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wurden iiber Gleichung (5) aus den A/t-Daten ermittelt (a;,a,=
Amplituden).

A=a,exp(—kt) +aexp(—kqt) + A 5)
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[10] Standardbedingungen und Vorgehensweise: 1 mL einer Lésung von
H,0,, H,SO, und H,O in CH;CN wurde schnell mit 1 mL einer
Losung von organischem Substrat A und NaNO, in CH;CN vermischt,
um eine Reaktionslosung mit [H,0,]=02Mm, [HNO,]=0-45mm,
[A]=0.5M, [H,SO,]=0.08 M und [H,O]=5M zu erhalten (der pK,-
Wert von HNO, ist 3.3; um HNO, aus NaNO, freizusetzen, muf} die
Bedingung —1g[H"] < 3 erfiillt sein). Die Reaktionslosung wurde bei
Raumtemperatur geriihrt. In regelmiBigen Zeitabstinden wurden
Proben von 0.2 mL entnommen und fiir die cerimetrische H,O,-
Bestimmung mit Wasser verdiinnt.

[11] K. N. Houk, K. R. Condroski, W. A. Pryor, J. Am. Chem. Soc. 1996,
118, 13002-13006.

[12] Der Wert von k = (31 +3) x 10~*m~'s~! wurde iiber Gleichung (6) aus

den in Abbildung 2a gezeigten [H,0,]/t-Daten ermittelt (siche Ta-

belle 1). Dieser Wert dhnelt dem Wert k=37.3 x 10~*m~!s! sehr, der

fur die Sulfoxidation von PhSMe mit H,O, in EtOH (6% H,0)

angegeben wurde.["’]

[H,0,] =[H,0,],exp(— k[PhSMe] ] (6)
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[14] Wir haben kiirzlich berichtet, daB die Reaktion zwischen Me,S und
ONOOH in Wasser zweiter Ordnung ist und erster Ordnung
beziiglich beider Reaktanten.P Fiir die Oxidation organischer Sulfide
mit Hydroperoxiden wird generell ein Zeitgesetz zweiter Ordnung
gefunden.'d]
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[16] Es wurde experimentell belegt, daB sich nach Gleichung (1) erzeugtes
ONOOH innerhalb 1 h bei 298 K nicht in meBbarem Umfang geméB
ONOOH + H,0, -=HNO, + O, + H,O zersetzt.

[17] Bei der niedrigsten Me,S-Konzentration, [Me,S] =5mwm, wird fast die
Hiilfte des H,O, fiir die schnelle Me,S-Oxidation durch ONOOH
verbraucht (sieche Abb.3). Dies bedeutet, daB die Me,S-Konzentra-
tion, bei der kye,s[Me,S]=ky gilt, kleiner als Smm ist und dement-
sprechend ks > 0.61/0.005 =122m's .

[18] Die GC-Analysen wurden mit einem Auto-System-Gaschromatogra-
phen mit FI-Detektor (Perkin-Elmer) und einer Kapillarsdule (All-
tech; Heliflex AT-1000, 15 m) bei 150 °C (Me,S) und 170°C (PhSMe)
durchgefiihrt. Die Proben wurden vor der Injektion mit NaOH
neutralisiert.

[19] Eine Losung von 5.3 g (PhCH,),S (25 mmol) in 250 mL CH;CN wird
bei Raumtemperatur unter starkem Riihren mit 1 mL konz. H,SO,
und 4 mL einer 35proz. H,0,-Losung (47 mmol; techn. Qualitit,
stabilisiert) versetzt. Die Reaktion wird durch rasche Zugabe von
320 mg NaNO, (4.7 mmol), das in 2 mL Wasser gelost ist, gestartet
(Vorsicht: Die Reaktion ist exotherm! Bei groBeren Ansétzen sollte
das Reaktionsgemisch gut thermostatisiert werden). Nach 5 min
Reaktionszeit wird der pH-Wert der Losung mit 1M NaOH auf pH 7
eingestellt, die Losung mit 70 mL Wasser verdiinnt und dreimal mit je
130 mL Chloroform extrahiert. Die organische Phase wird mit MgSO,
getrocknet und im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der Riickstand
wird aus EtOH umkristallisiert. Ausbeute: 5.1 g (91 %). Schmp. 133°C
(Lit.[20]: 134-135°C). 'H-NMR- und IR-Spektren sowie die C,H,N-
Analyse des Produktes stimmen mit denen von Dibenzylsulfoxid
iiberein.

[20] Handbook of Chemistry and Physics, 51. Aufl., The Chemical Rubber
Co. 1970-1971.

Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 15

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998

Synthese, Struktur und Reaktionen eines
Palladium-Hydrazonatokomplexes — neuartige
reduktive Eliminierung unter Kniipfung von
C-N-Bindungen sowie katalytische Arylierung
von Benzophenonhydrazon™*

John F. Hartwig*

Reduktive Eliminierungsreaktionen, bei denen die C-N-
Bindungen von Aminen gebildet werden,!'# sind wichtige
Primérreaktionen bei praktisch angewendeten Katalysecy-
clen, durch die Arylamine aus Arylhalogeniden synthetisiert
werden.[ >8] Reduktive Eliminierungen, die zu N-Arylhydra-
zonen fiihren, wéren eine wichtige neue Klasse der unter C-N-
Bindungskniipfung verlaufenden reduktiven Eliminierungen.
Diese Hydrazone konnten fiir Indolsynthesen nach Fischer
oder — nach Umwandlung in das N-Arylhydrazin — in Kon-
densationsreaktionen eingesetzt werden, die N-Arylpyrazole
und N-Arylpyrazolone liefern. Es sind viele Hydrazonato-
komplexe synthetisiert worden, die oft entweder eine u>-L]
oder eine n*Koordination!'> 'l aufweisen, was zu stabilen
Komplexen fiihrt. Wir berichten hier iiber den ersten mono-
meren, kristallographisch charakterisierten #'-Hydrazonato-
komplex, von zur Bewertung seiner Stabilitit im Vergleich zu
verwandten Amido- und Pyrrolylkomplexen durchgefiihrten
Reaktionen, iiber die reduktive Eliminierung eines N-Aryl-
hydrazons sowie iiber die Palladium-katalysierte Arylierung
eines reprasentativen Hydrazons.

Die Synthese und einige Reaktionen von [Pd(dppf)(p-
MeOC-H,)(NH-N=CPh,)] 1a sind in Schema 1 dargestellt.
Die Reaktion von NaNH—N=CPh, mit [Pd(Br)(dppf)-

/Ar
(dppf)Pd\ /Ar
N(p-Tolla  (dppfiPd]  >95%
HoNNCPh, TR
~HN(p-Tol)» NS
> 95% U @ @,OMB
;HgNNCPhg/r m s
A &R A HoN(p-Tol), PPhy
(dppflPd]  ————> Fe  Pd
Br NaNHNCPh, &g p7 FiN— PPh
66% (isoliert) 1a Nyph\s H
Ph ArN—-N
HoNNCPh, —Ph
—HOBu | PhCCPh Ph
95% 65°C Pho o H- 85-95%
oBu  (@phPd—| «  Y—Ph
>95% Ph
(dppf)Pd\Ar Ph 90-95%

Schema 1. Synthese und Reaktionen von [Pd(dppf)(Ar)(NH—N=CPh,)]
1a. Ar=p-MeOC¢H,, dppf =1,1"-Bis(diphenylphosphanyl)ferrocen, Tol =
Tolyl.
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(p-MeOCH,)] fiihrte glatt zu 1a, das in einer Ausbeute von
69 % isoliert wurde.! Das 3'P-NMR-Spektrum von 1a wies
zwei scharfe Dubletts auf, was darauf hinweist, daf3 dppf als
Chelatligand an das Metall gebunden bleibt und der Komplex
in Losung eine quadratisch-planare Koordination hat. Im IR-
Spektrum von la wurde eine C=N-Bande bei 1575 cm™!
erhalten, was mit einer z!-Koordination in Einklang ist, da
freies Diphenylhydrazon eine Schwingung bei 1571 cm™!
aufweist.

Die ORTEP-Darstellung des besser kristallisierenden
Analogons [Pd(dppf)(0-MeC¢H,)(NH—N=CPh,)] 1bl'? ist in
Abbildung 1 wiedergegeben.[¥l Der Komplex 1b ist mono-

C25 c23

C24

Abb. 1. ORTEP-Darstellung von 1b. Die Wasserstoffatome wurden der
Ubersichtlichkeit halber weggelassen. Ausgewihlte Bindungslingen [A]
und -winkel [°]: Pd(1)-P(1) 2.293(3), Pd(1)-P(2) 2.374(4), Pd(1)-N(1)
2.035(9), Pd(1)-C(14) 2.03(1), N(1)-N(2) 1.35(1), N(2)-C(1) 1.32(1); P(1)-
Pd(1)-P(2) 99.8(1), P(1)-Pd(1)-C(14) 88.9(3), P(2)-Pd(1)-N(1) 89.8(3),
N(1)-Pd(1)-C(14) 81.9(4).

mer, quadratisch-planar und enthilt einen terminalen Hy-
drazonatoliganden. Die Summe der vier Winkel am Pd-
Zentrum betrdgt 360.4°. Das zum Pd-Zentrum pJ-standige
Stickstoffatom liegt anndhernd in der quadratischen Ebene,
was eine Formulierung des Komplexes als Pyramide mit
quadratischer Grundfldche ausschlief3t; der Abstand zwischen
dem Pd-Zentrum und dem Stickstoffatom N2 ist groBer als
3A. In der Cambridge Crystallographic Database (CCD)
wurden keine bekannten Beispiele fiir einfache n'u!-Hydra-
zonatokomplexe gefunden. Der Pd-N1-Abstand ist mit
2.035(9) A um 0.06 A kleiner als der in einem verwandten
Palladium-Diarylamidokomplex mit einem dppf-Liganden.?
Der N-N-Abstand in 1b ist mit 1.35(1) A kleiner als die
typischen N-N-Abstinde von 1.38 - 1.41 A bei Hydrazonen;[4l
die C=N-Bindung ist mit 1.32(1) A jedoch nicht linger als in
typischen Hydrazonen,!'Y und der #-y-Wert ist nicht kleiner
als fiir freies Diphenylhydrazon. Der P-Pd-P-Winkel ist mit
99.8(1)° um ca. 1.5° kleiner als beim sterisch anspruchsvolle-
ren Diarylamidokomplex. Die Palladium-gebundene Aryl-
gruppe ist um 99° gegen die quadratische Koordinationsebene
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des Palladiums gedreht; gemeinsam mit der gehinderten
Rotation fiihrt diese Anordnung zu acht Cyclopentadienyl-
Signalen im '"H-NMR-Spektrum.

Schema 1 zeigt Reaktionen, die unter Austausch eines o-
gebundenen Liganden zur Bildung von 1la fithren. Die
einfachen Austauschreaktionen waren bei Raumtemperatur
innerhalb von 30 min abgeschlossen. In nahezu quantitativer
Ausbeute wurde der Komplex 1a durch die Reaktion von
Benzophenonhydrazon mit dem Diarylamidokomplex
[Pd(dppf)(p-MeOC4H,){N(p-Tol),}] erhalten. In einem #hn-
lichen ProzeB wie fiir Aminsubstrate!® 7 reagierte der
Palladium-Alkoxokomplex [Pd(dppf)(p-MeOC,H,)(OBu)
mit Benzophenonhydrazon unter Verdréingung von tBuOH zu
1a.

Im Unterschied zu diesen Synthesen von 1la lieferte die
Reaktion von 1a mit Pyrrol den Palladium-Pyrrolylkomplex
[Pd(dppf)(p-MeOCH,)(NC,H,)].! Bei der Reaktion mit
Toluidin wurde zwar der Arylamidokomplex [Pd(dppf)(p-
MeOCzH,)(NHp-Tol)] nicht in nachweisbaren Mengen ge-
bildet, doch lieferte das Gemisch von 1a und Toluidin nach
12 h bei Raumtemperatur p-MeOC¢H,NHp-Tol in 80-85 %
Ausbeute. Folglich werden bei der Reaktion von la sehr
wahrscheinlich kleine Mengen an [Pd(dppf)(p-MeOCH,)-
(NHp-Tol)] gebildet; dieser Komplex wiederum ist analog zu
verwandten Komplexen, aus denen bei Raumtemperatur
Diarylamine eliminiert werden.!-?! Insgesamt liegt die Stabi-
litdt von 1a im mittleren Bereich der Stabilitdt von Kom-
plexen, die reduktive Eliminierungen unter Kniipfung von C-
N-Bindungen eingehen.

Diese Befunde hinsichtlich der relativen Stabilitét lieBen
vermuten, daf auch 1a eine reduktive Eliminierung unter C-
N-Bindungsbildung eingehen wiirde. Tatséchlich wurde bei
zweistiindigem Erhitzen einer Losung von 1a auf 70°C mit
PPh; oder mit Diphenylacetylen als Abfangreagens fiir Pd°
das N-Arylhydrazon in einer Ausbeute von mehr als 85%
gebildet, wie "H-NMR-Untersuchungen mit einem internen
Standard ergaben. Bei Reaktionen in Gegenwart von PPh;
waren die Pd’-Produkte ein Gemisch aus [Pd(dppf),] und
PPh;-Komplexen von Pd’.?l Bei Reaktionen mit Diphenyl-
acetylen als Abfangreagens wurde [Pd(dppf)(PhCCPh)] als
Pd’-Produkt gebildet. Diese Verbindung wurde zwar nicht
isoliert, doch wurde ihre Identitdt durch eine unabhingige
Synthese aus [Pd{P(o-Tol),},], einem Aquivalent dppf und
einem Aquivalent PhCCPh bestitigt. Quantitative Unter-
suchungen der Reaktionsgeschwindigkeit zeigten, daB3 die
Reaktion erster Ordnung beziiglich des Palladiumkomplexes
und nullter Ordnung beziiglich der Abfangreagentien war.
Die k.,,-Werte betrugen bei Reaktionen mit einem Zusatz
von 0.022 bis 0.11M [D;5]PPh; im Mittel 3.8 x 10~* mit einer
Standardabweichung von nur 0.4 x 104, wihrend bei Reak-
tionen mit PhCCPh als Abfangreagens k., im Mittel
(3.740.1) x 10~* betrug. Das Fehlen einer Abhingigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration des Ab-
fangreagens entspricht den Beobachtungen, die bei anderen
unter Bildung von C-N-Bindungen verlaufenden reduktiven
Eliminierungen aus Palladiumkomplexen mit dppf-Ligan-
den® gemacht wurden; dies 148t darauf schlieBen, daB die
reduktive Eliminierung aus 1a iiber einen &dhnlichen intra-
molekularen Weg verlduft.
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Diese Ergebnisse weisen alle darauf hin, daf} eine kataly-
sierte Herstellung von N-Arylhydrazonen aus Arylhalogeni-
den, preiswertem Diphenylhydrazon, einem Alkoxid als Base
und einem Palladiumkomplex mit dppf-Liganden moglich
sein sollte. Die Resultate diesbeziiglicher Untersuchungen
sind in Tabelle 1 zusammengefait. Elektronenreiche und

Tabelle 1. Palladium-katalysierte Arylierung von Diphenylhydrazon.[?]

Nr. Substrat Ligand Base Produkt!’ Ausb. [% ]
Br NH-N=CPh,
1 /@( binap  NaOrBu /@ 80
MeO MeO
Br NH-N=CPh,
2 ©/\ dppf NaOrBu ©/\ 99
I NH-N=CPh,
3 @i dppf  NaOrBu @[ 91
4 Bf dppf ~ NaOrBu NH-N=Cth 86
Br NH-N=CPh,
5 Q/ dppf  Cs,CO, Q/ 91
FsC FsC
Br NH-N=CPh,
6 OYC( dppf  Cs,CO; °Y© 9%
Br NH-N=CPh,
7 /© dppf  Cs,CO; /@ 86

[a] Alle Reaktionsansidtze enthielten 1Mol-% [Pd(OAc),], 1.5Mol-% des
Liganden, 1.5 Aquivalente Base, 1.2 Aquivalente Diphenylhydrazon sowie
1.0 mmol des Substrats. Bei Nr.1-6 wurden 2 mL Toluol als Losungsmittel
verwendet, und es wurde 8 h auf 90 °C erhitzt. Bei Nr. 7 wurden 0.5 mL Toluol als
Losungsmittel verwendet, und es wurde 12 h auf 100 °C erhitzt. [b] Alle isolierten
Produkte wurden anhand ihrer '"H- und BC-NMR-Spektren sowie nach GC-
Analysen als rein beurteilt. Die neuen Verbindungen aus Nr. 4-6 wurden auch
durch Elementaranalysen charakterisiert. Das Produkt aus Nr. 1 entfédrbte sich
beim Stehenlassen bei Raumtemperatur und wurde durch HR-MS analysiert. Die
Produkte aus Nr. 2,3 und 7 wurden bereits frither synthetisiert.?!l [c] Ausbeute an
isoliertem Produkt.

elektronenarme, sterisch gehinderte oder nichtgehinderte
Arylbromide und -iodide reagierten alle mit Benzophenon-
hydrazon in Gegenwart einer Base und 1 Mol-% eines
Palladiumkomplexes, der in situ aus [Pd(OAc),] und dppf
oder 2,2'-Bis(diphenylphosphanyl)-1,1’-binaphthyl (binap)
gebildet wurde. Caesiumcarbonat fungierte bei diesen Reak-
tionen als effiziente Base, so daB3 bei den Umsetzungen auch
basenempfindliche Funktionalititen am Arylhalogenid tole-
riert werden.! Tatsdchlich wird am Beispiel von Reaktion
Nr. 7 deutlich, da3 die Verwendung des dppf-Liganden es
ermoglicht, Caesiumcarbonat auch bei Arylhalogenidsubstra-
ten als Base einzusetzen, die nicht elektronenarm sind. Bei
den in Tabelle 1 aufgefithrten Reaktionen wurde keinerlei
konkurrierende Diarylierung®® ! des Hydrazons beobachtet,
und bei allen Reaktionen wurden nur Spuren von Diphenyl-
methan (<2 %) nachgewiesen, das durch eine Wolff-Kishner-
Reduktion! entstehen konnte.

AbschlieBend ist festzustellen, daB3 ein #!-Hydrazon ein
brauchbares Zwischenprodukt fiir reduktive Eliminierungen
unter Bildung einer C-N-Bindung bei Palladium-katalysierten
Arylierungen ist. Dieser Komplex ist sowohl thermisch als
auch gegeniiber Protoneniibertragungen stabiler als die ver-

Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 15

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998

wandten Amidoderivate; trotzdem verlduft die reduktive
Eliminierung bei schonenden Temperaturen und mit hohen
Ausbeuten. Die groflere Aciditdt des Hydrazons im Vergleich
zu der von Aminen und Arylaminen ermoglicht eine kataly-
tische Reaktion unter Verwendung einfacher Liganden und
eines Carbonats als Base.

Experimentelles

1: Zu einer Suspension aus 90 mg (0.10 mmol) [Pd'(dppf)(p-MeOC¢H,)] in
2 mL THF wurden unter Riihren 33 mg (0.15 mmol) festes NaNHNCPh,
gegeben. Dieses Gemisch wurde 5 min geriihrt; in dieser Zeit wurde die
Losung orangefarben, und der feste Ausgangskomplex wurde verbraucht.
Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, und der so
erhaltene Feststoff wurde mit 5 mL Toluol extrahiert. Nach Filtration durch
Celite (Kieselgur) wurde der Toluolextrakt auf die Hilfte seines Volumens
eingeengt und mit Pentan iiberschichtet. Nach 12 h Kiihlen bei —35°C
wurden 66 mg (69 %) orangefarbenes 1 isoliert, indem die iiberstehende
Flussigkeit mit einer Pipette abgehoben und der Feststoff mit Pentan
gewaschen wurde. 'H-NMR (300 MHz, [D¢]Benzol, 25°C, TMS): 6 =8.51
(pseudo-t, /=83 Hz, 4H), 754 (dd, J=8.7, 11.0 Hz, 4H), 6.8-7.3 (m,
25H), 6.44 (d, *Jyu=71Hz, 2H), 4.60 (d, /s = 1.7 Hz, 2H), 4.00 (s, 2H),
379 (s, 2H), 3.76 (s, 2H), 3.37 (s, 3H); 3P{'H}-NMR (122 MHz,
[Dg]Benzol, 25°C, 85proz. H;PO,): 6 =27.52 (d, 2/pp=30.5 Hz), 13.83 (d,
2Jpp=30.5 Hz); IR (Nujol): &y = 3228, #_y =1575 cm™!; C,H,N-Analyse:
Cs,H,sFeN,OP,Pd - C;Hy: ber. C 69.43, H 5.16, N 2.65; gef. C 69.65, H 5.19,
N 2.4s.

Hydrazonarylierung: In ein Glasgefdl mit Schraubverschlu wurden
2.2 mg (0.01 mmol) [Pd(OAc),], 0.015 mmol dppf oder binap, 1.5 mmol
NaOtBu oder Cs,CO; und 235 mg (1.2 mmol) Benzophenonhydrazon und
ein Riihrstab gegeben. In ein weiteres Glasgefdl wurden 1.0 mmol
Arylhalogenid gegeben; dieses wurde in 0.5-2.0 mL Toluol gelost und
die Losung in das SchraubverschluBgefa$ iiberfiihrt. Das Gefid3 wurde mit
einer Kappe mit Teflonseptum abgedichtet und in einem Olbad (90—
100°C) erhitzt. Nach 12 h war das Arylhalogenid vollstandig verbraucht,
wie eine GC/MS-Analyse der Reaktionsmischung ergab. Das Reaktions-
gemisch wurde filtriert, der Feststoff mit Ethylacetat gewaschen und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das so erhaltene Ol
wurde durch Chromatographie an Kieselgel mit einem Hexan/Ethylacetat-
Gemisch gereinigt.

Eingegangen am 27. Februar 1998 [Z11534]

Stichworter: Aminierungen - Arylierungen - Hydrazone -
Kreuzkupplungen - Palladium
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1H), 3.68 (s, 1H), 2.66 (s, 3H), auBerdem wurde ein Verhiltnis von
0.5 Toluolmolekiilen pro Molekiill 1b ermittelt; 3P{!H}-NMR
(122 MHz, [D4]Benzol, 25°C, 85proz. H;PO,): 6=2722 (d, */pp=
30.6 Hz), 13.97 (d, %Jpp=30.6 Hz); IR (Nujol): #k.y=3224, #_n=
1571, 1594 cm™ .

[13] Kristallstrukturanalyse von 1b: Raumgruppe P1 (Nr.2), a=13.36(1),
h=1830(2), c¢=10.041)A, «=103.26(9)°, B=91.85(9)°, y=
7832(8)°, V=2339(4) A°, Z=2, pp.= 139gem, 20, =50.0°,
Moy, (A=0.71069 A), @ —26, 8.0°min~! (in w), (1.26+0.3tan6)°,
—105°C, 8616 Reflexe, davon 8231 unabhingig. Lorentz- und
Polarisationskorrektur wurden durchgefiihrt, jedoch keine Absorp-
tionskorrektur. Die Struktur wurde mit Direkten Methoden gelost
und mit Fourier-Verfahren unter Verwendung von teXan-Software
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Ein photochemischer Schalter zur Kontrolle
von Protein-Protein-Wechselwirkungen™*

Sonia K. Pollitt und Peter G. Schultz*

Kleine Molekiile und Proteine, die durch Lichteinwirkung
schnell von einer inaktiven in eine aktive Form umgewandelt
werden konnen, haben sich in der Biologie als &duBerst
niitzliche Werkzeuge erwiesen.!l Wenn es gelidnge, damit
auch Protein-Protein-Wechselwirkungen zu kontrollieren,
konnte man mit diesem Ansatz zahlreiche Prozesse innerhalb
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der Zelle untersuchen, unter anderem Signaltransduktions-
wege, Genregulierung und Proteintransport. Bisher wurden
hierzu auf chemischem Weg photolabile Gruppen in Proteine
eingefiihrt, was sich jedoch nur dann selektiv durchfiihren
146t, wenn hierfiir eine einzige reaktive Seitenkette auf der
Proteinoberflidche zuginglich ist.?! Hier beschreiben wir, wie
durch den Einsatz nichtnatiirlicher Aminosduren die Wech-
selwirkung des p21™-Proteins (Ras) mit seinem Effektor
p120-GAP (GAP = GTPase-aktivierendes Protein) durch
Lichteinstrahlung ,,an- und ausgeschaltet® werden kann.
Inaktiviertes (,,ausgeschaltetes“) Ras, bei dem Asp38 durch
den f3-o-Nitrobenzylester der Asparaginsiure (Nb-Asp) er-
setzt wurde, behilt seine intrinsische GTPase-Aktivitit, kann
jedoch so lange nicht mit p120-GAP wechselwirken, bis es mit
Licht der Wellenldnge 355 nm bestrahlt wird. Dieser Ansatz
sollte auf alle Aminosduren iibertragbar sein, deren Seiten-
ketten mit photolabilen Schutzgruppen blockiert werden
konnen, dazu gehoren Serin, Threonin, Glutaminsdure und
Lysin. Er bietet damit die Moglichkeit, sowohl in vitro als
auch in vivo Signaltransduktionswege und andere biologische
Prozesse zu studieren, bei denen spezifische Proteinwechsel-
wirkungen identifiziert werden konnen.

Von ras-Genen codierte Séugetierproteine spielen als
Regulatoren bei verschiedenen Signaltransduktionsprozessen
wiahrend des Zellwachstums und der Zelldifferenzierung eine
Schliisselrolle.?! Die Aktivitdt hidngt von Konformationsin-
derungen ab, die wiederum von den gebundenen Guanin-
Nucleotiden bestimmt werden: Der Ras-GTP-Komplex
(Ras - GTP) nimmt eine Konformation ein, die eine Wechsel-
wirkung mit den Effektoren ermoglicht, wiéhrend Ras im
Komplex mit GDP inaktiv ist.! Das Verhéltnis von Ras - GTP
zu Ras - GDP wird bestimmt durch die GTPase-Aktivitit des
Proteins selbst sowie durch Proteine, die die Geschwindigkeit
der Dissoziation von GDP aus dem Komplex (off rate)
erhohen (guanosine nucleotide release factors, GNRFs)P!
oder die die Hydrolyse von GTP beschleunigen (GAPs).[!
In dieser Eigenschaft ist p120-GAP ein negativer Regulator
der Ras-Funktion;”! p120-GAP kann ebenso als Effektor fiir
Ras agieren und so in einigen Systemen einen positiven
regulatorischen Effekt auf die Ras-Funktion ausiiben.[ 8

Die Wechselwirkung von Ras und p120-GAP wurde durch
den Austausch von Asp38 gegen den photolabilen S-o-
Nitrobenzylester der Asparaginsdure im Ras-Protein unter-
bunden, hierfiir wurde die Technik des Einbaus nichtnatiir-
licher Aminosduren verwendet.’) Mutagenesestudien!'”) und
Strukturuntersuchungen!!'!’ zeigten, daB die Aminosduren
30-38 (Schleife 2 oder Schalter I)!*? und 60-76 (Schleife 4
oder Schalter I)[¥! fiir die Wechselwirkung von Ras mit
seinen Effektorproteinen duferst wichtig sind. Vor allem die
Mutation von Asp38 zu Ala verhindert die Aktivierung der
GTPase-Aktivitdt durch p120-GAP und verringert die Fiahig-
keit zur Transformation von NIH-3T3-Zellen;['* des weiteren
wird die Bindung von Ras an andere Effektorproteine wie
Rafl™ oder Phosphatidylinosit-3-Kinase!l"! in vitro auBer
Kraft gesetzt. AuBBerdem zeigt die vor kurzem veroffentlichte
Kristallstruktur des Ras/p120-GAP-Komplexes,'!l daBl die
Seitenkette von Asp38 iiber ein gebundenes Wassermolekiil
eine Wasserstoffbriickenbindung mit Lys 949 von p120-GAP
eingeht.['7]
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