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Abstract: Kleine GTPasen fungieren als molekulare Schalter
bei der Kontrolle zahlreicher essenzieller zellul�rer Prozesse.
W�hrend eine fehlerhafte Funktion oder Regulierung von
GTPasen in einer Vielzahl von humanen Erkrankungen eine
wichtige Rolle spielt, hat es sich als schwierig erwiesen, diese
Proteinklasse direkt zu adressieren, da ihre Regulierung und
biologische Wirkung �ber ausgedehnte und gering profilierte
Proteinoberfl�chen vermittelt werden. Hier beschreiben wir die
Entwicklung von Inhibitoren f�r Protein-Protein-Wechselwir-
kungen von Rab-GTPasen, die eine Schl�sselrolle bei der
Regulation vesikul�rer Transportprozesse spielen. Auf der
Basis von Kristallstrukturen von Rab-Proteinen gebunden an
ihre Wechselwirkungspartner wurden so genannte „stapled
peptides“ entwickelt. Diese Peptide zeichnen sich durch signi-
fikant gesteigerte Affinit�ten aus. Eines der modifizierten
Peptide, StRIP3, bindet selektiv an aktives Rab8a und inhibiert
eine Rab8a-Effektor-Wechselwirkung in vitro.

Kleine GTPasen sind an der Kontrolle einer Vielzahl
grundlegender zellul�rer Prozesse, wie Wachstum, Differen-
zierung und Fortbestand, sowie an vesikul�ren und Mem-
brantransportprozessen beteiligt.[1] Als molekulare Schalter
alternieren sie zwischen einer inaktiven GDP-gebundenen
und einer aktiven GTP-gebundenen Form. Die Aktivierung
und Signalweiterleitung von GTPasen werden durch Protein-
Protein-Wechselwirkungen (PPIs) vermittelt, darunter die
Bindung von Nukleotidaustauschfaktoren („guanine nucleo-
tide exchange factors“, GEFs) und GTPase-aktivierenden
Proteinen (GAPs). GEFs stabilisieren den nukleotidfreien
(NF) Zustand und katalysieren dadurch den Nukleotidaus-
tausch von GDP zu GTP, wohingegen GAPs durch die Bin-
dung an GTP-gebundene Proteine die niedrige intrinsische
GTPase-Aktivit�t stimulieren.[2, 3] Der Wechsel zwischen

beiden Bindungszust�nden geht mit ausgepr�gten Kon-
formations�nderungen einher und ermçglicht es aktivierten
GTPasen, spezifisch Effektorproteine zu binden und dadurch
Signale intrazellul�r weiterzuleiten. Die fehlerhafte Aktivie-
rung kleiner GTPasen ist an zahlreichen humanen Erkran-
kungen beteiligt, was Mitglieder dieser Proteinfamilie at-
traktiv f�r Medikamentenentwicklungen macht.[4] So sind
beispielsweise Rab-Proteine („Ras-related in brain“) die
Schl�sselregulatoren vesikul�rer Transportprozesse in Zellen.
Fehlfunktion von Rab-GTPasen werden in zunehmendem
Maße mit einer Reihe von vererbten und erworbenen
Krankheiten in Verbindung gebracht, darunter neurodege-
nerative Erkrankungen und verschiedene Formen von
Krebs.[5]

Allerdings hat es sich im Allgemeinen als sehr schwierig
erwiesen, direkt auf die Aktivit�t und Funktion von GTPasen
Einfluss zu nehmen. Insbesondere stellt die direkte Modula-
tion der PPIs von GTPasen eine große Herausforderung
dar,[6] da die entsprechenden Wechselwirkungsfl�chen wenige
wohldefinierte Bindungstaschen aufweisen. Nur in wenigen
F�llen wurden bisher Modulatoren von GTPase-Protein-
Wechselwirkungen beschrieben,[7] wovon die meisten auf
Wechselwirkungen des Ras-Proteins[8] mit besonderem Fokus
auf die Ras-GEF-Wechselwirkungen abzielten.[9] Chemische
Verbindungen, die direkt auf Rab-GTPasen einwirken
kçnnen, wurden bisher nicht beschrieben. Stabilisierte heli-
kale Peptide wurden bereits erfolgreich als Modulatoren von
PPIs eingesetzt, die sich als �ußerst schwierig f�r die Inhi-
bierung mithilfe von niedermolekularen Liganden erwiesen
hatten.[10] Hier beschreiben wir die Inhibierung einer Rab8-
Effektor-Wechselwirkung unter Verwendung modifizierter
Peptide, die von a-helikalen Bindungsmotiven der Rab-
Wechselwirkungspartner abgeleitet und durch hydrophobe
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Seitenkettenverbr�ckung („hydrocarbon peptide stap-
ling“)[11] stabilisiert wurden.

Auf der Suche nach Peptidsequenzen, die sich als Start-
punkt f�r das Design von Inhibitoren f�r PPI von Rab-Pro-
teinen eignen, analysierten wir bekannte Kristallstrukturen
von Rab-Proteinen im Komplex mit ihren Bindungspartnern
und suchten nach F�llen, in denen die Bindung an Rab im
Wesentlichen durch a-helikale Bindungsmotive vermittelt
wird (Abbildung 1a und Abbildung S1).[3] Um abzusch�tzen,
ob die entsprechenden a-helikalen Peptide weiterhin in aus-
reichendem Maße an Rab-Proteine binden kçnnen, berech-
neten wir ihre Wechselwirkungsfl�che mit dem Rab-Protein
auf der Basis der vorhandenen Strukturdaten. Mithilfe der
Protein-Datenbank (http://www.pdb.org)[12] identifizierten
wir neun Peptidkandidaten aus verschiedenen Effektor- und
Regulationsproteinen, die eine Wechselwirkungsfl�che von
mindestens 600 �2 aufwiesen (Abbildung 1 b und Tabel-
le S1).[13] Diese Peptide wurden mit Fmoc-basierter Festpha-
sensynthese als N-terminale Fluorescein-PEG-Konjugate
hergestellt (siehe Tabelle S2).

Da viele der Ausgangsproteine an mehrere Rab-GTPasen
binden, untersuchten wir die Affinit�t der neun Peptide zu
einer repr�sentativen Auswahl an Rab-Proteinen (Rab1b/-
5a/-6a/-7a/-8a/-9a/-11a) mithilfe von Fluoreszenzpolarisa-
tions(FP)-Messungen. Der Nukleotidbindzungszustand der
Rab-Proteine bestimmt in erheblichem Maße die Affinit�t zu
den entsprechenden Bindungspartnern. So binden Effektor-
proteine, wie „Rab6-interacting protein 1“, LidA, Rabaptin5,

„Rab-interacting lysosomal protein“ und GCC185 bevorzugt
an aktivierte, GTP-gebundene Rab-Proteine. GEFs, wie
Rabin8, weisen hingegen die st�rkste Affinit�t zum nukle-
otidfreien Bindungszustand auf, wohingegen das „Rab escort
protein 1“ bevorzugt an die GDP-gebundene Form von Rab-
Proteinen bindet. Daher wurden die ausgew�hlten Rab-Pro-
teine in den drei Nukleotidbindungszust�nden (GTP, GDP,
nukleotidfrei) erzeugt und mittels FP untersucht. Außer im
Fall von Rab6a,[14] das aufgrund einer außergewçhnlich
niedrigen intrinsischen GTPase-Aktivit�t in der GTP-Form
verbleibt, wurde das nichthydrolysierbare GTP-Analogon
GppNHp eingesetzt, um die intrinsische Hydrolyse des Nu-
kleotids zu vermeiden. Alle getesteten Peptide wiesen ge-
ringe Affinit�ten (Dissoziationskonstanten: Kd> 300 mm) zu
nukleotidgebundenen Rab-Proteinen auf. Dieses Ergebnis ist
nicht unerwartet, da kleine a-helikale Fragmente ohne die
stabilisierende Umgebung der Proteindom�ne h�ufig ihre
Sekund�rstruktur verlieren. Allerdings zeigten vier der neun
Peptide (wtR6IP, wtLidA2, wtRabin8 und wtREP) Disso-
ziationskonstanten zu nukleotidfreien Rab-Proteinen im
niedrigen bis mittleren mikromolaren Bereich (Abbildung 1b
und Tabelle S4–S6). Eine Diskriminierung zwischen ver-
schiedenen Rab-Proteinen war dabei kaum festzustellen, was
wahrscheinlich darauf zur�ckzuf�hren ist, dass die isolierten
a-helikalen Bindungsepitope lediglich einen Teil der ur-
spr�nglichen Wechselwirkungsfl�che repr�sentieren. Zudem
zeichnen sich nukleotidfreie Rab-Proteine durch ein gestei-
gertes Maß an Flexibilit�t in der N�he der Nukleotidbin-

Abbildung 1. Helikale Wechselwirkungsmotive von Rab-Bindungspartnern. a) Kristallstrukturen von Rab-Proteinen und ihren nativen Liganden. He-
lices, die an der Wechselwirkung beteiligt sind und f�r weiterf�hrende Modifikationen ausgew�hlt wurden, sind rot dargestellt. b) Synthetisierte
Wildtyp-Peptide mit ihrem Ausgangsprotein, entsprechender Wechselwirkungsoberfl�che und „Heatmap“-Darstellung der Dissoziationskonstanten
mit verschiedenen nukleotidfreien Rab-Proteinen. * Nukleotidfreie Rab-Proteine zeigen h�ufig eine schlechte Lçslichkeit, was sich in relativ gerin-
gen Proteinendkonzentrationen �ußert (maximale Konzentration im FP-Assay: Rab1b(NF)= 105 mm, Rab5a(NF)= 4 mm, Rab6a(NF)= 140 mm,
Rab7a(NF) = 57 mm, Rab8a(NF)= 34 mm, Rab9a(NF) = 5 mm, Rab11a(NF) = 171 mm). Einige Bindungskurven erreichten kein Plateau und wurden
daher extrapoliert, um vergleichbare Kd-Werte zu erhalten (f�r Details siehe Tabelle S4–S6 und Abbildung S7–S13).
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dungstasche aus, was eine „Induced-fit“-Bindung erlauben
kçnnte.

Aus den zahlreichen, etablierten Methoden zur Stabili-
sierung kleiner a-helikaler Peptide entschieden wir uns f�r
den Einsatz hydrophob verbr�ckter Seitenketten („hydro-
carbon peptide stapling“), was sich in der Vergangenheit be-
reits als hçchst erfolgreich f�r die Inhibition von PPIs er-
wiesen hat.[11] Dieses „peptide stapling“ erfordert den Einbau
von a-Methyl-a-alkenylaminos�uren in die Peptidsequenz
und die anschließende Bildung eines Makrocyclus, um zwei
Windungen einer a-Helix durch eine vollst�ndig hydrophobe
Br�cke miteinander zu verbinden. In der g�ngigsten Aus-
f�hrung werden dabei zwei S-konfigurierte, modifizierte
Aminos�uren an den Positionen i und i + 4 eingebracht und
durch Olefinmetathese zu einer achtgliedrigen Br�cke ge-
schlossen (Abbildung 2 a und b),[15] was potenziell zu einer
Erhçhung der Affinit�t um bis zu zwei Grçßenordnungen
f�hren kann. Die vier Peptide (wtR6IP, wtLidA2, wtRabin8
und wtREP) mit Affinit�ten zu nukleotidfreien Rab-Protei-
nen im niedrigen mikromolaren Bereich wurden f�r die
weitere Modifikation ausgew�hlt. Basierend auf den Kris-
tallstrukturen des Ausgangsproteins in Komplex mit Rab,
wurden f�r den Einbau der Verbr�ckung Reste identifiziert,

die nicht an der Bindung beteiligt sind. So wurden beispiels-
weise basierend auf dem Komplex von Rab6a(GTP) mit
Rab6-interacting protein 1 f�nf mçgliche Modifikationsstel-
len ausgew�hlt (grau unterlegt in Abbildung 2d), was den
Einbau von drei i,i + 4-Br�cken ermçglicht (StRIP1-3).
Zudem wurde ein k�rzeres Peptid (StRIP4) synthetisiert, um
den Einfluss des negativ geladenen N-Terminus zu untersu-
chen. F�r den Einbau der i,i + 4-Verbr�ckung wurde die
nichtnat�rliche Aminos�ure Fmoc-S5-OH (Fmoc-(S)-2-
Amino-2-methylhept-6-ens�ure; Abbildung 2b und Abbil-
dung S5) w�hrend der Festphasensynthese in die Peptidse-
quenz integriert, und anschließend wurden die Seitenketten
durch Ruthenium-katalysierte Olefinmetathese verkn�pft.
Abschließend wurde der N-Terminus der Peptide entweder
wie oben beschrieben an einen Fluoreszenzfarbstoff gekup-
pelt oder mit Essigs�ureanhydrid acetyliert (Tabelle S3).

In Analogie zu den stabilisierten Derivaten von wtR6IP,
wurden weitere „stapled peptides“ ausgehend von wtLidA2,
wtRabin8 und wtREP entworfen (Abbildung 3a und Abbil-
dung S2–S4): drei „stapled peptides“ StLidA1-3 wurden auf
Grundlage der Kristallstruktur von Rab8a(GppNHp)-LidA
(PDB 3TNF) generiert. Basierend auf dem Komplex von
Rab7(GDP)-Rab escort protein 1 (PDB 1VG0) wurden drei
verschiedene Verbr�ckungsarchitekturen geplant. Davon
waren jedoch nur zwei synthetisch zug�nglich, wahrscheinlich
aufgrund der Helix-brechenden Eigenschaften von Prolin
381. Im Fall der etwas l�ngeren wtRabin-Sequenz wurden vier
verschiedene modifizierte Peptide (StRabin1-4) basierend
auf der Kristallstruktur des Rab8(NF)-Rabin8-Komplexes
(PDB 4HLX) synthetisiert. Anschließend wurden alle
„stapled peptides“ mit Circulardichroismus(CD)-Spektro-
skopie untersucht. In den meisten F�llen war eine erhçhte a-
Helizit�t im Vergleich zu den nichtmodifizierten Startse-
quenzen zu beobachten, wobei StRIP1 (36%) und StRabin1
(35 %) die grçßte a-Helizit�t aufwiesen (Abbildung 3a und b,
Tabelle S8 und Abbildung S32).[16]

Die Affinit�ten der Fluorescein-markierten Peptide
wurden f�r Rab1b/-5a/-6a/-8a/-9a/-11a jeweils in den drei
Nukleotidzust�nden mithilfe von FP bestimmt (Abbildung 3a
und c; Tabelle S6 und Abbildung S14–S31). F�r die nukle-
otidfreien Rab-Proteine zeigten nahezu alle stabilisierten
Analoga eine erhçhte Bindungsaffinit�t im Vergleich zu den
entsprechenden Wildtyp-Peptiden (bis zu 200-fach). Ledig-
lich f�r die stabilisierten Peptide StLidA2 (f�r Rab9a(NF)
und Rab11a(NF)) und StLidA3 (f�r alle getesteten Rab(NF)
Proteine) konnte keine verbesserte Affinit�t beobachtet
werden. F�r Rab8a(NF) und Rab11a(NF) konnten einige
Liganden mit einer Dissoziationskonstanten im submikro-
molaren Bereich identifiziert werden, wobei StRIP3/Rab11
[Kd = (0.40� 0.02) mm] und StREP2/Rab8a [Kd = (0.42�
0.03) mm] die hçchsten Affinit�ten aufweisen. Die Dissozia-
tionskonstanten der besten Binder f�r Rab1b, -5a und -6a in
ihrer nukleotidfreien Form liegen zwischen 1.0 mm und 1.1 mm.
Dabei konnte ein bis zu 40-facher Affinit�tszuwachs als Er-
gebnis der Verbr�ckung beobachtet werden. Lediglich f�r
Rab9(NF) wurden Kd-Werte �ber 10 mm bestimmt. Analog zu
den Wildtyp-Sequenzen zeigen die untersuchten „stapled
peptides“ eine geringe Selektivit�t zwischen den verschiede-
nen Rab-Proteinen. Zudem haben die Peptide eine geringe

Abbildung 2. Design der von Rab6-interacting protein 1 abgeleiteten
„stapled peptides“. a) Die „Peptide-stapling“-Strategie: Der a-Methyl-
a-alkenyl-Baustein Fmoc-S5-OH (siehe (b)) wird in die Peptidsequenz
an den Positionen i und i + 4 eingebaut und durch Ringschluss-Ole-
finmetathese verkn�pft. (F�r detaillierte Informationen zur Baustein-
und Peptidsynthese siehe Abbildung S5 und S6.) c) Kristallstruktur von
Rab6-interacting protein 1 (R6IP), gebunden an Rab6a (PDB 3CWZ).
An der Bindung beteiligte Seitenketten sind explizit dargestellt. Reste,
die f�r den Einbau der unnat�rlichen Aminos�ure Fmoc-S5-OH ausge-
w�hlt wurden, sind grau hervorgehoben. d) Sequenzen der vier „stap-
led peptides“ die von R6IP abgeleitet wurden.
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Affinit�t (Kd> 100 mm) gegen�ber den GDP-gebundenen
und den meisten GTP-/GppNHp-gebundenen Rab-Protei-
nen, was die geringen Affinit�ten der Wildtyp-Sequenzen
widerspiegelt. Allerdings binden einige Peptide Rab8a in der
GppNHp-gebundenen Form. Dabei haben sechs „stapled
peptides“ eine moderate Affinit�t mit Kd-Werten zwischen
50 mm bis 100 mm. Besonders bemerkenswert ist die stabili-
sierte a-helikale Dom�ne von Rab6-interacting protein 1,
StRIP3, die Rab8a(GppNHp) mit Kd = (22.2� 1.2) mm

bindet, was in dem Bereich von einigen nat�rlichen Effek-
torproteinen liegt.[17, 18] Zudem zeigt StRIP3 eine mindestens
5-fache Selektivit�t f�r Rab8a(GppNHp) gegen�ber allen
anderen getesteten Rab-Proteinen. Damit ist StRIP3 der
erste Binder einer Rab-GTPase in ihrer aktivierten, GTP-
gebundenen Form im niedrigen mikromolaren Bereich.

Um die Einfl�sse der hydrophoben Verbr�ckung n�her zu
untersuchen, wurden StRIP3-Derivate mit l�ngerer und k�r-
zerer Br�cke synthetisiert. Dies f�hrte zu Peptiden mit re-
duzierter Affinit�t f�r Rab8(GppNHp) (Abbildung S33 und
S34). Zus�tzlich wurde die StRIP3 Wildtyp-Sequenz
(wtR6IP) mithilfe eines N-terminalen kovalenten H-Br�-

cken-Ersatzes („hydrogen bond surrogate“, HBS) stabili-
siert.[19] Die derart modifizierte Helix zeigte zwar eine dop-
pelt so hohe Affinit�t wie die Wildtypsequenz wtR6IP, konnte
jedoch nicht den 9-fachen Affinit�tsgewinn von StRIP3 er-
reichen (siehe Abbildung S32 und S34). Zus�tzlich wurde die
zentrale Aminos�uresequenz variiert. Daf�r wurde Leucin
911 (Abbildung 2c) durch Aminos�uren mit unterschiedli-
chem sterischen Anspruch und unterschiedlicher Polarit�t
ersetzt (Abbildung S33 und S34). Diese Modifikationen lie-
ferten jedoch keine Peptide mit signifikant erhçhter Affinit�t.

F�r biologisch aktive Verbindungen ist es wichtig, dass sie
ihr Zielprotein auch in einer komplexen Proteinmischung
gezielt binden kçnnen. Deshalb wurde f�r den besten Binder,
StRIP3, untersucht, ob er in der Lage ist, Rab8 in Zelllysat zu
binden. Um dies zu testen, wurde ein Pr�zipitationsversuch
mit HCT116-Lysat durchgef�hrt, welches mit 0.9 Gew.-%
Rab8a(GppNHp) (bezogen auf die Proteinmenge) angerei-
chert wurde. Daf�r wurde das stabilisierte Peptid StRIP3 und
der schw�chere Ligand wtR6IP mit Biotin markiert und auf
Streptavidin-modifizierten K�gelchen immobilisiert. An-
schließend wurden die K�gelchen mit Rab8a(GppNHp) an-

Abbildung 3. Evaluierung der „stapled peptides“: a) Sequenzen der modifizierten Peptide, a-Helizit�t und eine „Heatmap“-Darstellung der Disso-
ziationskonstanten der FITC-markierten Peptide mit verschiedenen Rab-Proteinen in allen drei Nukleotidbindungszust�nden. * Die maximalen
eingesetzten Protein Konzentrationen waren: cmax[Rab1b(NF)] = 110 mm, cmax[Rab5a(NF)] = 5 mm, cmax[Rab6a(NF)] = 100 mm, cmax[Rab8a(NF)] =
34 mm, cmax[Rab9a(NF)] =68 mm und cmax[Rab11a(NF] =170 mm ; die nukleotidfreien Proteine wurden nahe ihrer Lçslichkeitsgrenze eingesetzt; cmax-
[Rab(GDP)]= 300 mm und cmax[Rab(GppNHp)]= 300 mm. FP-Daten, eine explizite Auflistung der Dissoziationskonstanten, sowie detaillierte Infor-
mationen �ber die CD- und Kd-Berechnungen befinden sich in Tabelle S6 und Abbildung S14–S31. b) Repr�sentatives CD-Spektrum der acetylier-
ten StRIP-Peptide. c) Repr�sentative FP-Bindungsdaten der FITC-markierten StRIP-Peptide mit Rab8a.
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gereichertem Zelllysat inkubiert. Eine Western-Blot-Analyse
mithilfe eines Rab8a spezifischen Antikçrpers zeigte klar,
dass die Pr�zipitationseffizienz gut mit den im FP-Experi-
ment bestimmten Bindungsaffinit�ten korreliert (Abbil-
dung 4a). Um die funktionale Aktivit�t von StRIP3 zu

�berpr�fen, wurde die Verdr�ngung einer Rab8-Effektor-
Bindung untersucht und dazu der Rab8-Effektor „oculoce-
rebrorenal syndrome of Lowe protein“ (OCRL1), ein peri-
pheres Membranprotein, welches haupts�chlich am Golgi-
Apparat lokalisiert ist, f�r weitere Experimente ausgew�hlt.
Mutationen von OCRL1 stehen im Zusammenhang mit dem
Ausbruch und dem Fortschreiten des Lowe-Syndroms.[20] Die
Rab8 Bindungsdom�ne von OCRL1 (Aminos�ure 539–901)
wurde mit N-Hydroxysuccinimid-Fluorescein markiert und
die Bindung an Rab8a(GppNHp) mithilfe von FP �berpr�ft.
Die beobachtete Dissoziationskonstante von 1.7 mm f�r
OCRL1539-901 und Rab8a(GppNHp) korreliert dabei gut mit
der publizierten Affinit�t[17] (Kd = 0.9 mm) f�r nichtmodifi-
ziertes OCRL1539-901. Um die F�higkeit von StRIP3 zur Stç-
rung dieser Wechselwirkung zu �berpr�fen, wurde ein FP-
Verdr�ngungsexperiment durchgef�hrt. In diesem Experi-
ment konnte die konzentrationsabh�ngige Verdr�ngung von
markiertem OCRL1539-901 mithilfe von acetyliertem StRIP3
gezeigt werden. Die acetylierten Kontrollpeptide StRIP4 und
wtR6IP haben hingegen keinen Einfluss auf die Rab8a-
(GppNHp)-OCRL1539-901-Bindung (Abbildung 4b).

F�r die Inhibition der Rab8a(GppNHp)-OCRL1539-901

Komplexbildung mithilfe von StRIP3 wurde eine IC50 von
(490� 65) mm bestimmt. Die aus diesem Experiment erhal-
tene Titrationskurve kann dabei mit einem rein kompetitiven
Bindungsmodell und einem angenommenen Kd von 45 mm f�r
das StRIP3-Peptid gut erkl�rt werden. Eine Simulation der
Bindungskurve mithilfe des Computerprogramms Scientist
(Micromath) ergab eine berechnete IC50 von ungef�hr
0.5 mm, welche gut mit den experimentellen Daten �berein-
stimmt. Obwohl der Kd-Wert etwa doppelt so hoch ist wie bei
direkter Titration des Peptids mit Rab8a, stimmt der Wert
trotz der unterschiedlichen verwendeten Methoden gut
�berein und kann daher als Hinweis auf eine direkte kom-
petitive Inhibition der Bindung des Effektors OCRL1 an
Rab8a durch StRIP3 gesehen werden. Eine intensivere
Analyse w�re jedoch nçtig um den exakten Bindungsmodus

zu ermitteln (z. B. ob die Bindung rein oder mçglicherweise
teilweise kompetitiv ist).

Die Wechselwirkungsfl�chen zwischen Rab-GTPasen und
ihren Bindungspartnern sind zumeist ausgedehnt und gering
profiliert und verhindern so die Anwendung klassischer In-
hibierungsans�tze. Aufgrund ihrer Beteiligung an der Ent-
stehung und Entwicklung verschiedener humaner Erkran-
kungen werden Rab-GTPasen als neue therapeutische Ziel-
proteine angesehen. Nichtsdestotrotz sind bisher keine Ver-
bindungen bekannt, die Rab-Proteine direkt binden und ihre
PPIs modulieren kçnnen. Hier beschreiben wir eine Metho-
de, PPIs von Rab-GTPasen mithilfe hydrophob-verbr�ckter
Peptide („hydrocarbon stapled peptides“) erfolgreich zu in-
hibieren. Dazu wurde eine Reihe von a-helikalen Bindungs-
motiven identifiziert, stabilisiert und in Bezug auf die Bin-
dung von Rab-Proteinen untersucht. Der Einbau der hydro-
phoben Verbr�ckung in die a-helikalen Bindungsmotive
erhçht dabei die Affinit�t der Peptidliganden f�r Rab-Pro-
teine in nahezu allen untersuchten Beispielen. Dies f�hrte in
einem Fall zu einer 200-fach hçheren Bindungsaffinit�t im
Vergleich mit dem Ursprungspeptid. Das am st�rksten bin-
dende Peptid hat einen Kd von 0.4 mm und bindet Rab-Pro-
teine in ihrer nukleotidfreien Form. Bemerkenswerter Weise
konnte ein Peptid (StRIP3) identifiziert werden, welches se-
lektiv an Rab8a in seiner aktiven, GppNHp gebundenen
Form bindet und eine zu Rab-Effektorproteinen vergleich-
bare Affinit�t aufweist. StRIP3 zeigt funktionelle Aktivit�t
in vitro durch die Inhibition einer Rab8a-Effektor-Wechsel-
wirkung. Dieses Peptid stellt die erste synthetische Verbin-
dung dar, die direkt an Rab-GTPasen bindet und eine Rab-
Protein-Wechselwirkung blockieren kann. Angesichts der
Tatsache, dass sich die Bindung an kleine GTPasen f�r die
Modulation von Effektor-Bindungen als extrem schwierig
erwiesen hat, kann unsere Strategie einen neuen Weg f�r das
erfolgreiche �berwinden dieses Hindernisses darstellen.
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