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Das Guaninnukleotid-bindende (GNB-)Protein Ras kon-
trolliert als eine zentrale Komponente im zellul�ren Signal-
leitungsnetzwerk Proliferation, Differenzierung und Apop-
tose von Zellen. Es wechselt zwischen einer inaktiven GDP-
gebundenen und einer aktiven GTP-gebundenen Form und
agiert damit als molekularer Schalter, der durch Guanin-
nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) und GTPase-aktivie-
rende Proteine (GAPs) reguliert wird (siehe z. B. Lit. [1]). Im
Komplex mit GTP wechselwirkt Ras mit hoher Affinit�t mit
Effektoren wie Raf-Kinase, RalGDS oder PI3-Kinase, die das
ankommende, aktivierende Signal an nachgeschaltete Ziel-
molek�le weiterleiten.[2] Mit 31P-NMR-Spektroskopie kçnnen
zwei Konformationszust�nde in Ras identifiziert werden,
wenn es Nukleosidtriphosphate (T) gebunden hat. Diese
wurden als Zustand 1(T) und 2(T) bezeichnet.[3] Die beiden
Zust�nde wurden zun�chst �ber spektroskopische Eigen-
schaften definiert: Im Zustand 1(T) sind die 31P-NMR-Re-
sonanzlinien der a- und g-Phosphatgruppe relativ zu den
Resonanzlinien f�r den Zustand 2(T) tieffeldverschoben.[4]

Die beiden Zust�nde befinden im dynamischen Gleichge-
wicht miteinander, mit Austauschraten von 103 s�1 bei
Raumtemperatur. Ras im Zustand 1(T) weist eine um mehr
als zwei Grçßenordnungen geringere Affinit�t f�r Effektor-
proteine auf als Ras im Zustand 2(T).[4, 5] Bei 283 K betragen
die Dissoziationskonstanten KD f�r Raf-RBD von Ras im
Zustand 1(T) und 2(T) 7 bzw. 0.012 mm.[4b] Im Unterschied zu

den Effektoren bindet der Guaninnukleotid-Austauschfaktor
Sos mit seiner katalytischen Bindungsstelle vorzugsweise an
Ras im Zustand 1(T).[6] Der Zustand 2(T) wird dagegen sta-
bilisiert, wenn Ras im Komplex mit den Ras-Bindedom�nen
(RBD) von seinen Effektoren wie der Raf-Kinase, RalGDS,
AF-6 oder Byr2 vorliegt,[3,7] und wird deshalb als Effektor-
bindender Zustand bezeichnet. Der Wildtyp (wt) von H-
Ras(1–166) im Komplex mit dem nat�rlichen Liganden GTP
weist eine Gleichgewichtskonstante K12 zwischen den beiden
Zust�nden 1(T) und 2(T) von 11.3 auf.[8] So genannte Partial-
Loss-of-Function-Mutanten wie Ras(T35A) oder Ras(T35S)
kçnnen im Komplex mit Triphosphatnukleosiden unter phy-
siologischen Konzentrationen nur einen Teil der bekannten
Effektoren binden. Sie liegen �berwiegend im schwach Ef-
fektor-bindenden Konformationszustand 1(T) vor.[4b] In der
Krebsforschung ist das Ras-Protein ein wichtiges Zielmole-
k�l, da es in rund 30 % aller menschlichen Tumorerkran-
kungen in entscheidender Weise involviert ist.[9] Onkogenes
Ras kann weder durch seine intrinsische GTPase-Aktivit�t
noch durch GAP ausgeschaltet werden und tr�gt dadurch zur
unkontrollierten Zellproliferation und damit zur Tumorent-
wicklung bei.

Derzeit werden große Anstrengungen unternommen, die
Ras-vermittelte Signalleitung durch niedermolekulare Ver-
bindungen zu unterbrechen, die direkt mit Ras wechselwir-
ken sollen. Hierzu werden unterschiedliche Strategien ver-
folgt: 1) die Verhinderung der Ras-Aktivierung durch die
Inhibierung des Nuklotidaustauschs[10] oder 2) die Wieder-
herstellung der GTPase-Aktivit�t bei onkogenen Ras-
Mutanten, was die Inaktivierung von Ras zur Folge h�tte.[11]

F�r letzteren Ansatz konnten bisher jedoch keine derart
wirksamen Molek�le gefunden werden. 3) Eine weitere
Strategie ist die Inhibierung der Wechselwirkung zwischen
Ras und den Effektoren durch niedermolekulare Verbin-
dungen[12] oder Peptide.[13] F�r diesen Ansatz bietet die se-
lektive Stabilisierung des nur schwach Effektor-bindenden
Zustands 1(T) durch niedermolekulare Verbindungen eine
vielversprechende neuartige Strategie zur Inhibierung der
Signalleitung von onkogenem Ras.[14] In der Tat erkennen
M2+-Cyclene und deren Peptidkonjugate selektiv den Kon-
formationszustand 1(T).[15] Dieser kleine Ligand wechsel-
wirkt dabei direkt mit dem g-Phosphat des gebundenen Nu-
kleotids.[16]

Liganden, die an das g-Phosphat des Nukleotids in der
Nukleotid-Bindetasche binden, sind von Natur aus Kandi-
daten zur Stabilisierung des Zustands 1(T). Da der allge-
meine Wirkmechanismus grunds�tzlich jedoch auf einem al-
losterischen Mechanismus beruht, muss sich die Liganden-
Wechselwirkungsstelle nicht notwendigerweise in der Bin-
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dungsstelle des Nukleotids oder innerhalb der Effektor-
Wechselwirkungsfl�che befinden. Wir beschreiben hier eine
alternative Klasse von Zustand-1(T)-stabilisierenden Mole-
k�len, die mit Ras·Mg2+·GTP außerhalb der Nukleotid-Bin-
dungsstelle wechselwirken. Die Ausgangsverbindungen sind
Metall(II)-bis(2-picolyl)amine (M2+-BPAs;[17] Abbildung 1a),
die das Gleichgewicht zwischen Zustand 1(T) und 2(T) in
gew�nschter Weise beeinflussen.[18]

Zustand-1(T)-Inhibitoren kçnnen auf einfache Weise
detektiert werden, indem die 31P-NMR-Signale analysiert
werden, die Ras·Mg2+·GppNHp (GppNHp = Guanosin-5’-
(b,g-imino)triphosphat) im Zustand 1(T) oder 2(T) repr�-

sentieren. Die Integrale der Signale sind dabei proportional
zur Population von Ras im entsprechenden Zustand. Bei
Ras(wt) werden je zwei S�tze von Resonanzlinien f�r das a-
und g-Phosphat detektiert, wenn das Protein mit dem GTP-
Analogon GppNHp komplexiert ist.[3,5a] In Gegenwart von
Zn2+-BPA nehmen die Integrale der Resonanzlinien des a-
und g-Phosphats des Ras(wt) zu, die charakteristisch f�r den
Konformationszustand 1(T) sind, w�hrend diejenigen ab-
nehmen, die dem Zustand 2(T) entsprechen (Abbildung 1b).
Die 31P-chemischen Verschiebungen des Protein-gebundenen
Nukleotids �ndern sich nur leicht, wenn Zn2+-BPA gebunden
wird. Dagegen f�hrt die Wechselwirkung von Zn2+-BPA mit
freiem Mg2+·GppNHp zu großen �nderungen der chemi-
schen Verschiebungen. Bei der gleichen Ligandenkonzen-
tration zeigen die Resonanzlinien des a- und b-Phosphats
eine Verschiebungs�nderung zu hçherem Feld von mehr als
einem ppm, und die Resonanzlinie des g-Phosphats erf�hrt
eine �nderung der chemischen Verschiebung von d =

0.8 ppm zu tieferem Feld (Tabelle S1 der Hintergrundinfor-
mationen (SI)). Diese Verschiebungs�nderungen beruhen in
erster Linie auf der direkten Wechselwirkung zwischen dem
Zn2+-Ion und den Phosphatgruppen. Da Effekte �hnlicher
Grçßenordnung auch zu erwarten w�ren, wenn das Protein-
gebundene Nukleotid direkt mit Zn2+-BPA wechselwirken
w�rde, ist das Metall-Ion im Proteinkomplex aller Wahr-
scheinlichkeit nach nicht direkt an eines der Phosphate ge-
bunden. Eine zus�tzliche Auswirkung der Zn2+-BPA-Bindung
ist, dass bei einer Zn2+-BPA-Konzentration von 6 mm Signale
von freiem Mg2+·GppNHp im Komplex mit Zn2+-BPA (Ta-
belle S1 (SI)) im Spektrum sichtbar werden (Abbildung 1b)
und gleichzeitig Nukleotid-freies Ras ausf�llt (analysiert
durch SDS-PAGE). Bei der hçchsten Zn2+-BPA-Konzentra-
tion, die hier zugegeben wurde (10 mm), waren etwa 50% des
gesamten Nukleotids in der Probe freigesetzt.

Mithilfe von S�ttigungstransferdifferenz(STD)-NMR-
Spektroskopie[19] konnten wir die Affinit�t von Zn2+-BPA
(Abbildung S1 a (SI)) zu aktiviertem Ras bestimmen. F�r die
Mutante Ras(T35A)·Mg2+·GppNHp, die weitgehend im Zu-
stand 1(T) vorliegt, der den Effektor nur schwach bindet,[4b]

erhalten wir eine gemessene Dissoziationskonstante von
(2.1� 0.3) mm (Abbildung S1 c (SI)).

Die Verschiebung des Gleichgewichts zum niederaffinen
Zustand f�r Effektoren durch Zn2+-BPA findet man auch im
Komplex der onkogenen Mutante Ras(G12V) mit dem GTP-
Analogon GppNHp (Abbildung 1c, unten). Da Ras-
(G12V)·Mg2+·GTP eine sehr langsame Hydrolyse f�r GTP
von 0.002 min�1 bei 37 8C aufweist,[8] kçnnen mit dieser Mu-
tante auch Untersuchungen im Komplex mit dem nat�rlichen
Substrat GTP bei tiefer Temperatur durchgef�hrt werden.
Der Satz von Phosphorresonanzlinien des gebundenen Nu-
kleotids, der im 31P-NMR-Spektrum von Ras-
(G12V)·Mg2+·GTP �berwiegt (Abbildung 1c, oben), wurde
bereits dem Konformationszustand 2(T) zugeordnet.[8] In
Gegenwart von Zn2+-BPA wird ein zweiter Satz von Reso-
nanzlinien f�r das g- und b-Phosphat detektiert (Abbil-
dung 1c). Die Werte der chemischen Verschiebungen ent-
sprechen denen, die typisch f�r den Zustand 1(T) sind und
auch in den Spektren von Ras(wt)·Mg2+·GTP beobachtet
werden (Tabelle S1 (SI)).

Abbildung 1. Einfluss von M2+-BPA auf das dynamische Gleichgewicht
aktiver Ras-Komplexe. a) Molek�lstruktur von Zink(II)-bis(2-picolyl)-
amin. b) 31P-NMR-Spektren von 0.4 mm Ras(wt)·Mg2+·GppNHp in Ab-
wesenheit (A) und in Anwesenheit von Zn2+-BPA in Konzentrationen
von 3 mm (B), 5.6 mm (C) und 9 mm (D). Pi = anorganisches Phos-
phat. c) Einfluss von Zn2+-BPA auf Ras(G12V). 31P-NMR-Spektren von
0.6 mm Ras(G12V)·Mg2+·GppNHp (A, B) und 0.6 mm Ras-
(G12V)·Mg2+·GTP (C, D) in Abwesenheit (A, C) und in Anwesenheit
von 5.3 mm (B) bzw. 11 mm Zn2+-BPA (D). d) Einfluss von Cu2+-BPA
auf Ras·Mg2+·GppNHp. 31P-NMR-Spektren von 0.6 mm

Ras(wt)·Mg2+·GppNHp in Abwesenheit (A) und in Anwesenheit von
4.3 mm Cu2+-BPA (B). 0.7 mm Ras(T35A)·Mg2+·GppNHp in Abwesen-
heit (C) und in Anwesenheit von 5 mm Cu2+-BPA (D). Alle Experimente
wurden bei 278 K durchgef�hrt. Der Puffer enthielt 40 mm Tris/HCl
pH 7.5, 10 mm MgCl2, 2 mm DTE, 0.2 mm DSS und 5% D2O. a1, b1,
g1, a2, b2, g2 : Resonanzlinien der a-, b-, und g-Phosphatgruppe in Zu-
stand 1(T) bzw. Zustand 2(T). DTE = Dithioerythritol, DSS=2,2-Dime-
thyl-2-silapentan-5-sulfons�ure, Tris = Tris(hydroxymethyl)amino-
methan.
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Um quantitativere Strukturinformationen zu erhalten,
verwendeten wir das paramagnetische Cu2+-Derivat von
BPA. Im Unterschied zum diamagnetischen Zn2+-Ion indu-
ziert das Cu2+-Ion durch das starke magnetische Dipol-
moment des ungepaarten Elektrons eine Distanz-abh�ngige
T2-Relaxation (Linienverbreiterung) bei den r�umlich be-
nachbarten Kernen. Im Wildtyp-Ras·Mg2+·GppNHp sind die
Resonanzlinien, die den Phosphatgruppen dem Zustand 1(T)
zugehçren, stark verbreitert (Abbildung 1d), w�hrend dieje-
nigen, die dem Zustand 2(T) zuzuordnen sind, anscheinend
nicht beeinflusst werden. Diese Beobachtung zeigt, dass Cu2+-
BPA ausschließlich an den Zustand 1(T) bindet. Die Reso-
nanzlinie des a-Phosphats im Zustand 1(T) ist selbst bei
einem molaren Verh�ltnis Cu2+-BPA/Ras von 8:1 (d.h.
4.3 mm) detektierbar, und sein Integral nimmt relativ zu dem
Zustand 2(T) zugehçrigen Signal zu. Dies bedeutet, dass die
Bindung von Cu2+-BPA das Gleichgewicht hin zum schwach
Effektor-bindenden Zustand 1(T) bei Ras(wt) verschiebt. Bei
der Zustand-1(T)-Mutante Ras(T35A)·Mg2+·GppNHp (Ab-
bildung 1 d) kann dieser Effekt der Linienverbreiterung be-
sonders deutlich beobachtet werden. Wie bei Ras(wt) werden
die Signale des b- und g-Phosphats viel st�rker verbreitert als
die des a-Phosphats. Bei einem molaren Verh�ltnis von Cu2+-
BPA zu Ras von 4:1 nimmt die Linienbreite der g-Phos-
phatresonanzlinie, die dem Zustand 1(T) zugeordnet ist, auf
563 Hz zu, w�hrend sie in Abwesenheit des Liganden 71 Hz
betr�gt. Bei einer Konzentration von 5 mm Cu2+-BPA ist das
Signal nicht mehr �ber dem Rauschniveau detektierbar
(Abbildung 1d).

Die 31P-NMR-spektroskopischen Daten weisen darauf
hin, dass M2+-BPA nicht direkt an die Phosphate des Nu-
kleotids bindet, da keine �nderungen in den chemischen
Verschiebungen beobachtet werden, die bei einer direkten
Wechselwirkung auftreten. Zus�tzliche Informationen �ber
die Bindungsstelle konnten �ber die paramagnetische Rela-
xationsverst�rkung durch Cu2+-BPA im [1H,15N]-HSQC-
Spektrum von Ras(T35A)·Mg2+·GppNHp erhalten werden.
Der diamagnetische Ligand Zn2+-BPA bewirkt analoge �n-
derungen der chemischen Verschiebungen Ddcombined> s0

corr

bei den Titrationsexperimenten (Abbildung S2 a (SI)). Die
st�rksten Verschiebungs�nderungen werden f�r die Amino-
s�urereste Asp38, Ser39 und Tyr40 sowie f�r die C-terminalen
Aminos�uren Ile163, Gln165 und His166 detektiert. Weitere
große �nderungen finden sich bei Ile139, das nahe dem C-
Terminus liegt, und bei Lys147, das sich nahe dem Nukleotid-
Bindemotiv G1 befindet. Phe28, das Teil des G1-Motivs ist
und starke hydrophobe Wechselwirkungen mit der Guanin-
Base eingeht, ist ebenso wie die Reste seiner direkten Um-
gebung betroffen. In Tabelle S2 (SI) sind die Ergebnisse der
[1H,15N]-HSQC-Titrationsexperimente an Ras mit M2+-BPA
zusammengefasst. Eine farbliche Hervorhebung dieser Daten
auf der Oberfl�che der NMR-Struktur von Ras-
(T35S)·Mg2+·GppNHp[20] zeigt zwei verschiedene Bindungs-
stellen: Eine Bindungsstelle (Abbildung S2b, C und D (SI))
befindet sich direkt am C-terminalen Ende von Ras und der
Schleife L7. Eine �hnliche Stelle an Ras wurde auch f�r die
Bindung von M2+-Cyclen durch NMR-Spektroskopie und
Rçntgenkristallographie gefunden.[16] Die zweite Bindungs-
stelle (Abbildung S2b, A und B (SI)) befindet sich nahe dem

aktiven Zentrum von Ras und scheint verantwortlich f�r die
Stabilisierung des Zustands 1(T) zu sein. Die Effekte sowohl
in der �nderung der chemischen Verschiebungen als auch in
der paramagnetischen Relaxationsverst�rkung zeigen deutli-
che Unterschiede zur Bindung von M2+-Cyclen. M2+-BPA ist
hçchstwahrscheinlich außerhalb der Nukleotid-Bindetasche
nahe den Aminos�uren Asp38, Ser39 und Tyr40 lokalisiert.

An der Bindungsstelle am C-Terminus von Ras bewirkt
M2+-BPA die st�rksten paramagnetischen Relaxations- und
diamagnetischen Verschiebungseffekte bei den Aminos�uren
Gln165 und His166. Das Metall-Ion von Zn2+-Cyclen ist in
der Rçntgenstruktur direkt an den Imidazolring des His166
gebunden. Deshalb wird eine Koordination des Metall-Ions
von M2+-BPA an den Imidazolring des His166 wahrscheinlich
auch die Liganden-Bindungsstelle 2 definieren. Bei der Mu-
tante Ras(T35A/H166A) sollte die zweite Bindungsstelle f�r
M2+-BPA und M2+-Cyclen somit zerstçrt sein. STD-NMR-
Experimente zeigen, dass diese Mutante trotzdem die Li-
ganden binden kann. In den sofast[1H,15N]-HMQC-Spektren
werden deutliche �nderungen in den chemischen Verschie-
bungen an der Bindungsstelle 1 beobachtet. An der Binde-
position 2 am C-Terminus sind dagegen beinahe keine Ef-
fekte mehr zu detektieren (Abbildungen S3 und S4 (SI)). Die
erhaltenen �nderungen der chemischen Verschiebungen in
der Bindungsstelle 1 unterscheiden sich in ihren Mustern
deutlich zwischen der Bindung von Zn2+-Cyclen und Zn2+-
BPA (Abbildung S3 (SI)). Die Zugabe von Cu2+-BPA f�hrt
im 31P-NMR-Spektrum von Ras(T35A/H166A)·Mg2+·
GppNHp (Abbildung 2a) zur gleichen Linienverbreiterung
wie bei Ras(T35A)·Mg2+·GppNHp (Abbildung S2 c (SI)).
Diese Befunde zeigen, dass die Wechselwirkung des Liganden
mit der C-terminalen Bindungsstelle nicht f�r die Stabilisie-
rung des Zustands 1(T) verantwortlich ist. Wenn Cu2+-BPA
an der gleichen Stelle binden w�rde wie das diamagnetische

Abbildung 2. Titration von Ras(T35A/H166A) mit Cu2+-BPA und Zn2+-
Cyclen und Titration von Ras(G12V) mit Zn2+-Cyclen oder Zn2+-BPA.
a) Die Probe enthielt zu Beginn 2.1 mm Ras(T35A/H166A)·Mg2+·
GppNHp. A) 31P-NMR-Spektrum der Probe ohne Ligand, B) in Anwe-
senheit von 1.6 mm Cu2+-BPA, C) 3.6 mm Cu2+-BPA bzw. D) 14.8 mm

Cu2+-BPA. E) Spektren der Probe mit 14.6 mm Cu2+-BPA und 10 mm

Zn2+-Cyclen und (F) mit 14.4 mm Cu2+-BPA und 22.5 mm Zn2+-Cyclen.
b) Stabilisierung des Zustands 1(T) in der onkogenen Mutante Ras-
(G12V) durch Zn2+-BPA oder Zn2+-Cyclen. A) 31P-NMR-Spektrum von
0.6 mm Ras(G12V)·Mg2+·GppNHp, B) Probe von (A) in Anwesenheit
von 24 mm Zn2+-Cyclen oder C) in Anwesenheit von 5.3 mm Zn2+-BPA.
Alle Spektren wurden bei 278 K aufgenommen. Der Puffer enthielt
50 mm Tris/HCl pH 7.5, 10 mm MgCl2, 10 % D2O und 0.1 mm DSS.
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Zn2+-Cyclen, sollte es vom Komplex dissoziieren, wenn Zn2+-
Cyclen in hçheren Konzentrationen zugegeben wird. Dies ist
klar sichtbar nicht der Fall (Abbildung 2). Dies st�tzt die
Annahme, dass die Bindungsstelle von M2+-BPA außerhalb
der Nukleotid-Bindespalte lokalisiert ist.

Das Ziel des Wirkstoffdesigns ist letztlich die Inhibierung
onkogener, aktivierter Ras-Mutanten. Eine prominente
Gruppe von onkogenen Ras-Mutanten weist eine Mutation
an der Aminos�ureposition 12 auf. Deshalb untersuchten wir
die Wechselwirkung von Zn2+-BPA und Zn2+-Cyclen mit der
Mutante Ras(G12V). In Abbildung 2b sind die Ergebnisse
gezeigt: Beide Molek�le vermçgen den Zustand 1(T) zu sta-
bilisieren, wobei aber das hier beschriebene Zn2+-BPA
deutlich wirkungsvoller als das Cyclen-Derivat ist. W�hrend
Zn2+-BPA in der Lage ist, das Konformationsgleichgewicht
bei einer Konzentration von 5 mm vollst�ndig zum Zu-
stand 1(T) zu verschieben, wird dies durch Zn2+-Cyclen selbst
bei einer 5-mal hçheren Konzentration noch nicht erreicht.
Dieser Befund gr�ndet wahrscheinlich auf einer sterischen
Hinderung der Val12-Seitenkette, die nahe am g-Phosphat
liegt. F�r die Bindung von Zn2+-BPA spielt diese Seitenkette
dagegen keine Rolle, da dieser Ligand außerhalb des aktiven
Zentrums bindet.

Die experimentellen Daten (Tabelle S2 (SI)) wurden dazu
verwendet, eine Struktur des Komplexes von Zn2+-BPA mit
Ras·Mg2+·GppNHp zu berechnen. Da wir zeigen konnten,
dass die Zn2+-BPA-Wechselwirkung an der Bindungsstelle 1,
nicht jedoch an Bindungsstelle 2, das Gleichgewicht zum
Zustand 1(T) verschiebt, ist f�r die Berechnung des Kom-
plexes nur die Bindungsstelle 1 von Zn2+-BPA an
Ras·Mg2+·GppNHp im Zustand 1(T) von pharmazeutischem
Interesse. Wir haben gezeigt, dass Zn2+-BPA auch an Ras im
Komplex mit Zn2+-Cyclen binden kann und verwendeten
deshalb als Startstruktur f�r das Ligandendocken die bereits
bestimmte Komplexstruktur von Ras und Zn2+-Cyclen.[16]

Das Programm HADDOCK[21] wurde f�r die Berechnungen
der Komplexstrukturen verwendet. Die Basis bildeten dabei
�nderungen der chemischen Verschiebungen (mehrdeutige
Beschr�nkungen) aus den Titrationsexperimenten mit Zn2+-
BPA und die Befunde der paramagnetischen Relaxations-
verst�rkung (eindeutige Beschr�nkungen) aus den Titra-
tionsexperimenten mit Cu2+-BPA (Tabelle S2 (SI)). Die er-
haltenen Komplexstrukturen mit hohen HADDOCK-
Bewertungen sind alle sehr �hnlich. Die Struktur mit der
hçchsten Bewertung ist in Abbildung 3 dargestellt. In dieser
Struktur ist Zn2+-BPA in einer negativ geladenen Tasche in
der Zustand-1(T)-Struktur lokalisiert. Das Zn2+-Ion ist dabei
an das Carboxylatanion der Seitenkette von Asp38 gebunden.
Die Methylengruppen und ein aromatischer Ring sind im
engen Kontakt zur Oberfl�che des Proteins, wie es auch durch
die STD-NMR-Experimente vorhergesagt wurde (Abbil-
dung S1 (SI)). Es soll hier darauf hingewiesen werden, dass
diese Bindungsstelle auch einem k�rzlich vorhergesagten
Hotspot f�r Ras-Liganden entspricht.[12c,d]

Wie oben gezeigt, stabilisiert Zn2+-BPA den schwach Ef-
fektor-bindenden Zustand 1(T). Deshalb kann es als Aus-
gangsstruktur f�r die allosterische Inhibierung der Ras-
Signalleitung �ber die Effektorbindung herangezogen
werden. Wie durch 31P-NMR-Spektroskopie[4b] gezeigt, kann

bei der Zustand-1(T)-Mutante Ras(T35S)·Mg2+·GppNHp das
dynamische Gleichgewicht in Gegenwart von Raf-RBD hin
zum stark Effektor-bindenden Zustand 2(T) verschoben
werden (Abbildung 4a). Wie erwartet, wird es jedoch durch
Zugabe von Zn2+-BPA wieder zum schwach Effektor-bin-
denden Zustand 1(T) zur�ckverlagert: Die Integrale der Si-
gnale, die den Zustand 1(T) repr�sentieren, wachsen bei
Zugabe von Zn2+-BPA (Abbildung 4a).

Zus�tzlich wurden Stopped-Flow-Fluoreszenzexperi-
mente mit Ras(wt) durchgef�hrt, das ein GTP-Analogon mit
einer N’-Methylanthraniloyl-Fluoreszenzmarkierung (mant-
GppNHp) gebunden hatte. Die Assoziationskinetik von Ras
und Raf-RBD wurde in An- und Abwesenheit von Zn2+-BPA
untersucht. In Abbildung 4b ist deutlich zu erkennen, dass die
beobachteten Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation
von Raf-RBD an Ras in Gegenwart von Zn2+-BPA drastisch
abnehmen. In Abwesenheit von Zn2+-BPA erh�lt man eine
nichtlineare Abh�ngigkeit der effektiven Assoziationskon-
stanten kobs f�r die Raf-RBD-Bindung (Abbildung 4b), die
durch einen zweistufigen Bindungsmechanismus erkl�rt
werden kann.[4b] In Gegenwart von Zn2+-BPA sind die be-
obachteten kon-Werte substanziell kleiner und zeigen einen
typischen linearen, konzentrationsabh�ngigen Verlauf, wie er
fr�her f�r die Zustand-1(T)-Mutante Ras(T35A) gezeigt
werden konnte. Diese Beobachtung weist darauf hin, dass das
Gleichgewicht durch die Zugabe von Raf-RBD im hier un-
tersuchten Konzentrationsbereich nicht mehr zum stark Ef-
fektor-bindenden Zustand 2(T) verschoben werden kann.

Die inhibitorisch wirkende Bindungsstelle f�r Zn2+-
Cyclen ist eindeutig durch die Koordination des Metall-Ions
durch das g-Phosphat des gebundenen Triphosphat-Nukleo-
sids bestimmt. Der Koordination des Zn2+-Cyclens durch das
g-Phosphat entsprechend, beobachtet man keine Wechsel-
wirkung mit Ras-gebundenem GDP, das keine g-Phosphat-
gruppe tr�gt.[16] Allerdings sprechen s�mtliche Anhaltspunkte
daf�r, dass die Bindungsstelle von Zn2+-BPA außerhalb der
Nukleotid-Bindungspalte lokalisiert ist, und zwar nahe einem

Abbildung 3. Bindungsstelle von M2+-BPA an Ras·GppNHp. Berechne-
te Struktur des Komplexes Ras(T35A)·Mg2+·GppNHp·Zn2+-Cyclen mit
Zn2+-BPA, erhalten durch die Molek�ldynamikrechnung mit HAD-
DOCK.[21] Hierf�r wurden die Beschr�nkungen, die durch die experi-
mentellen Daten aus den �nderungen der chemischen Verschiebungen
und aus der paramagnetischen Relaxationsverst�rkung verwendet, die
aus den 31P-NMR- und [1H,15N]-HSQC-Titrationsexperimenten (Abbil-
dung S2, Tabelle S2 (SI)) erhalten wurden; a) mit Ras in der elektrosta-
tischen Oberfl�chendarstellung und b) mit der Hervorhebung der Ami-
nos�urereste, die die st�rksten Effekte aufweisen und einen Teil der
Oberfl�che ausmachen, dies sind die Reste 38–40 (Tabelle S2 (SI)).
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Bereich, der von den Aminos�uren an den Positionen 38–40
und 53–58 gebildet wird. Im Einklang mit diesem Modell
lassen unsere 31P-NMR-spektroskopischen Daten darauf
schließen, dass M2+-BPA im Unterschied zu M2+-Cyclen auch
mit der GDP-gebundenen, ausgeschalteten Form von Ras
wechselwirken kann (Abbildung S5, Tabelle S3 (SI)).

Das Vorhandensein von zwei unterschiedlichen, çrtlich
getrennten inhibitorischen Bindungsstellen f�r die beiden
Leitstrukturen hat praktische Konsequenzen. Wie wir expe-
rimentell gezeigt haben, kçnnen Zn2+-Cyclen und Zn2+-BPA
gleichzeitig an Ras binden und wahrscheinlich wechselseitig
ihre Effekte steigern. Die gleichzeitige Bindung der beiden
Liganden stimmt auch mit dem erhalten Strukturmodell
�berein (Abbildung 3). Prinzipiell kçnnten die beiden Li-
ganden chemisch verkn�pft werden, um eine Steigerung der
Affinit�t zu erreichen, eine typische Vorgehensweise bei der

Fragment-basierten Wirkstoffentwicklung. Der Vorteil von
Molek�len, die die Zn2+-Cyclen-Bindungsstelle erkennen, ist
die Mçglichkeit, dass sie potenziell auch die onkogenen
Mutationen erkennen, die in unmittelbarer N�he an den
Aminos�urepositionen 12, 13 und 61 liegen. Dies kçnnte
durch die direkte Wechselwirkung mit den Seitenketten der
mutierten Aminos�uren erfolgen. Andererseits kçnnte auch
ein sterischer Konflikt oder eine Konformations�nderung
durch die Aminos�uren in den onkogenen Mutanten die
Affinit�t der Liganden reduzieren. Dies trifft f�r Ras(G12V)
zu, das eine geringere Affinit�t f�r Zn2+-Cyclen aufweist als
das Wildtyp-Protein. Die Bindungsstelle von Zn2+-BPA ist
dagegen nicht von dieser Mutation betroffen, sodass dieses
Molek�l auch an die onkogene Mutante binden kçnnte
(Abbildung 3). Tats�chlich bindet Zn2+-BPA deutlich st�rker
an Ras(G12V) als Zn2+-Cyclen.

Zn2+-BPA sowie auch Zn2+-Cyclen stabilisieren den Sos-
bindenden Zustand 1(T).[6] Ihre haupts�chliche Wirkung ist,
dass sie die Wechselwirkung mit Effektoren schw�chen, da
diese den Zustand 2(T) bevorzugen. Dadurch setzen sie auch
die intrinsische (und mçglicherweise auch Gap-beschleunig-
te) GTPase-Aktivit�t herab, die den Zustand 2(T) f�r die
strukturelle Anordnung um das g-Phosphat bençtigt.[8] Dies
spielt jedoch bei permanent aktivierten, onkogenen Ras-
Mutanten keine Rolle, solange die Wechselwirkung mit Ef-
fektoren gestçrt wird. Eine Verschiebung des Gleichgewichts
zum Zustand 1(T) sollte auch die Nukleotid-Austauschreak-
tion in Abwesenheit von Sos beeinflussen. Dies wird in der
Tat experimentell f�r Zn2+-BPA (diese Arbeit) beobachtet
und gilt auch f�r Zn2+-Cyclen (unverçffentlicht). Das
Gleichgewicht wird zur Nukleotid-freien Form verschoben,
und gebundenes GTP wird freigesetzt. Als Folge der Bindung
von Zustand-1(T)-Inhibitoren w�rde man eine st�rkere
Wechselwirkung mit dem Austauschfaktor Sos[20] erwarten,
einen Effekt, der noch genauer untersucht werden sollte.
Zn2+-BPA bindet auch an Ras·Mg2+·GDP. Diese Eigenschaft
kçnnte bedeuten, dass die Bindung von Zn2+-BPA an
Ras·Mg2+·GDP den zugehçrigen Zustand 1(D) stabilisieren
kçnnte. Diese pharmakologisch wichtige Eigenschaft von
Zn2+-BPA muss noch experimentell nachgewiesen werden.

Wir halten fest, dass beide Zustand-1(T)-Inhibitoren in
der Lage sind, die Ras-Effektor-Wechselwirkung in vitro zu
unterdr�cken, obwohl sie vçllig getrennte Bindungsstellen
aufweisen. Die Kontrolle der Konformationsgleichgewichte
von Subzust�nden von Ras durch kleine organische Liganden
wie Zn2+-Cyclen oder Zn2+-BPA basiert in ihrer Wirkweise
auf einem anderen Mechanismus als die klassische kompeti-
tive Inhibition und erçffnet damit neue Mçglichkeiten zum
Eingriff in die Ras-vermittelte Signalleitung. Nat�rlich
kçnnen die hier diskutierten Zustand-1(T)-Inhibitoren nur
als Leitstrukturen f�r die Entwicklung von Liganden mit
hçherer Affinit�t dienen, die f�r medizinische Anwendungen
notwendig ist, sie bieten jedoch eine vielversprechende
Grundlage.

Eingegangen am 28. Mai 2012
Online verçffentlicht am 20. September 2012

Abbildung 4. Einfluss von Zn2+-BPA auf die Ras-Effektor-Wechselwir-
kung. a) Stçrung der Wechselwirkung zwischen Raf-RBD und Ras-
(T35S)·Mg2+·GppNHp durch Zn2+-BPA. Die Probe enthielt zu Beginn
0.8 mm Ras(T35S)·Mg2+·GppNHp in 40 mm Tris/HCl pH 7.4, 10 mm

MgCl2, 2 mm DTE, 0.2 mm DSS und 5% D2O. Die 31P-NMR-Spektren
wurden wie folgt aufgenommen: Ras(T35S)·Mg2+·GppNHp in Abwe-
senheit von Raf-RBD (A) und 0.6 mm Ras(T35S)·Mg2+·GppNHp in An-
wesenheit von 0.9 mm Raf-RBD (B). Anschließend wurde Zn2+-BPA zu-
gegeben zu Endkonzentrationen in der Probe von 2.4 mm (C), 4.5 mm

(D) und 6.4 mm (E). Alle Spektren wurden bei 278 K aufgenommen.
b) Kinetik der Assoziation zwischen Ras(wt)·Mg2+·mantGppNHp und
Raf-RBD in Ab- und Anwesenheit von Zn2+-BPA. Die beobachteten ef-
fektiven Geschwindigkeitskonstanten kobs sind gegen Konzentration
von Raf-RBD in Abwesenheit (*) und Anwesenheit (*) von 10 mm

Zn2+-BPA aufgetragen. Die Messungen wurden bei 283 K durchgef�hrt.
Der Puffer enthielt 15 mm Hepes/NaOH pH 7.5, 125 mm NaCl, 5 mm

MgCl2. Hepes= 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfons�ure.
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