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Kleine Moleküle und Proteine, die durch Lichteinwirkung
schnell von einer inaktiven in eine aktive Form umgewandelt
werden können, haben sich in der Biologie als äuûerst
nützliche Werkzeuge erwiesen.[1] Wenn es gelänge, damit
auch Protein-Protein-Wechselwirkungen zu kontrollieren,
könnte man mit diesem Ansatz zahlreiche Prozesse innerhalb

der Zelle untersuchen, unter anderem Signaltransduktions-
wege, Genregulierung und Proteintransport. Bisher wurden
hierzu auf chemischem Weg photolabile Gruppen in Proteine
eingeführt, was sich jedoch nur dann selektiv durchführen
läût, wenn hierfür eine einzige reaktive Seitenkette auf der
Proteinoberfläche zugänglich ist.[2] Hier beschreiben wir, wie
durch den Einsatz nichtnatürlicher Aminosäuren die Wech-
selwirkung des p21ras-Proteins (Ras) mit seinem Effektor
p120-GAP (GAP�GTPase-aktivierendes Protein) durch
Lichteinstrahlung ¹an- und ausgeschaltetª werden kann.
Inaktiviertes (¹ausgeschaltetesª) Ras, bei dem Asp 38 durch
den b-o-Nitrobenzylester der Asparaginsäure (Nb-Asp) er-
setzt wurde, behält seine intrinsische GTPase-Aktivität, kann
jedoch so lange nicht mit p120-GAP wechselwirken, bis es mit
Licht der Wellenlänge 355 nm bestrahlt wird. Dieser Ansatz
sollte auf alle Aminosäuren übertragbar sein, deren Seiten-
ketten mit photolabilen Schutzgruppen blockiert werden
können, dazu gehören Serin, Threonin, Glutaminsäure und
Lysin. Er bietet damit die Möglichkeit, sowohl in vitro als
auch in vivo Signaltransduktionswege und andere biologische
Prozesse zu studieren, bei denen spezifische Proteinwechsel-
wirkungen identifiziert werden können.

Von ras-Genen codierte Säugetierproteine spielen als
Regulatoren bei verschiedenen Signaltransduktionsprozessen
während des Zellwachstums und der Zelldifferenzierung eine
Schlüsselrolle.[3] Die Aktivität hängt von Konformationsän-
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 ermöglicht, während Ras im
Komplex mit GDP inaktiv ist.[4] Das Verhältnis von Ras ´ GTP
zu Ras ´ GDP wird bestimmt durch die GTPase-Aktivität des
Proteins selbst sowie durch Proteine, die die Geschwindigkeit
der Dissoziation von GDP aus dem Komplex (off rate)
erhöhen (guanosine nucleotide release factors, GNRFs)[5]

oder die die Hydrolyse von GTP beschleunigen (GAPs).[6]

In dieser Eigenschaft ist p120-GAP ein negativer Regulator
der Ras-Funktion;[7] p120-GAP kann ebenso als Effektor für
Ras agieren und so in einigen Systemen einen positiven
regulatorischen Effekt auf die Ras-Funktion ausüben.[5, 8]

Die Wechselwirkung von Ras und p120-GAP wurde durch
den Austausch von Asp 38 gegen den photolabilen b-o-
Nitrobenzylester der Asparaginsäure im Ras-Protein unter-
bunden, hierfür wurde die Technik des Einbaus nichtnatür-
licher Aminosäuren verwendet.[9] Mutagenesestudien[10] und
Strukturuntersuchungen[11] zeigten, daû die Aminosäuren
30 ± 38 (Schleife 2 oder Schalter I)[12] und 60 ± 76 (Schleife 4
oder Schalter II)[13] für die Wechselwirkung von Ras mit
seinen Effektorproteinen äuûerst wichtig sind. Vor allem die
Mutation von Asp38 zu Ala verhindert die Aktivierung der
GTPase-Aktivität durch p120-GAP und verringert die Fähig-
keit zur Transformation von NIH-3T3-Zellen;[14] des weiteren
wird die Bindung von Ras an andere Effektorproteine wie
Raf[15] oder Phosphatidylinosit-3-Kinase[16] in vitro auûer
Kraft gesetzt. Auûerdem zeigt die vor kurzem veröffentlichte
Kristallstruktur des Ras/p120-GAP-Komplexes,[11] daû die
Seitenkette von Asp 38 über ein gebundenes Wassermolekül
eine Wasserstoffbrückenbindung mit Lys 949 von p120-GAP
eingeht.[17]

1H), 3.68 (s, 1H), 2.66 (s, 3H), auûerdem wurde ein Verhältnis von
0.5 Toluolmolekülen pro Molekül 1 b ermittelt; 31P{1H}-NMR
(122 MHz, [D6]Benzol, 25 8C, 85proz. H3PO4): d� 27.22 (d, 2JP,P�
30.6 Hz), 13.97 (d, 2JP,P� 30.6 Hz); IR (Nujol): nÄN-H� 3224, nÄC�N�
1571, 1594 cmÿ1.

[13] Kristallstrukturanalyse von 1b : Raumgruppe P1Å (Nr. 2), a� 13.36(1),
b� 18.30(2), c� 10.04(1) �, a� 103.26(9)8, b� 91.85(9)8, g�
78.32(8)8, V� 2339(4) �3, Z� 2, 1ber.� 1.39 g cmÿ3, 2qmax� 50.08,
MoKa (l� 0.71069 �), wÿ 2q, 8.08minÿ1 (in w), (1.26� 0.3 tanq)8,
ÿ105 8C, 8616 Reflexe, davon 8231 unabhängig. Lorentz- und
Polarisationskorrektur wurden durchgeführt, jedoch keine Absorp-
tionskorrektur. Die Struktur wurde mit Direkten Methoden gelöst
und mit Fourier-Verfahren unter Verwendung von teXan-Software
verfeinert. Zahl der beobachteten Reflexe (I> 3.00s(I)) 3147, Zahl
der Variablen 577. H-Atome wurden berücksichtigt, jedoch nicht
verfeinert. R� 0.056, wR� 0.64, verfeinert gegen jF j . Die kristallo-
graphischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser Veröffentli-
chung beschriebenen Struktur wurden als ¹supplementary publication
no. CCDC-101 249ª beim Cambridge Crystallographic Data Centre
hinterlegt. Kopien der Daten können kostenlos bei folgender
Adresse in Groûbritannien angefordert werden: CCDC, 12 Union
Road, Cambridge CB2 1EZ (Fax: (�44) 1223-336-033; E-mail :
deposit@ccdc.cam.ac.uk).
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Der b-o-Nitrobenzylester der Asparaginsäure wurde durch
In-vitro-Suppression der Amber-Mutation (Amber-Codon�
Terminations-Codon UAG) Asp38!TAG in das Ras-Protein
eingeführt, wobei eine chemisch aminoacylierte Suppressor-
tRNA verwendet wurde.[9, 18] Sowohl der Wildtyp (WT) als
auch die Mutante enthalten eine verkürzte Version des ras-
Gens, bei der die 18 C-terminalen Aminosäuren durch einen
Schwanz aus sechs Histidinen (His tag) ersetzt wurden, um die
Reinigung zu erleichtern.[19] Das Aspartat wurde N-terminal
mit Chlorameisensäureallylester geschützt und dann mit
Dicyclohexylcarbodiimid, 4-Dimethylaminopyridin und 1-
Hydroxy-1H-benzotriazol in den Bisnitrobenzylester über-
führt. Anschlieûend wurde selektiv die a-Nitrobenzylester-
gruppe mit Lithiumhydroxid hydrolysiert.[20] Das N-Allyloxy-
carbonyl-b-nitrobenzylaspartat wurde aktiviert und an das
Dinucleotid pdCpA gekuppelt, dann wurde das aminoacy-
lierte Dinucleotid wie bereits beschrieben mit der Suppressor-
tRNACUA verknüpft.[18] Die In-vitro-Expression des WT-ras-
Gens unter Kontrolle des T7-Promotors lieferte eine Pro-
teinausbeute von ca. 20 mg mLÿ1. Die Suppressionseffizienz
der Nb-Asp-acylierten tRNACUA an Position 38 betrug etwa
60 %. Vollständig nichtacylierte Suppressor-tRNACUA ergab
verglichen mit Nb-Asp-acylierter tRNACUA bei der In-vitro-
Proteinsynthese mit dem Gen für die TAG-Mutante weniger
als 1 % Ras-Protein.[21] Diese Kontrollreaktion verdeutlicht,
daû das so hergestellte inaktivierte Ras-Protein weitgehend
frei von unerwünschten Proteinen ist, die durch Ablesen des
Amber-Codons durch hierfür nicht spezifische tRNAs ent-
stehen. Der Wildtyp und das mutierte Protein wurden durch
Nickel-Affinitätschromatographie gereinigt und beide in ca.
50 % Ausbeute mit einer Reinheit >95 % erhalten.[22]

Die intrinsische GTPase-Aktivität des Wildtyps und des
mutierten Proteins wurden durch Messung der GTP-Hydro-
lysegeschwindigkeit in einem Experiment mit einmaligem
Umsatz (single-turnover) in Gegenwart von [g-32P]GTP
bestimmt.[23] Die Reaktionsprodukte wurden chromatogra-
phisch an Polyethylenimin getrennt und anhand ihrer Radio-
aktivität quantifiziert. Die Katalysegeschwindigkeiten kcat des
Ras-Wildtyps und der Mutante unterscheiden sich nur
geringfügig voneinander.[24] Ihre intrinsischen GTPase-Ak-
tivitäten bleiben bei Bestrahlung mit Licht der Wellenlänge
355 nm (frequenzverdreifachter Neodym-YAG-Laser) unver-
ändert (Tabelle 1).[25] Im Unterschied zum Ras-Wildtyp weist
das modifizierte Protein unter Single-turnover-Bedingungen
und in Gegenwart eines 100fachen Überschusses an p120-GAP

keine p120-GAP-vermittelte GTPase-Aktivität auf.[26] Diese
Ergebnisse zeigen, daû die o-Nitrobenzylgruppe eine produktive
Assoziation von Ras und p120-GAP effizient verhindert.

Bei Bestrahlung zersetzen sich o-Nitrobenzylester schnell
in die freie Säure und Nitrosobenzaldehyd.[27] Durch Photo-
lyse des modifizierten Ras-Proteins wurden ca. 50 % der
GAP-abhängigen GTPase-Aktivität des Wildtyps wiederher-
gestellt (Tabelle 1).[25, 26] Die Umwandlung wurde auûerdem
durch denaturierende Polyacrylamidgel-Elektrophorese des
mit [35S]Methionin markierten Proteins verfolgt (Abb. 1). Das
modifizierte Protein hat eine etwas geringere elektrophore-
tische Mobilität als der Wildtyp. Nach der Photolyse zur
Entfernung der o-Nitrobenzylestergruppe entsteht aus etwa
50 % des mutierten Proteins ein Produkt mit der gleichen
Mobilität wie die des Ras-WTs. Die ¾hnlichkeit bezüglich des
Ausmaûes der wiederhergestellten p120-GAP-vermittelten
GTPase-Aktivität und des Ausmaûes der photolytischen
Umwandlung in ein Produkt mit der gleichen elektrophore-
tischen Mobilität wie die des Ras-WTs weisen darauf hin, daû

Abb. 1. Autoradiogramm eines SDS-Polyacrylamidgels (16 %) mit den
gereinigten, [35S]Methionin-markierten Produkten der In-vitro-Transla-
tion, WT-Ras und Nb-Asp-Mutante, vor und nach der Bestrahlung. Das
modifizierte Protein (Bahn 3) hat eine etwas geringere elektrophoretische
Mobilität als der Wildtyp (Bahn 1). Nach der photolytischen Abspaltung
der o-Nitrobenzylestergruppe weisen etwa 50% der Mutante eine verän-
derte elektrophoretische Mobilität auf (Bahn 4), während die Mobilität des
Wildtyps unverändert bleibt (Bahn 2).

das nichtmodifizierte Protein eine p120-GAP-abhängige
GTPase-Aktivität hat. Eine längere Bestrahlung der inakti-
ven Mutante hatte keine erhöhte Umwandlung in den
Ras-WT zur Folge. Dies könnte daran liegen, daû der
Asparaginsäurenitrobenzylester mit den im In-vitro-Synthe-
seansatz vorhandenen Aminosäuren (300 mm) reagiert und
dabei eine inaktive Amid-Seitenkette entsteht. Vielleicht
wird Ras aber auch durch den als Nebenprodukt der
Photolyse entstehenden o-Nitrosobenzaldehyd modifiziert.[28]

Diese Ergebnisse zeigen, daû durch Einführung von Nb-
Asp an Position 38 von Ras ein modifiziertes Protein entsteht,
das zwar die volle intrinsische Katalyseaktivität aufweist, jedoch
nicht an der Signaltransduktion über sein Effektorprotein
p120-GAP teilnehmen kann. Nach Bestrahlung der Mutante
entsteht daraus wieder das Wildtyp-Protein, und die Fähigkeit
zur Wechselwirkung mit dem Effektor ist wiederhergestellt.

Eingegangen am 3. Dezember 1997,
veränderte Fassung am 14. April 1998 [Z 11227]

Tabelle 1. Intrinsische und p120-GAP-vermittelte GTPase-Aktivitäten
des Wildtyps und der Mutante des Ras-Proteins vor und nach der
Bestrahlung.

spez. Aktivität
kcat [sÿ1� 104][a] [% GTP minÿ1� 103][b]

Protein (ÿGAP) (ÿGAP) (�GAP)[c] Verhältnis[d]

Nb-Asp[e] 1.6� 0.02 7.6� 0.3 8.0� 0.08 1.1
Nb-Asp[f] 1.5� 0.2 6.9� 0.6 24� 2 3.5
WT[e] 1.7� 0.1 7.8� 0.2 57� 0.4 7.2
WT[f] 1.6� 0.4 7.2� 1 56� 3 7.8

[a] Lit. [22, 23]. [b] Die Aktivität wurde als initiale Geschwindigkeit des
Umsatzes von GTP zu GDP berechnet. [c] Lit. [25]. [d] Verhältnis der
Aktivitäten ohne und mit p120-GAP.[29] [e] Vor der Bestrahlung. [f] Nach
der Bestrahlung.
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[P]/[E ´ S]0� kcat/(kcat� koff) exp[ÿ (kcat�koff) t]. Hierbei ist [P] die
Konzentration des Produkts GDP, t die Zeit und koff die Geschwindig-
keit der Dissoziation von GTP aus dem E ´ S-Komplex. Diese
Beziehung beruht auf folgenden Annahmen: Der E ´ S-Komplex
bildet entweder das Produkt oder zerfällt in freies Enzym und freies
Substrat; die beobachtete Reaktion verläuft streng unter einmaligem
Umsatz, da das markierte Substrat, nachdem es vom Enzym
dissoziiert ist, mit dem im Überschuû vorliegenden unmarkierten
Substrat um die Bindungsstelle des Enzyms konkurriert und sich
daher wahrscheinlich nicht wieder anlagert. Die Dissoziation des
Produkts ist dabei nicht geschwindigkeitsbestimmend, da der E ´ P-
Komplex durch Zugabe der Stop-Lösung zerstört wird.

[25] Der Wildtyp und das modifizierte Protein wurden bis zu 5 min mit
einem Laser (verdreifachte Frequenz, ca. 100 mJ bei 355 nm, nomi-
nale Pulsdauer 7 ns; Spectra Physics, Modell GCR-150-10) bestrahlt.
Eine längere Photolyse führt nicht zu vermehrter Umsetzung. Die
Reaktionslösungen wurden in Quarz-Küvetten bestrahlt und dabei
gerührt, um eine gleichmäûige Bestrahlung zu gewährleisten. Um eine
Überhitzung zu vermeiden, wurden sie vor der Bestrahlung auf 4 8C
gekühlt. 500 mL Reaktionslösung enthielten 10 nm WT- oder modifi-
ziertes Ras-Protein in 50mm HEPES, (pH 7.5), 1 mm MgCl2, 200 mm
NaCl, 1 mm DTT, 0.1% BSA und 10mm Semicarbazid ´ HCl, um das als
Nebenprodukt gebildete Nitrosobenzaldehyd abzufangen.

[26] Der p120-GAP-Assay wurde durch Isolierung des E ´ S-Komplexes
wie in Lit. [23] beschrieben durchgeführt, auûer daû ein mehr als
100facher Überschuû von p120-GAP gegenüber Ras nach der Auf-
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teilung des E ´ S-Komplexes auf getrennte Reaktionsansätze zugege-
ben wurde. Das p120-GAP-Protein war eine Spende von H. Chung[19]

und wurde durch Überexpression von einem pUC18-Abkömmling
erhalten, in dem das Gen für p120-GAP aus Rind unter Kontrolle des
trp-Promotors enthalten ist: M. S. Marshall, W. S. Hill, A. S. Ng, U. S.
Vogel, M. D. Schaber, E. Scolnick, R. A. F. Dixon, I. S. Sigal, J. B.
Gibbs, EMBO J. 1989, 8, 1105 ± 1110.

[27] H. Schupp, W. K. Wong, W. Schnabel, J. Photochem. 1987, 36, 85 ±
97.

[28] Die Entschützung verläuft effizienter, wenn die o-Nitrobenzylgruppe
an der a-benzylischen Position substituiert ist: Bei der Photolyse
dieser Verbindungen entstehen als Nebenprodukte die weniger
reaktiven Nitrosoketone. Versuche, die Ausbeute der Photolyse durch

den Einsatz von b-1-(3,4-Methylendioxy-6-nitrobenzyl)ethylaspartat
zu erhöhen, führten zu einer geringeren Ausbeute an mutiertem
Protein.

[29] Bei vollständiger Sättigung kann p120-GAP die Geschwindigkeit der
GTP-Hydrolyse von Ras auf das 105fache beschleunigen;[30] die
Katalysegeschwindigkeit wird dabei jedoch durch die Verfügbarkeit
von Ras limitiert, das in einer Konzentration von ca. 10nm vorliegt,
aber einen Kd-Wert von etwa 17 mm für die Bindung an p120-GAP
aufweist.[31]

[30] P. Gideon, J. John, M. Frech, A. Lautwein, R. Clark, J. E. Scheffler, A.
Wittinghofer, Mol. Cell. Biol. 1992, 12, 2050 ± 2056.

[31] J. F. Eccleston, K. J. M. Moore, L. Morgan, R. H. Skinner, P. N. Lowe,
J. Biol. Chem. 1993, 268, 27012 ± 27019.


