PPI-Stabilisatoren wie Cyclosporin A oder Rapamycin be-
kannt sind, ist das Feld der PPI-Stabilisierung noch in einer
sehr frîhen Entwicklungsphase.[146,161] Dennoch wird das Po-
tenzial dieses Ansatzes im Bereich kleiner GTPasen ein-
drucksvoll durch den Naturstoff Brefeldin A (42) unter
Beweis gestellt. Diese Verbindung verhindert die Aktivierung
von Arf durch Stabilisierung der Wechselwirkung mit seiner
GEF-Dom�ne Sec7.[148] Bei einer eigentlich moderaten In-
vitro-Affinit�t verfîgt 42 îber eine beachtliche zellul�re
Aktivit�t, da es îber einen nichtkompetitiven Mechanismus
wirkt und Arf in einem inaktiven Komplex mit seinem GEF
einf�ngt. Jîngste Studien von AstraZeneca im Bereich der
Ras-SOS-Wechselwirkung best�tigen zudem,[157] dass die PPI-
Stabilisierung einen vielversprechenden generellen Ansatz
fîr die Modulierung der Aktivit�t kleiner GTPasen darstellen
kçnnte.

7.6. Abschließende Anmerkungen

Die direkte Modulation kleiner GTPasen im Allgemeinen
und die Modulation von Ras im Speziellen sind �ußerst an-
spruchsvolle Probleme. Zum Teil ist dies darauf zurîckzu-
fîhren, dass diese Proteine komplexen Rîckkopplungsme-
chanismen und Regulationen unterliegen, die noch nicht
komplett verstanden sind.[27] Ein verbessertes Verst�ndnis
dieser regulatorischen Prozesse ist fîr Ras und andere kleine
GTPasen unabdingbar, um gezielt Verbindungen fîr die kli-
nische Anwendung zu entwickeln. Dazu ist zus�tzlich eine
bessere Unterscheidung zwischen den verschiedenen Me-
chanismen der Ras-�beraktivierung in Tumoren nçtig, um
selektive Verbindungen entwickeln zu kçnnen. Die Inhibition
der GTPase-GEF-Wechselwirkung ist zwar die am weitesten
genutzte Strategie fîr die Modulation kleiner GTPasen, diese
Methode ist jedoch sehr wahrscheinlich nur fîr eine kleine
Gruppe von Tumoren geeignet, falls diese keine Mutation der
kleinen GTPase selbst aufweisen. Kovalent inhibierende
niedermolekulare Verbindungen haben das Potenzial, effek-
tiv zwischen Wildtyp und mutierten GTPasen zu unterschei-
den. Auf diese Weise ist es erstmals mçglich, mutiertes Ras
(RasG12C) selektiv zu inhibieren, ohne einen Effekt auf die
Wildtyp-Form auszuîben. Berîcksichtigt man, dass kovalente
Inhibitoren fîr unterschiedliche EGFR-Mutanten bereits in
klinischen Studien sind, ist eine Anwendung kovalenter Ras-
Inhibitoren denkbar.[162]

Das Adressieren und Modulieren von Ras und anderen
kleinen GTPasen ist hçchstwahrscheinlich ein langwieriger
Prozess, bei dem mit keinem schnellen Durchbruch zu rech-
nen ist. Daher sind neuartige und unorthodoxe Strategien,
auch wenn sie nicht direkt zum Ziel fîhren, von großer Be-
deutung. In diese Kategorie gehçrt die Suche nach Ras-De-
stabilisatoren, die das Niveau an funktionellem Ras in Zellen
senken,[163] oder das Design einer E3-Ubiquitin-Ligase, die
selektiv K-Ras ubiquitiniert und auf diese Weise abbaut.[164]

Nach den Rîckschl�gen fîr Strategien wie die Lipidie-
rung und posttranslationale Modifikationen durch Verbin-
dungen wie FTIs erlebt das Gebiet der kleinen GTPasen

zurzeit eine Renaissance durch neue Strategien zur PPI-
Inhibierung. Dazu gehçren unter anderem fragmentbasierte
Ans�tze, stabilisierte Sekund�rstrukturen und Makrocyclen.
In diesem Zusammenhang mag es sinnvoll sein, manche
Ans�tze, die bereits in den 1990er Jahren angefangen und im
Zuge der FTI-Studien abgebrochen wurden, zu reaktivieren.
Die heutigen Molekîlbibliotheken der Industrie unterschei-
den sich sehr von den Bibliotheken der 1990er Jahre, sodass
eine erneute Untersuchung auf Inhibitoren oder Stabilisato-
ren von PPIs kleiner GTPasen durchaus erfolgsversprechend
sein kçnnte. Vor allem die Stabilisierung von PPIs kçnnte
eine sinnvolle Strategie sein, um als pharmakologisch nicht
adressierbar („undruggable“) geltende Proteine wie die
kleinen GTPasen zu modulieren. So kçnnen die Protein-
komplexe neue Taschen zur Bindung von Molekîlen bilden.
Zudem erfolgt die Inaktivierung der Zielproteine nichtkom-
petitiv, sodass der Inhibitor nicht mit hochaffinen und opti-
mierten Bindungspartnern konkurrieren muss. Die Suche
nach PPI-Stabilisatoren ist aktuell eine unterrepr�sentierte
Technik fîr die Modulation von PPIs. Angesichts des Erfolgs
der bereits identifizierten PPI-Stabilisatoren kann es sinnvoll
sein, diese Strategie noch einmal zu îberdenken.

Grunds�tzlich wurde das Gebiet der kleinen GTPasen,
und insbesondere die Ras-Forschung, im Laufe des letzten
Jahrzehnts stark belebt. Dabei wurden zahlreiche neue Er-
kenntnisse gewonnen, die neue Ans�tze ermçglichen. Da sich
diese Proteinklasse bisher hartn�ckig gegen die Modulation
durch niedermolekulare Verbindungen wehrt, ist es �ußerst
unwahrscheinlich, dass eine einzige Verbindung die beste-
henden Probleme lçsen wird. Ermutigt durch jîngste Erfolge
bei der Modulation kleiner GTPasen der Ras-Superfamilie,
erscheint es jedoch als nicht ausgeschlossen, dass Krankhei-
ten, die auf Fehlfunktionen kleiner GTPasen beruhen,
schließlich mithilfe einer Kombination verschiedener Strate-
gien heilbar werden. Dieses �ußerst diverse und komplexe
Feld pr�sentiert zahlreiche Herausforderungen unterschied-
licher Schwierigkeitsgrade, und auch wenn nicht alle davon zu
bew�ltigen sein werden, sind wir doch optimistisch, dass sich
mit den aktuellen Strategien vielversprechende Erfolge er-
zielen lassen.
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