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Die Regulation von Wachstums- und Differenzierungspro-
zessen durch die Proteine der Ras-Superfamilie[1] ist unab-
dingbar mit der korrekten subzellul‰ren Verteilung dieser
kleinen Guanosintriphosphat(GTP)-Bindungsproteine ver-
kn¸pft.[2] Die Ras-Proteine selbst kˆnnen ihre biologische
Funktion nur dann wahrnehmen, wenn sie an der Plasma-
membran der Zelle lokalisiert sind. Die Voraussetzung f¸r die
erfolgreiche Adressierung bilden dabei posttranslationale
Modifizierungen der Ras-Proteine wie S-Farnesylierung und
S-Palmitoylierung am C-Terminus der Peptidkette.[3]

Der Mechanismus dieser Translokation ist nach wie vor
Gegenstand intensiver Diskussionen. So wird f¸r die Isoform
K-RasB das Modell einer unspezifischen, extrem negativ
geladenen πanionischen Bindungsstelle™ postuliert, die sich
zumindest teilweise aus Elementen der Lipiddoppelschicht
zusammensetzt. Die Wechselwirkung mit der Plasmamem-
bran erfolgt ¸ber einen Farnesylthioether sowie ¸ber ein
polykationisches Element aus sechs Lysinresten, welche sich
beide am C-Terminus des Proteins befinden.[4] Die beiden
Isoformen H- und N-Ras werden zus‰tzlich zur S-Farnesylie-
rung an einem oder zwei weiteren C-terminalen Cysteinresten
S-palmitoyliert. Auf diesen Schritt baut das Modell der
Membranfalle[5] auf: Eine f¸r diese Reaktion notwendige
prenylproteinspezifische Palmitoyltransferase (PTase) ist spe-
zifisch in der Plasmamembran lokalisiert und verst‰rkt mit
der zweiten hydrophoben Modifizierung des zuvor nur
isoprenylierten Ras-Proteins die urspr¸nglich reversible
Membranbindung erheblich, sodass ein Verlassen der Ziel-
membran ohne vorherige Hydrolyse des Fetts‰urerests nahe-
zu unmˆglich ist. Diesen Modellen stehen experimentelle
Daten entgegen, die auf unterschiedlichen Transportwegen

f¸r K-Ras auf der einen und H- oder N-Ras auf der anderen
Seite an die Plasmamembran hinweisen. F¸r H- und N-Ras
wird dabei eine Palmitoylierung bereits im endoplasmati-
schen Retikulum postuliert.[6]

Gegenw‰rtig fokussiert sich ein Teil des Interesses auf
Querverbindungen zwischen Vorg‰ngen der Signaltransduk-
tion und der Subkompartimentierung der Plasmamembran.[7]

So ist H-Ras in Membrandom‰nen angereichert, die erhˆhte
Anteile an Sphingolipiden und Cholesterin aufweisen und als
detergenzresistente πFlˆ˚e™ in der Lipiddoppelschicht
schwimmen,[8] w‰hrend K-Ras nach dem Zufallsprinzip in
der Plasmamembran verteilt ist.[6]

Zur Aufkl‰rung der Mechanismen der Ras-Lokalisation
und f¸r die Identifizierung potentieller Bindungspartner von
Ras in der Plasmamembran sind geeignete Methoden not-
wendig, die ¸ber die bislang verf¸gbaren molekularbiologi-
schen Methoden deutlich hinausgehen. Vor diesem Hinter-
grund haben wir Ras-Lipopeptide und -proteine synthetisiert,
die eine photoaktivierbare Isoprenylthioethereinheit anstelle
der Farnesylfunktion haben. Unsere Arbeiten belegen, dass
diese Lipopeptide geeignete πKˆder™ f¸r die kovalente
Markierung von Proteinen sind, w‰hrend die Proteinkupp-
lungsprodukte nach wie vor die notwendige biologische
Aktivit‰t aufweisen, um spezifisch Ras-Bindungspartner zu
erkennen.

Um als Abfangreagens f¸r die kovalente Kupplung und
Identifizierung noch unbekannter membranst‰ndiger Bin-
dungspartner von Ras-Proteinen zu fungieren, mussten die
hierf¸r vorgesehenen Lipopeptide eine Reihe von Anforde-
rungen erf¸llen:
1. Sie sollten die charakteristische C-terminale Aminos‰u-

rensequenz der jeweiligen Ras-Proteine aufweisen, die mit
der Plasmamembran und vermutlich auch den gesuchten
Bindungspartnern in Kontakt stehen. Hierf¸r w‰hlten wir
ein Heptapeptid mit der C-terminalen Sequenz von N-Ras,
die mit einem S-farnesylierten Cysteinmethylester endet.[9]

2. Die entsprechenden Peptide sollten selektiv und mit hoher
Stabilit‰t aus dem Cytosol in die Plasmamembran der
Zielzelle insertieren. Dies wurde ¸ber die Einf¸hrung
eines freien Cysteinrests erreicht, der in gleicher Position
im kompletten N-Ras-Protein palmitoyliert wird. Die
Thiolfunktion wurde als tert-Butyldisulfid gesch¸tzt und
konnte leicht durch Behandlung mit Dithiothreit wieder
reaktiviert werden. F¸r die resultierende Cystein-Thiol-
funktion konnte in analogen Konjugaten eine Palmitoylie-
rung durch den zellul‰ren πSyntheseapparat™ nachgewie-
sen werden. Dabei wurden S-palmitoylierte und S-farnes-
ylierte Ras-Peptide gebildet, die sich selektiv in die
Plasmamembran einlagerten.[10, 11]

3. Die Konjugate sollten weiterhin eine photoaktivierbare[12]

funktionelle Gruppe enthalten, die vorzugsweise in die
membranst‰ndige Isoprenylgruppe zu integrieren war. Zu
diesem Zweck wurde ein Benzophenonbaustein (BP) als
etablierter Photophor eingef¸hrt.[13, 14]

4. F¸r die Detektion und Reinigung der kovalent verkn¸pf-
ten Produkte nach der Photoaktivierung sollte ein Marker
in das Lipopeptid intergriert sein, der mit Standardme-
thoden leicht nachgewiesen werden kann. Hierf¸r wurde
Biotin eingesetzt, da es als Marker f¸r die notwendigen
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Anreicherungsschritte und auch f¸r die Detektion bekannt
ist.

5. Die Synthesestrategie sollte sowohl die Herstellung von
photoaktivierbaren Lipopeptiden f¸r die eigentlichen
Markierungsexperimente als auch die Herstellung von
Protein-Lipopeptid-Konjugaten ermˆglichen, mit denen die
biologische Aktivit‰t der Lipopeptide ¸berpr¸ft werden
kann. Hierf¸r wurde eine Funktionalisierung mit Malein-
imidocaprons‰ure (MIC) durchgef¸hrt, damit das Lipo-
peptid an ein C-terminales Cystein entsprechend verk¸rz-
ter Ras-Proteine gekuppelt werden konnte.[15, 16] Bei Ver-
wendung onkogener Ras-Mutanten l‰sst sich so in einem
zellul‰ren Testsystem ¸berpr¸fen, ob die Konjugate tat-
s‰chlich selektiv an die Plasmamembran gebunden werden
und der Photophor die Bindung mˆglicher Interaktions-
partner nicht nennenswert beeinflusst.
Erf¸llt werden die oben aufgef¸hrten Kriterien durch die

Peptide 4a und 4b, deren Synthese in Schema 1 gezeigt ist.
Zun‰chst wurde das N-terminale Hexapeptid der Ras-Se-
quenz mit hoher Effizienz in einer Festphasensynthese
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Schema 1. Festphasensynthese der Hexapeptide 2a/b und Kupplung der
Fragmente mit dem BP-markierten, isoprenylierten Cystein 3. a) Biot-Aca-
OH, HBTU, HOBt, DIPEA, DMF; b) MIC-OH, HBTU, HOBt, DIPEA,
DMF; c) 10% TFA in CH2Cl2, 2a : 62%, 2b : 33%; d) 3 : EDCI, HOBt,
CH2Cl2, 4a : 43%, 4b : 55%; e) NCS, DMS, CH2Cl2; f) CysOMe ¥HCl, NH3,
MeOH, 66% (2 Schritte). BP�Benzophenon, SPPS�Festphasenpeptid-
synthese, HBTU� 2-(1-H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-
hexafluorphosphat, HOBt� 1-Hydroxybenzotriazol, DIPEA�Diisopro-
pylethylamin, DMF�Dimethylformamid, DMS�Dimethylsulfid, EDCI�
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid, NCS�N-
Chlorsuccinimid.

hergestellt, wobei die Ankn¸pfung an das Tr‰gerpolymer
¸ber einen 2-Chlortriphenylmethyl(trityl)-Anker erfolgte.
F¸r die Kettenverl‰ngerung kamen dann Fluorenylmethoxy-
carbonyl(Fmoc)-gesch¸tzte Aminos‰uren zum Einsatz. An-
schlie˚end wurde das Hexapeptid N-terminal entsch¸tzt und
entweder Biotinaminocaprons‰ure (Biot-Aca-OH) oder Ma-
leinimidocaprons‰ure (MIC-OH) an die Aminofunktion ge-
kuppelt, ehe die Biot-Aca- oder MIC-markierten Peptide 2a
und 2b vom Tr‰ger abgespalten wurden.

Beide Verbindungen wurden mit hoher Ausbeute isoliert
und anschlie˚end mit dem S-alkylierten Cystein-Methylester
3 zu den beiden Zielpeptiden 4a und 4b umgesetzt. Zuvor war
bei 3 die terminale Isopreneinheit durch einen Benzophenon-
Photophor ersetzt worden, der dem nat¸rlichen Farnesylrest
in Grˆ˚e und Lipophilie weitestgehend entspricht. Der
lipidmodifizierte und benzophenonmarkierte Cysteinmethyl-
ester 3 wurde durch ‹berf¸hrung des Allylalkohols 5[17] in das
entsprechende Allylchlorid und nachfolgende nucleophile
Substitution mit Cysteinmethylester hergestellt.

Diese Synthesestrategie ist effizient und flexibel. Die
Kombination aus Festphasensynthese und Synthese in Lˆsung
sowie die Herstellung der Zielpeptide aus leicht variierbaren
Bausteinen ˆffnet einen breiten Zugang zu weiteren analogen
Verbindungen, die leicht an die jeweiligen Anforderungen der
biologischen Testsysteme angepasst werden kˆnnen. Dies gilt
in gleichem Ma˚e f¸r die Variation der Photophorgruppe.

Um absch‰tzen zu kˆnnen, ob die isoprenylierte Benzo-
phenoneinheit f¸r die Umsetzung mit Ras-Interaktionspart-
nern geeignet ist, f¸hrten wir Belichtungsexperimente unter
Einsatz einer 1.6 �� w‰ssrigen Pufferlˆsung (20 m� HEPES,
pH 7.4, 5 m� MgCl2) des Lipopeptids 4a und 8 �� Rinderse-
rumalbumin (BSA) durch. Die Reaktionslˆsungen wurden
mit UV-Licht bestrahlt. Nach 5, 15, 30 und 60 min wurden
Proben entnommen. Die Analyse der Produkte erfolgte durch
denaturierende Gelelektrophorese in Acrylamidgelen (SDS-
PAGE) und nachfolgenden Western-Blot. Biotinyliertes BSA
wurde durch eine enzymatisch katalysierte Farbreaktion
unter Verwendung von Streptavidin nachgewiesen, welches
mit alkalischer Phosphatase konjugiert war. Die Benzophe-
noneinheit erwies sich in Abwesenheit von UV-Strahlung als
stabil, w‰hrend Belichtung mit Wellenl‰ngen von 300 ±
400 nm zu einer raschen Photoaktivierung und Kupplung
des Lipopeptids an BSA f¸hrten (Abbildung 1). Hierbei

Abbildung 1. Umsetzung des biotinylierten Lipopeptids mit Rinderserum-
albumin (BSA). Eine Lˆsung von 10 �� Lipopeptid 4a wurde mit einem
f¸nffachen ‹berschuss an BSA UV-belichtet und Proben vor (1,2) sowie
5 min (3,4), 15 min (5,6), 30 min (7, 8) und 60 min (9, 10) nach Beginn der
Exposition entnommen. F¸r SDS-PAGE (A) und Western-Blot (B)
wurden Aliquote mit 3 �g (1, 3, 5, 7, 9) oder 5 �g (2, 4, 6, 8, 10) BSA
aufgetragen.
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waren f¸nf Minuten UV-Belichtung ausreichend, um eine
maximale Biotinylierung der BSA Probe zu erzielen.

Eine erfolgreiche Verwendung von Lipopeptiden mit der
isoprenylierten Benzophenoneinheit zur Affinit‰tsmarkie-
rung von Ras-Interaktionspartnern setzt voraus, dass die
Substitution der Farnesylgruppe mit der derivatisierten Ben-
zophenongruppe nicht die Erkennung der Lipopeptide durch
Rezeptoren oder modifizierende Enzyme f¸r Ras unterbin-
det. Wir stellten daher ein entsprechendes Lipoprotein durch

Kupplung des Lipopeptids 4b mit der
C-terminal verk¸rzten, onkogenen
N-Ras-Mutante N-RasG12V�181
her, welches den C-Terminus des
nat¸rlichen N-Ras-Proteins mit einer
freien Palmitoylierungsstelle und ei-
ner Geranylbenzophenongruppe an-
stelle des Farnesylrests an der letzten
Aminos‰ure aufwies (Schema 1). Die
Reaktion der MIC-Gruppe des Lipo-
peptids erfolgte dabei fast quantitativ
mit dem freien Cystein an Position
181 der N-Ras-Mutante.

N-RasG12V�181 endet mit einem
freien Cystein, das selektiv mit der
MIC-Gruppe reagiert. Das Kupplungs-
produkt wurde unter Verwendung
von Triton-X114 aus dem Reaktions-
ansatz extrahiert und ¸ber Ionenaus-
tausch-Chromatographie gereinigt.
Die denaturierende Gelelektrophore-
se liefert eine einzelne Bande f¸r das
hydrophobe Protein (Abbildung 2).

Diese setzt sich laut massenspektrometrischer Analyse (Ab-
bildung 3) aus dem Kupplungsprodukt ohne die S-tert-Butyl-

Abbildung 3. Charakterisierung der Kupplungsprodukte aus
N-RasG12V�181 und dem Lipopeptid 4a durch Massenspektrometrie.
ESI-Massenspektrum von N-RasG12V�181 (schwarze Spur) und dem
Kupplungsprodukt mit Lipopeptid 4a (graue Spur). Das Basissignal im
Eduktspektrum entspricht der theoretischen Masse des C-terminal ver-
k¸rzten N-RasG12V�181-Proteins (20440 Da). Das kleinere Signal bei
20311 Da kann einem N-RasG12V�181-Protein ohne N-terminales Met1
(theoretische Masse: 20309 Da) zugeordnet werden. Das Massenspektrum
des Kupplungsprodukts zeigt das Basissignal bei 21659 und ein schw‰-
cheres Signal bei 21747 Da. Diese entsprechen dem erwarteten Kupplungs-
produkt aus N-RasG12V�181 und 4a nach und vor Entfernung der S-tert-
Butyl-Schutzgruppe. Met1�Methionin 1.

Schutzgruppe am palmitoylierbaren Cystein (N-RasG12VCys-

GerBP, 21659 Da) sowie dem Kupplungsprodukt mit Schutz-
gruppe (Signal schw‰cherer Intensit‰t bei 21747 Da) zusam-
men. Die Daten best‰tigen ein Verh‰ltnis von 1:1 f¸r das
Protein-Lipopeptid-Kupplungsprodukt. Die spezifische Re-
aktion des MIC-Lipopeptids 4b mit dem C-terminalen
Cystein (Cys181) von N-RasG12V�181 wurde durch Verdau
des gekuppelten Proteins mit Trypsin und Chymotrypsin
verifiziert. Aus den Ergebnissen der ESI-MS- und MALDI-
TOF-MS-Untersuchungen der Proteolyseprodukte kann die
Bildung von Lipopeptid-Thioethern mit den Cysteinen 51, 80
und 118 des N-RasG12V�181-Proteins ausgeschlossen wer-
den (Daten nicht gezeigt).

Die Ph‰ochromocytom-Zelllinie PC12 kann durch onko-
gene Ras-Mutanten zur Differenzierung gebracht werden[18]

und bewirkt dabei eine erhebliche ænderung der Zellmor-
phologie. In dem hierbei eingesetzten Mikroinjektions-Assay
korreliert das transformierende Potential der Ras-Mutanten
mit der Effizienz der Differenzierung.[19] Um sicherzustellen,
dass die Benzophenon-Lipopeptide tats‰chlich als Photoaffi-
nit‰tsmarker zur Identifizierung von Ras-Rezeptoren und
-Modifikatoren geeignet sind, ermittelten wir das Differen-
zierungspotential des oncogenen Kupplungsprodukts aus
N-RasG12V�181 und dem Benzophenon-Lipopeptid 4b.
Dessen Effizienz stellten wir der des N-RasG12V-Proteins
(volle L‰nge) sowie der des πnat¸rlichen™ Kupplungspro-
dukts mit dem C-terminalen Farnesyl-Thioether (N-
RasG12VCysFar) gegen¸ber. In der Tat induzierte auch das
Lipoprotein mit der isoprenylierten Benzophenongruppe die
Bildung neuritartiger Ausl‰ufer in den PC12-Zellen (Abbil-
dung 4) und zeigte damit biologische Aktivit‰t des Kupplungs-
produkts an. Hieraus kann abgeleitet werden, dass ein
Geranylbenzophenon-Thioether und eine Carboxymethylie-
rung am C-Terminus ausreichen, um das onkogene Protein an
seinen Wirkungsort zu adressieren. Dies schlie˚t auch die
Palmitoylierung des freien Cysteins in der Lipopeptidstruktur
ein.

Abbildung 4. Differenzierung von PC12-Zellen durch N-RasG12VCysGerBP.
‹berlagerung der Phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopischen Auf-
nahme von PC12-Zellen nach Koinjektion von 100 �� onkogenem Ras-
Konjugat und FITC-Dextran. Nur Zellen mit Fluoreszenzmarker (dunkler
Zellkˆrper, wei˚e Pfeilspitzen) haben neuritartige Ausl‰ufer gebildet
(schwarz umrahmte Pfeile). FITC�Fluoresceinisothiocyanat.

Abbildung 2. Charak-
terisierung der Kupp-
lungsprodukte aus
N-RasG12V�181 und
dem Lipopeptid 4a
durch SDS-PAGE.
Nach der SDS-PAGE-
Analyse des Produkts
hat eine Proteinbande
ein scheinbares Mole-
kulargewicht von
22 kDa mit einer Rein-
heit von �90%.
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Eine quantitative Analyse zeigte, dass das Potential der
Benzophenonderivate zur Induktion des Neuritwachstums
etwa ein Drittel des Potentials des N-RasG12V-Proteins
(volle L‰nge) oder N-RasG12VCysFar-Kupplungsprodukts auf-
weist (Abbildung 5). Diese Aktivit‰t ist nach unserer Ein-
sch‰tzung bereits ausreichend, um erfolgreich biologische
Experimente einschlie˚lich Photoaktivierungsuntersuchun-
gen durchzuf¸hren.

Abbildung 5. Differenzierungseffizienz onkogener N-Ras-Kupplungspro-
dukte. Die PC12-Zellen wurden mit Proteinlˆsungen behandelt, welche die
angegebenen Konzentrationen von N-RasG12VCysGerBP (�), N-RasG12V-
CysFar (�) oder N-RasG12V (volle L‰nge) (�) aufwiesen. Die Differenzie-
rung wurde anhand der Bildung neuritartiger Ausl‰ufer ermittelt.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Einf¸hrung einer
Benzophenongruppe als photoaktivierbarer Ligand in die
Isoprenoideinheit von Ras-Lipopeptiden nicht die F‰higkeit
der korrespondierenden oncogenen Ras-Lipoproteine zur
Differenzierung von PC12-Zellen aufhebt. Dar¸ber hinaus
kann die photochemische Aktivierung des Benzophenons
durch Belichtung bei 350 ± 360 nm im nahen UV-Bereich
erfolgen, womit nur eine geringe Photosch‰digung weiterer
biologischer Bausteine der behandelten Zellen verbunden ist.
Wir halten daher πSonden™ wie das Lipopeptid 4a mit der
C-terminalen Sequenz des Ras-Proteins, einer Benzophenon-
Isoprenoid-Substitution der Farnseylgruppe und einem ge-
eigneten Affinit‰tsmarker (z.B. Biotin) f¸r vielversprechende
πWerkzeuge™ zur Isolierung von Ras-modifizierenden Enzy-
men und Ras-Interaktionspartnern ± insbesondere in Bezug
auf Proteine, die in der Plasmamembran lokalisiert sind.

Untersuchungen mit GFP-Kupplungsprodukten (gr¸n fluo-
reszierendes Protein) von Ras haben der Vorstellung Vor-
schub geleistet, dass der hydrophob modifizierte C-Terminus
der Ras-Isoformen die Adressierung und Lokalisierung dieser
Proteine festlegt,[6, 20] w‰hrend die eigentliche G-Dom‰ne
dabei nur eine untergeordnete Rolle spielt. Der C-Terminus
von Ras ist flexibel und konnte bislang weder im kristallinen
Protein[21, 22] oder Komplex,[23] noch durch NMR-Analysen
des H-Ras-Proteins bestimmt werden.[24] Daher ist es hˆchst
wahrscheinlich, dass der Ras-C-Terminus f¸r die Erkennung
und Bindung mˆglicher Ras-Rezeptoren und -Modifikatoren
durch Affinit‰tsmarker ausreichend ist.

Die Kombination von organischer Synthese und Zellbio-
logie ermˆglicht den Zugang zu einer Vielzahl von Lipopep-
tiden und -proteinen als πKˆder™ f¸r Ras-Interaktionspart-

ner. So kˆnnen verschiedene nat¸rliche oder synthetische
hydrophobe Modifizierungen, alternative Affinit‰tsmarker
oder Radioisotopenmarkierungen eingebaut werden oder das
Peptidr¸ckgrat durch ein nichtpeptidisches ersetzt werden.
Die hier beschriebene Verkn¸pfung von chemischer Synthese
mit biochemischen und massenspektrometrischen Techniken
sowie Zellkulturmethoden sollte geeignete Methoden liefern,
mit denen die Kl‰rung der aktuellen Fragestellungen zur
Signaltransduktion durch Ras-Proteine angegangen werden
kann.
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