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Ras — ein molekularer Schalter bei der Tumorentstehung

Alfred Wittinghofer* und Herbert Waldmann

/

Das GTP-hydrolysierende Protein Ras
ist das Produkt eines Proto-Onkogens,
das in 20-30% aller menschlichen
Tumoren mutiert vorkommt. Es bindet
GDP/GTP mit hoher Affinitit und
weist in Gegenwart von GTPase-ak-
tivierenden Proteinen (GAP) eine ho-
he GTP-Hydrolyse-Aktivitit auf. Das
proto-onkogene ,normale“ Ras fun-
giert als regulierter molekularer Schal-
ter in Signaltransduktionswegen, die

Apoptose und weitere zelluldre Ereig-
nisse beeinflussen. Ras wechselt dabei
zwischen zwei Zustdnden, in denen es
entweder GTP gebunden hat (Schal-
terstellung ,,ein“) oder das GTP zu
GDP hydrolysiert ist (Schalterstellung
»aus“). Die onkogenen Varianten von
Ras enthalten Punktmutationen, die
die GTPase-Aktivitdt in Gegenwart
und Abwesenheit von GAP blockie-
ren. Dies wiederum behindert den

Form, fiihrt zu einer Akkumulation
von aktivem Ras und trégt damit zur
Tumorentstehung bei. Um die mole-
kularen Grundlagen der Schalterfunk-
tion von Ras-Proteinen zu verstehen
und gegen Ras gerichtete Antitumor-
wirkstoffe zu entwickeln, wurden gro-
Be Anstrengungen unternommen.

Stichworter: Cytostatika - Enzymin-
hibitoren - GTP-Hydrolyse - Proteine

\Zellwachstum, Zelldifferenzierung,

Ubergang von der GTP- zur GDP-

- Wirkstoff-Forschung )

1. Einleitung

Das Protein Ras ist namensgebend fiir eine Superfamilie
von Proteinen, den so genannten Ras-dhnlichen GTP-bin-
denden Proteinen. Ihre gemeinsamen Eigenschaften sind ein
Molekulargewicht von 20-25 kDa und die Fihigkeit, Gua-
ninnucleotide zu binden. Sie fungieren als molekulare Schal-
ter, indem sie zwischen einer GTP-gebundenen aktiven und
einer GDP-gebundenen inaktiven Konformation wechseln.
Sie regulieren eine Vielzahl von zelluliren Reaktionen,
konnen aber dennoch in zwei Hauptkategorien unterteilt
werden: zum einen die Signalproteine, die katalytisch wirken
und eine wichtige Rolle bei der Kommunikation zwischen
Zellen und Zellkompartimenten spielen, und zum anderen
die stochiometrisch wirksamen Transportfaktoren, die den
Materialfluss zwischen Zellkompartimenten regulieren.

In diesem Ubersichtsartikel werden wir uns auf das
Signalprotein Ras konzentrieren, das einer der Hauptschalter
vieler Signaltransduktionsprozesse ist, welche z. B. Wachstum,
Differenzierung, Zellcyclus und Apoptose regulieren, die
einander zum Teil entgegengesetzte Prozesse darstellen. Auch
wenn wir die biologische Funktion von Ras umreif3en werden,
so konzentrieren wir uns in diesem Artikel auf strukturbio-
chemische und biophysikalische Aspekte des Proteins und der

[*] Prof. Dr. A. Wittinghofer, Prof. Dr. H. Waldmann
Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie
Otto-Hahn-StraBe 11, 44227 Dortmund (Deutschland)
Fax: (+49)231-1332199
E-mail: Alfred. Wittinghofer@mpi-dortmund.mpg.de

Angew. Chem. 2000, 112, 4360-4383

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

Anwendung dieses Wissens bei der Entwicklung potentieller
Antitumorwirkstoffe.

Fiir detailliertere Informationen iiber die Biologie von Ras
und iltere Literaturangaben sollten andere Ubersichtsartikel
zu Rate gezogen werden.[']

2. Ras als molekularer Schalter
2.1. Biologische Signaltransduktion

Es gibt drei humane Ras-Gene, H-, N- und K-Ras. Letzteres
wird in zwei alternative Varianten gespleiit, K-Ras4A und K-
Ras4B, die sich allein in den letzten, im vierten Exon
kodierten, 25 Aminosiduren unterscheiden. Die entsprechen-
den H-, N- und K-Ras-Proteine haben Molekulargewichte
von 21 kDa. Sie werden posttranslational durch Anhéngen
lipophiler Gruppen an den C-Terminus modifiziert. Diese
Modifikation ist fiir die biologische Funktion des Proteins
unabdingbar.ll Ras ist ein molekularer Schalter, der zwischen
der GTP- und der GDP-gebundenen Stellung hin- und
herwechselt (Schema 1). Da die intrinsischen ,,Ein“- und
»Aus“-Reaktionen sehr langsam sind, bediirfen sie der
regulatorischen Unterstiitzung durch Guaninnucleotid-Aus-
tauschfaktoren (GEF = Guanine nucleotide Exchange Fac-
tor) und GTPase-aktivierenden Proteinen (GAP), die die
Lebensdauer beider Zusténde bestimmen. In Ruhestellung ist
Ras an GDP gebunden. Aktiviert wird es durch den GEEF, der
die Dissoziation von GDP katalysiert und dadurch die
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Schema 1. Der Ras-Cyclus. In der GDP-gebundenen Form ist Ras inaktiv.
Es kann durch die Wirkung von Guaninnucleotid-Austauschfaktoren
(GEFs) aktiviert werden. In der GTP-gebundenen Form wechselwirkt es
mit Effektoren, Proteinen, die iiber ihre Fahigkeit definiert sind, die GTP-
Form zu erkennen. Um den Cyclus zu schlieBen, hydrolysiert Ras GTP zu
GDP und anorganischem Phosphat (P;). Im Prinzip kann Ras auch aktiviert
werden, indem die GTPase-Reaktion inhibiert wird.

Beladung mit GTP, der in der lebenden Zelle vorherrschen-
den Guaninnucleotidform, erleichtert. Im GTP-gebundenen
Zustand wechselwirkt Ras mit Effektoren. Als solche defi-
niert man Molekiile, die spezifisch mit der GTP-Form
wechselwirken und ein Signal weiterleiten. Die Signalweiter-
leitung wird durch die an sich langsame, durch Ras-spezifische
GAPs aber beschleunigte GTPase-Aktivitit von Ras ge-
stoppt. Im GDP-gebundenen Zustand kann Ras nicht mehr
mit Effektoren wechselwirken.

Die Lebensdauer eines von Ras weitergeleiteten Signals
wird durch die Lebenszeit der aktiven Form bestimmt. Wird
diese kiinstlich verldngert, so kann die nun unregulierte
biologische Antwort zu dramatischen Konsequenzen in der
Zelle fithren. Ras wurde als das zentrale Gen in Tumorviren
von Nagern entdeckt (der Name Ras leitet sich von Rat
sarcoma ab) und daher als Onkogen deklariert, d.h. als Gen,
das in der Lage ist, Tumore in Tieren oder Zellkulturen zu
induzieren.> 3 Spéter wurden aktivierte Formen von Ras
auch in menschlichen Tumoren gefunden. Es wird heute
angenommen, dass bis zu 30 % aller menschlichen Tumore
iiber ein mutiertes Ras-Onkogen verfiigen, zumeist N- oder
K-Ras. Verantwortlich fiir die Aktivierung des Ras-Proto-
Onkogens zum Onkogen sind Punktmutationen in den
Positionen 12, 13 oder 61, deren biochemische Folge der
Verlust der GTPase-Aktivitit ist.> 5 Da auch weitere Gene
des Ras-Signaltransduktionswegs in menschlichen und Tier-
tumoren als Onkogene fungieren, sind Ras und seine Signal-
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transduktionswege wichtige Ziele fiir die Antitumortherapie.
In der Tat sind bereits grofle Fortschritte in diese Richtung
gemacht worden.

In den frithen neunziger Jahren konnte durch Studien an
Saugetier-Zelllinien sowie durch genetische Untersuchungen
an Drosophila melanogaster”) und Caenorhabditis elegans!®
ein linearer Signaltransduktionsweg etabliert werden, der Ras
mit Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren und der MAP-Kinase
verbindet. Dieser ,,Ras-Weg* wird heute als Paradigma fiir
biologische Signaltransduktion betrachtet.* °! Die Weiterlei-
tung eines Signals beginnt mit der Bindung eines Wachstums-
faktors, wie dem EGF (Epidermal Growth Factor) oder dem
PDGF (Platelet Derived Growth Factor), an die extrazellu-
lare Doméne ihrer entsprechenden Rezeptoren (Schema 2).
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Schema 2. Eine einfache Version des Ras-Signaltransduktionsweges, wie
er im Text beschrieben wird. Die Rekrutierung des RasGEF SOS an die
Plasmamembran durch RTKs (Rezeptor-Tyrosin-Kinasen), die durch die
Bindung eines Wachstumsfaktors aktiviert wurden, fiihrt zur Aktivierung
von Ras. Ras wiederum aktiviert eine Kaskade von Protein-Kinasen:
MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAPKKK), MAP-Kinase-Kinase
(MAPKK), MAP-Kinase (MAPK). Dabei aktiviert jeweils die Kinase
oberhalb (upstream) die nichste in der Reihe, indem sie sie phosphoryliert.
Phosphorylierte MAPK (=ERK) wird in den Zellkern transportiert, um
dort Transkriptionsfaktoren zu phosphorylieren, die die zelluldre Antwort
auf das urspriingliche Signal, den Wachstumsfaktor (GF = Growth Factor),
vermitteln.

Bei den Rezeptoren handelt es sich um Transmembranpro-
teine mit einer cytoplasmatischen Tyrosin-spezifischen Pro-
tein-Kinase-Doméne (RTK = Receptor Tyrosine Kinase). Die
Bindung eines Liganden fiihrt zur Dimerisierung des Rezep-
tors. Daraufhin findet im cytoplasmatischen Teil der Rezep-
toren sowohl in der Kinasedoméne als auch in anderen
Regionen eine Transphosphorylierung von Tyrosinseitenket-
ten statt. Die Phosphorylierung aktiviert den Rezeptor und
schafft Bindungsstellen fiir Proteine mit SH2-Doménen (Src
Homology 2): Dies sind Proteinmodule, die phosphorylierte
Tyrosinseitenketten in sequenzspezifischen Kontexten erken-
nen (src ist ein Onkogen, das aus einem Sarkom, engl. sarcom,
isoliert wurde). Eines dieser Proteine ist Grb2 (Growth factor
receptor binding), das mit dem Ras-Guaninnucleotid-Aus-
tauschfaktor (RasGEF) SOS (nach dem Drosophila-Gen son-
of-sevenless) im Komplex vorliegt. Man geht davon aus, dass

Angew. Chem. 2000, 112, 4360-4383

Ras durch die Translokation von SOS zur Plasmamembran
aktiviert wird, indem beide Proteine in enge Nachbarschaft
gebracht werden, wodurch eine Wechselwirkung begiinstigt
wird.

Aktiviertes Ras wechslewirkt mit einem nachgelagerten
(downstream) Effektor, der Ser/Thr-spezifischen Protein-
Kinase Raf, die selbst als ein Onkogen identifiziert wurde
(Rapid fibrosarcoma). Die Begriffe ,,upstream* und ,,down-
stream* leiten sich in der Terminologie der Signaltransduk-
tion von einem (mittlerweile veralteten) Konzept einer
linearen hierarchischen Ordnung von Reaktionen ab, bei
dem eine Reaktion zum fraglichen Protein fithrt (upstream)
und eine von ihm weg (downstream). Die Translokation der
Raf-Kinase zur Plasmamembran aktiviert die Kinaseaktivitét
auf noch unvollstindig verstandene Weise. Die Aktivierung
erfolgt sowohl iiber allosterische Regulation als auch durch
die Beteiligung weiterer Kinasen und regulatorischer Pro-
teine wie z.B. 14-3-3.1L 10-12] [st Raf einmal aktiviert, aktiviert
es seinerseits durch Phosphorylierung die Protein-Kinase
MEK, die dann die Protein-Kinase ERK aktiviert. Diese drei
in Reihe geschalteten Kinasen werden auch MAP-Kinase (fiir
Mitogen Activated Protein Kinase), MAP-Kinase-Kinase
bzw. MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAPK, MAPKK bzw.
MAPKKK) genannt. Sie konstituieren das so genannte
MAP-Kinase-Modul.["*] Derartige Kinase-Module finden sich
in groBer Vielfalt in allen hoheren eukaryotischen Zellen und
sind manchmal (evtl. immer) an so genannte Geriistproteine
gebunden, die dabei helfen, das Modul zu organisieren und
moglicherweise auch die Spezifitét der Signalweiterleitung zu
gewihrleisten.'Y Die Weiterleitung des Ras-Signals wird
durch den Eingriff von GAP gestoppt, das eventuell ebenfalls
an die Plasmamembran gebracht wird, um eine effizientere
Wechselwirkung zu ermoglichen. In der Tat weist der GAP-
Prototyp pl20GAP eine SH2-Doméne auf und es konnte
gezeigt werden, dass pl120GAP mit aktivierten Rezeptoren
wechselwirkt.'>-"1 Das Signal kann auch gestoppt werden,
indem MAPK SOS phosphoryliert, das dann nicht mehr mit
Grb2 wechselwirken kann.[20-23

Die Aufkldrung der linearen Signaltransduktionskaskade
iiber das MAP-Kinase-Modul war ein wegweisender Erfolg,
an dem viele Arbeitsgruppen beteiligt waren. Man nahm an,
die biologische Funktion von Ras damit verstanden zu haben.
Jedoch wurde es in den letzten Jahren zunehmend klarer, dass
die verschiedenen Funktionen von Ras wahrscheinlich nicht
mit einer einzigen linearen MAP-Kinase-Kaskade erklart
werden konnen und dass sehr wahrscheinlich verschiedene
Signale, die Ras vor- und nachgeschaltet sind, herangezogen
werden miissen, um die Komplexitidt der Biologie von Ras
verstehen zu kénnen (Schema 3). Es wurde gezeigt, dass Ras
nicht allein von Rezeptortyrosin-Kinasen (RPTKs), sondern
z.B. auch von cytoplasmatischen Tyrosin-Kinasen wie Src und
von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) aktiviert
werden kann und dass es unterschiedliche Signale vermutlich
durch die Wechselwirkung mit verschiedenen Effektoren
induziert. In einem herausragenden Experiment konnte von
White et al.?*! gezeigt werden, dass es durch die Einfiihrung
von Mutationen in die Effektorregion von Ras moglich ist,
verschiedene Downstream-Signalwege von Ras voneinander
zu unterscheiden und gezielt bestimmte Wege zu blockieren,
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Schema 3. Die Beteiligung von Ras an verschiedenen Signaltransduk-
tionsereignissen. Ras wird von mehr als einem Upstream-Signal aktiviert
und gibt dieses Signal an mehr als einen Effektor weiter. Das Ergebnis der
zelluldren Antwort hingt von der Zahl der Signale und deren Weitergabe
durch das (die) Zielprotein(e) (Transkriptionsfaktoren) ab.

ohne andere zu beeintriichtigen.?*?8! Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass mehr als ein Signalweg angeschaltet sein
muss, um die vollstindige Transformation einer Zelle durch
Ras zu erreichen.

Zwischenzeitlich wurde mit der neu entwickelten Technik
der Two-Hybrid-Analyse eine grofle Zahl von potentiellen
Molekiilen identifiziert, die mit der GTP-Form — aber nicht
mit der GDP-Form - von Ras wechselwirken und somit
potentielle Effektoren sind. Die wichtigsten unter diesen sind
die verschiedenen Isoformen der Lipid-Kinase Phosphatidyl-
inositol-3’-Kinase (PI3K)®-31 und die von RalGEE[F>3
einem GEF fiir das Ras-verwandte Protein Ral, von dem
diverse Isoformen (Rgl, RIf/RalGEF2P> 1) beschrieben
wurden. Eine weitere Komplikation beim Entwirren des
komplizierten Netzes von Wechselwirkungen stellt die Tatsa-
che dar, dass Ras-idhnliche Proteine wie Rap (vier Isoformen)
und R-Ras (drei Isoformen) mit dem gleichen Satz an
Effektoren auf GTP-abhéngige Weise wechselwirken.

Auch wenn es verlockend ist zu spekulieren, dass von einem
speziellen Signalweg ein spezifischer biologischer Effekt
angeschaltet wird, so ist dies doch nicht der Fall. Vielmehr
diirfen wir annehmen, dass Ras immer mehrere Signalwege
gleichzeitig induziert. Damit hingt die abschlieBende Signal-
wirkung von einer Vielzahl Ras-abhingiger und Ras-unab-
hingiger paralleler und miteinander verkniipfter (crossover)
Signalwege ab, die sich von Zelltyp zu Zelltyp unterscheiden.
Diese Signale werden letztlich von einer komplexen Maschi-
nerie, die Ras nachgeschaltet ist (downstream), zu einer
Zelltyp-spezifischen biologischen Antwort umgesetzt.

2.2. Biochemie und Struktur von Ras

Die meisten biochemischen und strukturellen Untersu-
chungen wurden ohne ersichtlichen Grund mit H-Ras (kurz:

4364

Ras) durchgefiihrt, dessen Eigenschaften im Folgenden
diskutiert werden. Dabei sollte jedoch klar sein, dass die
biochemischen und strukturellen Daten der anderen Isofor-
men #dhnlich sind, auch wenn ihre Sequenzen nicht vollstindig
tibereinstimmen. Ras besteht aus 189 Aminosduren mit fiinf
konservierten Sequenzelementen, die auch in anderen Ras-
dhnlichen Proteinen gefunden werden. Thre Aufgabe ist die
Bindung von Guaninnucleotiden und die Hydrolyse von GTP.
Die letzten vier Aminosduren (CVLS) bilden die so genannte
CAAX-Box; hierbei steht C fiir Cystein, A fiir eine alipha-
tische und X fiir jede beliebige Aminosidure. CAAX ist die
Erkennungssequenz fiir das Enzym Farnesyl-Transferase,
welche das Cystein mit einem C15-Prenylrest thioalkyliert
(siche Abschnitt 3). Dies ist die erste in einer Reihe von
posttranslationalen Modifikationen, die fiir die Verankerung
von Ras in der Plasmamembran verantwortlich sind. Dies ist
wiederum fiir die biologische Funktion von Ras unabding-
bar.’’# Es konnte gezeigt werden, dass die ersten 166
Aminosduren von Ras fiir seine biochemischen Eigenschaften
notwendig und hinreichend sind“! und dass der C-Terminus
allein fiir die Lokalisierung an der Plasmamembran notwen-
dig ist und mit anderen Proteinen nicht direkt wechselwirkt.
Dementsprechend wurden aus technischen Griinden viele
biochemische und strukturelle Untersuchungen an Ras mit
C-terminal verkiirzten Varianten (Aminosidurereste 1-166
oder 1-172) des Proteins durchgefiihrt.

Ras bindet Guaninnucleotide mit hoher Spezifitdt und
Affinitit. Die Affinitit fiir GDP/GTP ist so hoch, dass zu
ihrer Messung keine Gleichgewichtsmethode benutzt werden
kann. Daher wird die Affinitdt durch Messung der Assozia-
tions- und der Dissoziationsgeschwindigkeit bestimmt. Am
einfachsten geschieht dies mit fluoreszierenden Methylan-
thraniloyl- (kurz: mant- oder m-) Nucleotiden (Schema 4).

0
SNH

N
0 0 <|
]

'O—FI’—O—P— O—CH, N N NH,

Schema 4. Beispiele fiir fluoreszierende Guanosinnucleotide, die bei der
biochemischen Analyse von Ras-Proteinen verwendet werden. Sie tragen
eine fluoreszierende N-Methylanthraniloylgruppe an der 2'- oder 3'-
Position der Ribose. Abgebildet sind das 2-Deoxy-mGDP- (n=1) und
das 2’-dmGTP-Nucleotid (n=2). Im Falle der Ribose-Derivate wird im
Allgemeinen ein Gemisch aus den 2'- und 3’-Analoga verwendet.

Diese haben sich bei der Untersuchung der Biochemie des
Ras-Proteins als sehr vielseitig erwiesen.>*! Die so ge-
messenen Geschwindigkeiten erlauben die Berechnung einer
Gleichgewichtsdissoziationskonstanten in der GroBenord-
nung von 10 pm sowohl fiir GDP als auch fiir GTP.* Die
Bindungsaffinitit hingt in hohem Malle von der Gegenwart

Angew. Chem. 2000, 112, 43604383
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von Mg?*-Tonen ab. Fehlen diese, so steigt die Dissoziations-
geschwindigkeit hundertfach, begleitet von einem Ansteigen
der Gleichgewichtsdissoziationskonstante.[“% 471

Die GTPase-Reaktion ist mit 0.02 min~! an sich sehr
langsam und wird durch GTPase aktivierende Proteine stark
beschleunigt (siehe Abschnitte 2.5 und 3.4). Wie alle anderen
biologischen Phosphoryltransferreaktionen héngt auch sie
stark von der Anwesenheit von Mg?* ab. Die Spezifitit der
Guaninnucleotidbindung ist so hoch, dass kein anderes
Standardnucleotid eine einfach zu messende Bindung ein-
geht. Kinetischen Messungen zufolge ist die Affinitdt fiir
Adeninnucleotide mindestens sechs GroSenordnungen nied-
riger.® Kleine Verdnderungen im Guaninringsystem fiithren
zu drastischen Effekten bei der Affinitit: Xanthosin, dessen
2-Aminogruppe durch ein Sauerstoffatom ersetzt wurde,
bindet mit 280fach geringerer Affinitédt, und ein Inosinnuc-
leotidphosphat, dem die 2-Aminogruppe fehlt, wird &hnlich
schwach gebunden.[*! Ebenso ist die S-Phosphatgruppe fiir
eine hochaffine Bindung notwendig: GMP bindet mit um
sechs GroBenordungen schlechterer Affinitit.H> 4l

Die dreidimensionale Struktur von Ras wurde mit zwei

A g

>
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Ras=GppNHp

verkiirzten Varianten des H-Ras-Proteins bestimmt, die m)

entweder an Position 166 oder 1712 enden. Die
Struktur des gesamten Proteins wurde nicht gelost, auch
wenn {iber Kristalle des Proteins berichtet wurde.? Die
Struktur des Proteins besteht aus einem sechsstringigen
gemischten S-Faltblatt und fiinf a-Helices auf beiden Seiten

des Faltblattes (Abbildung 1 A). Diese Struktur findet sich in @ ssamdkaT F*

allen iiblichen GTP-bindenden Proteinen einschlieBlich der
wesentlich groBeren heterotrimeren G-Proteine oder des
Biosynthese-Elongationsfaktors Tu (EF-Tu; das erste GTP-
bindende Protein, dessen Struktur gelst wurde) — man nennt
sie die G-Doméinen-Faltung.

Auch wenn bereits einiges iiber die konservierten Sequen-
zen von GTP-bindenden Proteinen bekannt war (Abbil-
dung 1B), konnte die Rolle der konservierten Sequenzele-
mente erst angemessen gewiirdigt werden, nachdem die erste
dreidimensionale Struktur geldst worden war.’3l Es iiber-
raschte nicht, dass diese Sequenzen stets an der Bindung von
Guaninnucleotiden, der Hydrolyse von GTP und/oder am
Mechanismus des Konformationswechsels beteiligt sind. Sie
wurden G-Motive genannt (G1 bis G4)B* %1 oder auch nach
ihrer Funktion PM- und G-Motive, je nachdem, ob sie an der
Bindung des Phosphats und des Mg?**-lons oder der Guanin-
base beteiligt sind.P® Das Netz der Wechsel-
wirkungen in der Nucleotid-bindenden Region
ist in Schema 5 gezeigt.

Das PM1-Motiv G°xxxxGKS/T bildet eine
Schleife (L1 in Ras), auch P-Loop genannt, die

Hwtich | Hetich I

i
Wil m 11
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Abbildung 1. Primér- und Tertidrstruktur von Ras. A) Bénderdarstellung
von Ras in der Triphosphatform (als GppNHp-Komplex) mit den kon-
servierten Sequenzelementen aller GTP-bindenden Proteine (braun) um
das Nucleotid herum. Die beiden Regionen von Ras mit unterschiedlichen
Strukturen in den beiden Formen mit GTP bzw. GDP, die Switch-I- und -II-
Region, sind blau dargestellt. N- und C-Terminus der Polypeptidkette sind
hervorgehoben. B) Lineare, schematische Darstellung von Ras mit der
Lage der konservierten Sequenzelemente und der Switch-Regionen (Farb-
kodierung wie in A). Die Struktur in A) zeigt nur die eigentliche
G-Domine, der die C-terminale Verldngerung mit der CAAX-Box fehlt;
diese wird fiir die biologische Funktion absolut bendétigt, ist aber fiir die
hier diskutierten strukturellen und biochemischen Eigenschaften nicht von
Bedeutung.

Ladungen. Die dem Lysinrest folgende Aminosaure (Ser/Thr)
koordiniert im GTP- und im GDP-gebundenen Zustand den
wichtigen Cofaktor Mg?*. Ersetzt man ihn durch Ala oder
Asn, so modifiziert man die Wechselwirkung zwischen Pro-

an der Bindung der geladenen Phosphatgrup-
pen beteiligt ist. Uber seinen vollkommen
konservierten Lysinrest bildet dieses Motiv
eine ringférmige Struktur, die sich eng um
das f-Phosphat von GDP/GTP wickelt. Die
Stickstoffatome des Hauptstrangs der Amino-
sduren 13—-16 weisen in Richtung der negativ
geladenen Phosphatgruppen und schaffen so —
zusammen mit der Seitenkette von Lys16 —
eine positiv polarisierte Umgebung fiir diese

NH’

Angew. Chem. 2000, 112, 4360-4383
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Schema 5. Wechselwirkungen des an Ras gebundenen Triphosphat-Analogons GppNHp mit
ausgewihlten konservierten Aminosduren von Ras. mc = Peptidhauptkette.
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tein, Metallion und Nucleotid so schwerwiegend, dass die
Affinitdit zu Guaninnucleotiden sehr stark herabgesetzt
wird.P1 Als Resultat der schwachen Affinitdt zu Guanin-
nucleotiden verfiigt das Protein nun iiber eine relativ hohe
Affinitit zu Guaninnucleotid-Austauschfaktoren (bezogen
auf die zu GDP/GTP), was dazu fiihrt, dass die so komple-
xierten GEFs nicht mehr fiir die Reaktion mit normalen Ras-
Molekiilen zur Verfiigung stehen. Derart mutiertes Ras kann
daher als dominant negativer Inhibitor fungieren.

Auch wenn viele Vorschldge fiir Konsensussequenzen in
den Regionen um den konservierten Threoninrest T3 des
PM2-Motivs gemacht wurden, ist keine dieser Aminosduren —
mit Ausnahme des Threonins selbst — wirklich konserviert.
Dieser Threoninrest ist im GTP-Zustand ein direkter Ligand
fiir das Mg**-Ion, bindet die y-Phosphatgruppe von GTP
und ist eine Schliisselaminosidure, die die Konformations-
dnderung nach der GTP-Hydrolyse auslost.[®)) Die Mutation
dieser Aminosdure zu Alanin reduziert die Affinitdt zum
Nucleotid und verhindert die Aktivierung durch GAP -
moglicherweise aufgrund der inkorrekten Koordination des
Mg>*-Tons.>”!

Im PM3-Motiv DxxGQ/H/T ist der Aspartatrest an der
Bindung des Mg**-Ions iiber ein Wassermolekiil beteiligt. Der
Glycinrest ist liber eine Wasserstoffbriicke zur y-Phosphat-
gruppe koordiniert, eine weitere Wechselwirkung, die fiir den
Wechsel der Konformation nach der GTP-Hydrolyse verant-
wortlich ist. Die meisten GTP-bindenden Proteine enthalten
einen Gln-Rest, der entscheidend fiir die GTP-Hydrolyse ist.
Er ist jedoch bei Rap durch Thr und bei Elongationsfaktoren
durch His ersetzt.

Die das G1-Motiv bildende Aminosdure Phe oder Tyr
ist nur in Proteinen der Ras-Superfamilie konserviert. Sie
ist senkrecht zur Guaninbase angeordnet und sorgt zusam-
men mit dem konservierten Lys-Rest des G2-Motivs fiir
starke hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Protein
und Base. Mutiert man diese Aminosidure zu Leucin, so
wird die Bindung des Nucleotids drastisch geschwicht
und die Dissoziationsgeschwindigkeit dementsprechend er-
hoht.

Im G2-Motiv N"'/TKxD liegt die Guaninbase des Nucleo-
tids in einer hydrophoben Tasche. Spezifische hydrophobe
Kontakte, ionische Wechselwirkungen und Wasserstoff-
briicken stabilisieren ihre Bindung. Diese verschiedenen
Unterregionen der Nucleotidbindungsstelle sind iiber Asn
und Lys verkniipft. Der Aspartatrest bildet eine doppelte
Wasserstoffbriicke mit der Guaninbase und ist hauptséchlich
fiir die hohe Spezifitit des Proteins fiir Guaninnucleotide
verantwortlich. Viele der Aminosduren in G2 wurden in mit
Ras verwandten Proteinen mutiert, was stets eine raschere
Dissoziation der Nucleotide vom Protein nach sich zog.
Solche Mutanten sind aufgrund ihrer schnellen Austausch-
reaktion aktiver und/oder dominant negativ. Durch Mutation
von Asp nach Asn wird die Affinitét fiir Guaninnucleotide um
einige hundert Mal verringert, die Affinitét fiir Xanthosinnu-
cleotide wird aber #hnlich erhoht,*> - da bei deren
Bindung das doppelte Wasserstoffbriickenbindungssystem
erhalten bleibt. Diese Art von Mutanten erwies sich als sehr
niitzlich bei der Untersuchung der Rolle von EF-Tu,®!
Ras,[*> % Rab5[%] und FtsY.[]
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Das G3-Motiv S"/CAK/L ist mit Ausnahme des Alanin-
restes in der Ras-Superfamilie nicht vollkommen konserviert.
Es scheint eine Helferfunktion bei der Bindung der Guanin-
base zu haben, da seine Seitenketten an keiner direkten
Wechselwirkung mit der Base beteiligt sind. Stattdessen ist
der Lys- bzw. Leu-Rest an der Stabilisierung der Position von
Phe 28 (dem G1-Motiv) durch eine hydrophobe Wechselwir-
kung beteiligt. Ser145 bildet eine Wasserstoffbriicke zu
Asp119. Das Stickstoffatom der Hauptkette von Ala146
bildet eine starke Wasserstoffbriicke mit dem O6-Atom der
Base. Diese Wechselwirkung ist ein weiterer Faktor, der fiir
die Spezifitdt der Guaninnucleotidbindung verantwortlich ist,
da Adenin aus sterischen Griinden nicht aufgenommen
werden kann.

Die Struktur von Ras wurde in der Tri- und der Diphos-
phat-Form*-2¢"l unter Verwendung von GTP-Analoga wie
GppNHp™*-> und Gpp(CH,)p"*!! (zwei nicht oder nur lang-
sam hydrolysierenden Analoga), bei denen das die 8- und y-
Phosphate verbindende Sauerstoffatom durch eine NH- oder
CH,-Einheit ersetzt ist, aufgeklart. Dabei wurde erkannt, dass
die Strukturédnderungen auf zwei kleine Gebiete beschriankt
sind, die Switch Tund IT (Schalter I und IT) genannt wurden.P!
Die Strukturen enthiillten weiterhin, wie die Konformations-
anderung ausgelost wird, da beide Schalterregionen iiber zwei
invariante Aminosduren an das y-Phosphat gebunden sind:
Switch I iiber Thr35 und Switch II iiber Gly60.”] Die Ab-
spaltung des y-Phosphatrestes im Verlauf der GTP-Hydrolyse
fiithrt zu einer Entspannung der Struktur dieser Regionen, die
dann die neue Konformation in einer Weise annehmen
konnen, die man auch als Gespannte-Feder-Mechanismus
(loaded spring mechanism) bezeichnen kann.[l

Die Struktur von Ras wurde auch mit verschiedenen
Analoga von Guaninnucleotiden aufgeklidrt, wie z.B. dem
fluoreszierenden Derivat mantGppNHp[®! (Schema 4) und
cagedGTP[?l das eine photolabile Schutzgruppe (cage) am y-
Phosphatrest trigt (Schema 6). Es wurden Kristalle vom Ras -
cagedGTP-Komplex hergestellt. Durch anschlieBende Blitz-
photolyse konnte die Schutzgruppe abgespalten und so ein
Ras- GTP-Komplex erhalten werden, der dem Enzym-
Substrat-Komplex entspricht.[®” 7 In einer Erweiterung die-
ser Studien wurde es sogar moglich, Ras- GTP im Kiristall zu
Ras- GDP zu hydrolysieren.

Ebenso wurde eine Reihe von Ras-Mutanten strukturell
untersucht, insbesondere die onkogenen Mutanten GI12V,
G12R, GI12D und Q61L.527.71 Thre Gesamtstrukturen

Has«caged GTR " -

Ras=G Tl = Ras*G0F + P,

Schema 6. Struktur von cagedGTP. Durch Photolyse von kristallinem
Ras- cagedGTP wurden Kristalle erhalten, anhand derer die Struktur von
Ras- GTP, dem Michaelis-Menten-Komplex der GTPase-Reaktion, be-
stimmt werden konnte.

Angew. Chem. 2000, 112, 43604383
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gleichen der des Wildtyps. Auch wenn in allen dieser
Strukturen kleine Verdnderungen in der Umgebung des y-
Phosphats beobachtet wurden, konnte ihre Analyse keine
konsistente Erkldrung fiir den Verlust der GTPase-Féhigkeit
dieser Mutanten geben.

2.3. Der Einschaltmechanismus

Auch wenn Ras im Prinzip durch die Inhibierung der GAP-
vermittelten GTPase-Reaktion eingeschaltet werden kann,[”!
so ist die Aktivierung iiber die Wechselwirkung mit GEFs der
vorherrschende Modus. Die Reihe identifizierter Ras-spezi-
fischer GEFs kann in zwei Hauptkategorien eingeteilt werden
(fiir eine Ubersicht siehe Lit. [74]). Die erste Kategorie ist die
von SOS, eine Kurzbezeichung fiir die son-of-sevenless-Muta-
tion in Drosophila, von der es zwei Isoformen bei Sdugern
gibt. SOS enthélt Polyprolin-Motive, die fiir seine Wechsel-
wirkung mit SH3-Doménen wie denen des Adapterproteins
Grb2 notwendig sind.[>) Diese Austauschfaktoren werden
durch die Bindung des SOS-Grb2-Komplexes an Tyrosin-
phosphorylierte Rezeptoren aktiviert. Die RasGEFs der
zweiten Klasse, die drei Isoformen und einige Spleivarianten
enthilt, verfiigen iiber eine Reihe von Doménen, von denen
angenommen wird, dass sie an sekundire Botenstoffe binden
und von diesen aktiviert werden, wie z.B. Ca?* und Ca?*-
Calmodulin.[® 81 Ein weiterer Austauschfaktor dieser Grup-
pe wird durch Diacylglycerin aktiviert.[> 83 Beide Typen von
GEFs enthalten eine Cdc25-Domaéne, die zuerst im Hefepro-
tein Cdc25 entdeckt wurde. Diese Domine ist fiir einen
schnellen Guaninnucleotidaustausch notwendig und hinrei-
chend.®! Eine weitere Domine,
REM (Ras Exchange Motif), be-
findet sich in variabler Distanz
von der Cdc25-Domine.®! Der
ermittelten  Struktur  zufolge
(siehe unten) ist letztere haupt-
sdchlich fuir die Stabilitdt der
katalytischen Doméne verant-

Ras - GXPt
GEF GEF

Ras + GXPy + GEF|_

Ras + GXP_ - GEFy

N N

wortlich.
Ras - GEFr GEFs erhohen die Dissozia-
Schema 7. Die von GEF ka-  tjonsgeschwindigkeit drastisch,

talysierten Nucleotidaus-
tauschreaktionen an Ras.
Der Ras:GXP-Nucleotid-

im Falle von Ras und Ran un-
ter Séttigungsbedingungen um

Komplex, in dem das Nucleo-
tid noch immer fest gebunden
ist, wechselwirkt mit GEF
unter Bildung eines ternédren
Komplexes mit lose (L) ge-
bundenem GEF. Durch einen
Konformationswechsel — ent-
steht ein Komplex mit lose
gebundenem Nucleotid und
fest gebundenem GEF, der
nun in einen nucleotidfreien
bindren Komplex iibergehen
kann. Die umgekehrte Reak-
tionsfolge liefert wieder den
Ras - Nucleotid-Komplex. Un-
ter zelluliren Bedingungen
wird dies in den allermeisten
Fillen Ras- GTP sein.
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mehrere GroBenordungen, so-
dass das Nucleotid durch die
Verringerung der Affinitdt in
weniger als einer Sekunde ab-
dissoziiert.[3 %871 Dem in Sche-
ma7 gezeigten Minimalmodell
fir die Reaktion zufolge nédhert
sich der GEF dem binédren Ras-
GDP-Komplex und bildet mit
ihm einen terndren Kom-
plex.[3 3¢90 Danach geht die Nu-
cleotidbindungstasche von einer
fest (GXPy) in eine locker bin-
dende Konformation (GXPp)
uiber, sodass sich das Nucleotid

aus dem terndren Komplex Ras- GDP - GEF unter Bildung
des Ras - GEF-Komplexes 16st. Durch die Bindung von GTP,
der in der Zelle vorherrschenden Nucleotidform, bildet sich
ein neuer terndrer Komplex, aus dem durch Abspaltung des
GEF Ras- GTP entsteht.

Es sollte hier betont werden, dass die Guaninnucleotid-
Austauschreaktion im Prinzip in beide Richtungen (GDP
gegen GTP und umgekehrt) ablaufen kann, da alle Teilreak-
tionsschritte richtungsunabhéngig sehr schnell ablau-
fen.[¥ % 87) Im Falle von EF-Tu (R. Goody, unveréffentlichte
Ergebnisse) oder Ranl*-# ist die Reaktion in Richtung der
Bildung des GDP-Komplexes sogar schneller. Da der GEF
lediglich als Katalysator fungiert, wird das Ergebnis der
Reaktion allein von der relativen Affinitidt der GTP-binden-
den Proteine, der Konzentration von GDP im Vergleich zu
der von GTP in der Zelle (oder in dem jeweiligen Komparti-
ment der Zelle, in dem die Reaktion ablduft) und der
Konzentration der Komponenten, die an die Komplexe mit
GDP oder GTP binden, bestimmt. Diese Abhingigkeiten
bestehen natiirlich nur, wenn anderer Hemmnisse — wie die
Aufnahme der Produkte in die Zellmembran -, die die
Reaktion in Richtung des GTP-Komplexes lenken, nicht
bestehen.

Sehr wenig ist bislang iiber den kinetischen Mechanismus
der GEF-Reaktion bekannt. Die Existenz eines binédren
Komplexes aus GEF und dem GTP-bindenen Protein, die
aufgrund des bereits beschriebenen EF-Tu-EF-Ts-Komple-
xes erwartet werden konnte, konnte fiir Ras- Cdc25 nachge-
wiesen werden.’ 801 Es wurde postuliert, dass der ge-
schwindigkeitslimitierende Schritt der gesamten durch Cdc25
katalysierten Austauschreaktion an Ras die Konformations-
anderung ist, bei der das Nucleotid von einer fest zu einer lose
gebundenen Konformation iibergeht. Die Geschwindigkeit
dieser Reaktion dhnelt der des zweiten Schrittes der zwei-
stufigen Bindung eines Nucleotids an Ras, bei dem der
zunichst gebildete Komplex mit locker gebundenem Nucleo-
tid (Kp~10 uM) zu dem mit fest gebundenem (K= 10 pm)
isomerisiert.l*3] Dies spricht fiir eine dhnliche Umlagerung bei
Bindung eines Nucleotids an nucleotidfreies Ras oder den
bindren Ras - GEF-Komplex. Die Untersuchungen mit Cdc25
ergaben weiterhin, dass die Affinitdt der Cdc25-Domaéne fiir
Ras-GDP in der GréBenordnung von einigen hundert pum
liegt.® Dies erkldrt, warum es nicht zu nutzlosem Nucleo-
tidaustausch kommt, solange nicht der Austauschfaktor
zusammen mit Ras in der Membran colokalisiert ist.

Die Struktur des Ras-SOS-Komplexes wurde von Boriak-
Sjodin et al.’l aufgeklirt (Abbildung 2). Sie erlaubt wichtige
Einsichten in den Mechanismus der Aktivierung von Ras. Die
kiirzeste Doméne von Cdc25 — und wahrscheinlich auch von
SOS -, die notwendig und ausreichend fiir eine effiziente
katalytische Aktividt ist, umfasst 248 Aminosduren (R.H.
Cool, A. Wittinghofer, unverdffentlichte Ergebnisse). Die
meisten der detaillierten kinetischen Studien wurden mit
Fragmenten édhnlicher GroBe unternommen.® %% Das bei
der Kristallisation von SOS verwendete Fragment umfasste
485 Aminosiduren, die den Aminosduren 564-1049 des
menschlichen SOS-Austauschfaktors entsprechen. Dieses
Fragment enthilt auch das REM-Motiv,®! das auch CRO
(Conserved Region 0)PY genannt wird. Sequenzanalysen
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Abbildung 2. Binderdarstellung des bindren Ras - SOS-Komplexes, eines
Intermediats der Austauschreaktion gemif3 Schema 7. Die Farbkodierung
von Ras entspricht der in Abbildung 1, SOS ist rot dargestellt, die
Nucleotidbindungsstelle von Ras ist durch einen Kreis gekennzeichnet.

zufolge ist diese Region in Cdc25-dhnlichen Ras-Austausch-
faktoren konserviert, befindet sich aber bei verschiedenen
Austauschfaktoren fiir Ras, Ral und Rap in unterschiedlichen
Entfernungen zur katalytischen Doméne. Sie unterstiitzt
offenbar eine hervorstehende helicale Haarnadelstruktur
der katalytischen Domine und ist wahrscheinlich verant-
wortlich fiir deren Stabilitit, da kleinere Fragmente von SOS
(wahrscheinlich auch von Cdc25) eher labil sind. Die
katalytische Doméne beinhaltet die konservierten Regionen
SCR 1-3 und ist nahezu vollstdndig a-helical (Abbildung 2).

Die katalytische Domidne von SOS wird als ldngliche
Schiissel beschrieben, in deren Mitte Ras gebunden wird.
Die Struktur des Ras-SOS-Komplexes ldsst erkennen, dass
der P-Loop, die Switch-I- und -II-Regionen sowie die Region
um f33 von Ras an der Wechselwirkung beteiligt sind, wie es
bereits von mehreren Arbeitsgruppen aufgrund von Muta-
tionsanalysen vorhergesagt worden war.’> % Die hervorste-
chendsten — wenn auch hinsichtlich der Bindungsenergie des
bindren Komplexes nicht notwendigerweise die wichtigsten —
Wechselwirkungen zwischen Ras und SOS betreffen die
Switch-I-Region und die hervorstehende helicale Haarna-
delstruktur. Die Switch-I-Region ist vollstindig aus ihrer
normalen Position herausgeklappt, sodass die mit der Base
und der Phosphatgruppe wechselwirkenden Aminosiduren
wie Phe28 und Thr35 aus ihrer Position in der Bindungs-
tasche entfernt werden. Dabei wird die Region durch die
helicale Haarnadelstruktur stabilisiert. Die weiteren wichti-
gen Merkmale der Bildung des bindren Komplexes betreffen
fast alle Aminosdureseitenketten der Switch-II-Region, die
direkte Wechselwirkungen mit den Helices B, D, E und G von
SOS eingeht. Die Switch-II-Region ist im Ras - SOS-Komplex
sehr gut strukturiert und weist Merkmale auf, die nicht mit der
Bindung von Nucleotiden zu vereinbaren sind. Zu diesen
Merkmalen zidhlen das Eindringen eines Glutaminsidure-
(Glu942) und eines hydrophoben Leucinrestes (Leu938) in
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die Mg?*- und Phosphat-bindende Region, die Besetzung der
Mg?*-Bindungsstelle mit dem Carbonyl-Sauerstoffatom von
Ala59 und die vollstindige Neuordnung des f33-a2-Loops,
sodass Gly60 und Lys16 stark mit Glu62 von Ras wechsel-
wirken. Von Glu 62 ist bekannt, dass es fiir die Austauschreak-
tion mit Cdc25 und Sdc25 essentiell ist.* Lys16 ist besonders
wichtig fiir die Bindung des Phosphats, da er mit einem
Sauerstoffatom der B-Phosphatgruppen im GDP- und mit
denen der By-Phosphatgruppen im GTP-Komplex wechsel-
wirkt. Er ist in allen P-Loop-Proteinen invariant.™ Wird er in
Ras mutiert, ist die Affinitit zu Guaninnucleotiden drastisch
herabgesetzt.”) Der Struktur des bindren Ras-SOS-Kom-
plexes zufolge ist die basenbindende Region von Ras
geoffnet, wihrend die phosphatbindende Region durch viele
Wechselwirkungen mit SOS an der Bindung gehindert wird.
Um also wieder an Ras zu binden, muss sich das Nucleotid
iiber die Bindungsstelle fiir die Base n#dhern, einen Kon-
formationswechsel induzieren, der SOS freisetzt und so eine
feste Bindung auch in der phosphatbindenden Region indu-
ziert.’» ¥l Eine derartige Strukturinderung konnte der ge-
schwindigkeitsbestimmenden Reaktion erster Ordnung ent-
sprechen, wie sie in kinetischen Experimenten identifiziert
wurde. 3

2.4. Wechselwirkungen mit Effektoren

Durch GTP-Bindung aktiviertes Ras wechselwirkt mit
Effektoren. Der erste isolierte Effektor war die Protein-
Kinase Raf, von der die drei Isoformen Raf-1, A- und B-Raf
existieren. Bei ihnen handelt es sich um 70-80 kDa grof3e
Proteine mit einer C-terminalen Kinasedomine und einer
aminoterminalen regulatorischen Region, die aus vielen
Modulen besteht. Diese halten die Kinase iiber einen noch
nicht vollstdndig verstandenen Mechanismus im inaktiven
Zustand.'""?] Das am besten verstandene Modul im regula-
torischen N-Terminus ist die Ras-bindende Doméne (RBD),
die aus 80 Aminosiuren besteht!® und eine stabile, unab-
hingig faltende Doméne ist.’>'% Sie ist notwendig und
ausreichend, um mit Ras in GTP-abhingiger Weise zu
wechselwirken. Mutierte Aminoséduren in der Effektorregion,
die die biologische Aktivitdt von Ras blockieren, sind gleich-
falls nicht in der Lage, mit RBD zu wechselwirken, was die
Annahme stiitzt, dass die isolierte Doméne iiber die gleichen
Eigenschaften verfiigt wie die im intakten Protein.[ 101104 Eg
wird angenommen, dass die Hauptfunktion von Ras in der
durch die Bindung an RBD vermittelten Rekrutierung von
Raf an die Plasmamembran liegt. An der Membran wird die
Protein-Kinase in einer Kette von Ereignissen aktiviert, die
allosterische Wechselwirkungen, Phosphorylierungen und
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen wie 14-3-3 bein-
haltet.l' 2l Eine weitere regulatorische Doméne am N-Ter-
minus von Raf ist die Cystein-reiche Domine (CRD), eine
zinkbindende Domine, von der ebenfalls angenommen wird,
dass sie mit Ras und zusitzlich mit 14-3-3-Proteinen und
Lipiden wechselwirkt. IThre Rolle bei der Aktivierung und/
oder Deaktivierung der Kinaseaktiviét wird debattiert.[05-112]

Die Struktur der Ras-bindenden Domine von freiem Raf-1
wurde NMR-spektroskopisch''> 4 und die von Raf-1 im
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Komplex mit dem Ras-homologen Protein RaplA rontgen-
kristallographisch aufgeklirt.'’] Mit einer Sequenzidentitit
von 50 % ist Rap1A ein zu Ras stark homologes Protein. Die
wichtigen Aminosduren in der Effektorregion sind nahezu
identisch. Raf-RBD weist die gleiche Struktur wie Ubiquitin
auf — eine offensichtlich stabile Struktur, die fiir eine Reihe
von Aufgaben verwendet werden kann. An der Wechselwir-
kung mit Ras ist nur die Switch-I- und nicht die Switch-II-
Region beteiligt (Abbildung 3 A). Zwischen den beiden Pro-
teinen bildet sich ein Inter-Protein-f-Faltblatt mit einigen
Hauptkettenwechselwirkungen zwischen den Striangen. An
der Mehrzahl der Wechselwirkungen sind jedoch hydrophile
Seitenketten beteiligt, wobei Rap hauptsédchlich negativ und

A

MW ppiHp

Raf-REL

RalGEF-RAD Pl Ras=GppNHp
-

Abbildung 3. A) Béinderdiagramm des Raps - Raf-RBD-Komplexes. Raps
ist ein stark Ras-homologes Protein mit identischen Aminosduren in der
Wechselwirkungsfliche des Komplexes und Raf-RBD die Ras-bindende
Domine des Ras-Effektors Raf-Kinase. B) Binderdiagramm des Ras-
RalGEF-RBD-Komplexes. Obwohl es keine Sequenzhomologien zwi-
schen den Ras-bindenden Domiénen verschiedener Effektoren gibt, weisen
sie eine dhnliche Tertidrstruktur auf und wechselwirken mit Ras in gleicher
Weise, obgleich sie dabei an verschiedene Aminosdureseitenketten von
Ras binden. Die Effektoren sind rot dargestellt.

Raf-RBD mehrheitlich positiv geladene Aminoséduren bei-
steuert. Mutationen, die zu einer Blockierung der biologi-
schen Ras-Aktivitit fiihren, betreffen tatsdchlich Aminosiu-
ren, die bei der Bildung der Komplexwechselwirkungsfldche
in der Effektorregion eine Rolle spielen. Die Struktur eines
Komplexes aus Raf-RBD und einer Mutante von Rap, die
Ras noch dhnlicher ist (Raps; Abbildung 3 A), machte deut-
lich, dass die Hauptunterschiede zwischen der Ras-Raf- und
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der Rap-Raf-Wechselwirkung sowie der Grund fiir die gerin-
gere Affinitdt"® 7] zwischen Rap und RBD in einer La-
dungsumkehr in der Effektorregion liegen: Anstelle eines
Glutaminsdurerestes in Ras findet sich in Rap ein Lysinrest.

Die CRD-Struktur wurde NMR-spektroskopisch gelost.[!'#]
Wie aufgrund der verddchtigen Anordnung der Cysteinreste
bereits erwartet werden konnte, handelt es sich um ein Zink-
koordinierendes Protein von hoher struktureller Ahnlichkeit
mit der Glycerin-bindenden Doméne der klassischen Protein-
Kinase C.""

RalGEF und seine Isoformen wurden ebenfalls detailliert
biochemisch und strukturell untersucht. Sie sind ca. 600 —800
Aminosduren grof3 und enthalten am C-terminalen Ende ein
Motiv, das an Ras-GTP bindet.’?34 Es konnte gezeigt
werden, dass ein kleines, 100 Aminosduren grofles Modul
des C-Terminus notwendig und ausreiched ist, um an Ras in
GTP-abhiingiger Weise zu binden.'') Es wurde ebenfalls
gezeigt, dass diese Ras-bindende Domédne von RalGEF an
Rap - GppNHp mit hoher und an Ras- GppNHp mit niedri-
gerer Affinitit bindet. Wieder ist Aminosédure 31 in Rap/Ras
fiir den groBten Teil der Spezifitidt verantwortlich.''l Die
Struktur der Doméne wurde NMR-spektroskopisch!?! und
rontgenkristallographisch  aufgeklért.'2!l Diesen Untersu-
chungen zufolge weist RalGEF-RBD die gleiche Ubiquitin-
Faltung auf wie Raf-RBD, auch wenn keine signifikanten
Sequenzhomologien bestehen. Die Strukturen der Ras-bin-
denden Domine von RIfl'?2 und Rgl'?! wurden ebenfalls
aufgeklrt, sie zeichnen sich — was nicht liberraschte — durch
die gleiche Topologie aus.

Die Strukturen der Komplexe von RalGEF-RBD mit
Mutanten von Rasl'? oder mit Ras!'®! wurden rontgenkris-
tallographisch aufgeklirt, es besteht bei diesen Komplexen
die gleiche Wechselwirkung iiber ein Inter-Protein-S-Faltblatt
wie bei Ras-Raf-RBD (Abbildung 3B). Allerdings sind die
seitens Ras beteiligten Aminosduren nun andere. Dies war
nicht vollig unerwartet, da bereits Aminosduren in der
Effektorregion bekannt waren, die die Wechselwirkung mit
einer spezifischen Untergruppe von Effektoren blockieren,
ohne dabei die mit anderen zu behindern. Auch wenn diese
Mutationen, die zu einem partiellen Verlust der Funktion
fiilhren, nicht vollkommen spezifisch sind, wird generell
angenommen, dass die E37G-Mutation die Ras-Raf-Wech-
selwirkung blockiert, die Ras-T35S-Mutation die zwischen
Ras und RalGDF und die Y40C-Mutation beide Wechselwir-
kungen, nicht aber die mit PI(3)K.?* 126131 Die Strukturen
lassen eine schwache Wasserstoffbriicke zwischen Glu37 von
Ras und RalGEF erkennen, jedoch keine zwischen der Ras-
E31K-Mutante und RalGEF. Allerdings besteht zwischen
Glu37 und Raf-RBD eine starke Wasserstoffbriicke, was die
biologischen Befunde erklért. Tyr40 bildet einen betrdchtli-
chen Teil der Bindungswechselwirkungsfliche von Ras-Ral-
GEF, was den Verlust an Affinitdt erkldrt, und scheint
indirekt an der Ras- Raf-RBD-Wechselwirkungsfliche betei-
ligt zu sein (Vetter et al., unveroffentlichte Ergebnisse). Die
Spezifitat der Bindung an Ras im Vergleich mit der von Rap
im Ral-Signaltransduktionsweg ist auf die Ladungsabstof3ung
zwischen Glu31 und einer Reihe von sauren Aminosduren
von RalGEF-RBD zuriickzufiihren.l'?* 15l Mutationsanalysen
zufolge geht das Vermogen, zwischen Ras und Rap zu
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unterscheiden, durch Mutation einer dieser drei sauren
Aminosiuren verloren.!'*?!

Uber die Bindungswechselwirkungen mit anderen Effek-
toren ist noch nicht viel bekannt. Dennoch ist es aufgrund von
Mutationsdaten evident, dass PI(3)K ebenfalls iiber die
Effektorregion wechselwirkt, wenn auch auf andere Weise,
wie Mutationen, die zu einem partiellen Verlust der Funktion
fiihren, belegen. Auch wenn die Ras-bindende Doméne und
die wechselwirkenden Aminosduren auf seiten der katalyti-
schen p110-Untereinheit der PI(3)-Kinasen identifiziert wer-
den konnten,?® 13l so konnte bislang keine unabhiingig
faltende Domidne exprimiert werden. Die Struktur der
katalytischen p110-Untereinheit der PI(3)-Kinase in der y-
Isoform zeigt eine Ras-bindende Domine von groler Homo-
logie zu der von Raf und RalGEF. Computersimulationen
deuten auf einen #hnlichen Wechselwirkungsmodus hin.[34
Die Struktur lasst allerdings auch erkennen, dass die RBD
eng an die Kinasedomine gekoppelt ist, was auf eine
allosterische Ras-vermittelte Kontrolle der enzymatischen
Aktivitat hinweist. AF6 ist ein weiterer mutmaflicher Ef-
fektor,[135 13 der vermutlich in #hnlicher Weise wie Raf und
RalGEF bindet, da er 3P-NMR-Messungen zufolge bei der
Bindung an Ras- GppNHp eine dhnliche Konformation der
beweglichen Effektor-Loop-Region induziert.['¥"]

2.5. Die Ausschaltreaktion

Der wichtigste Aspekt der Biochemie von Ras in physio-
logischer und medizinischer Hinsicht ist die GTPase-Reak-
tion. Dies wird daran deutlich, dass onkogene Varianten von
Ras die Fahigkeit zur intrinsischen und — was noch wichtiger
ist —zur GAP-stimulierten GTPase-Reaktion verloren haben.
Aus diesem Grund war der GTPase-Mechanismus Gegen-
stand einer hitzigen Debatte.

In der hochaufgelosten Struktur von Ras-GppNHp be-
findet sich ein nucleophiles Wassermolekiil in der Nihe der y-
Phosphatgruppe. Daher wurde es als angreifendes Nucleophil
angesehen.”’l Des Weiteren wurde deutlich, dass Gln61 sich
in der Nihe der y-Phosphatgruppe und ein Carboxylatrest
sich in Wasserstoffbriickendistanz zur Seitenkette von Gln61
befindet. Dies fiihrte zu einer Hypothese, in der Gln61 als
allgemeine Base dient, um das Nucleophil zu aktivieren.
Einige experimentelle Daten stiitzten diese Ansicht.['3% 13
Jedoch erschien diese Interpretation theoretischen Uber-
legungen,[*! Befunden nach Einfilhrung eines nichtnatiir-
lichen Glutamin-Analogons mit noch niedrigerem pK,-Wert
in die Position von GIn6101 und einer Carboxylat-Muta-
tionsanalysel'*?l zufolge unwahrscheinlich. Modellrechnungen
fiihrten zu dem Vorschlag, dass die y-Phosphatgruppe, deren
pK,-Wert zu ca. 3 berechnet wurde, als Base fungieren konnte
(Schema 8).'l  Mutagenese- und NMR-Untersuchungen
stiitzten diesen Vorschlag. In der Tat konnte eine lineare
Freie-Energie-Beziehung zwischen dem pK,-Wert der y-
Phosphatgruppe und der GTP-Hydrolysegeschwindigkeit
festgestellt werden.'>-141 Gleiches wurde fiir die GTPase-
Reaktion der a-Untereinheit eines heterotrimeren G-Pro-
teins postuliert.['+]
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Da das langsame Ausschal-
ten durch die intrinsische
GTPase physiologisch weniger
wichtig ist als die GAP-ver-
mittelte Reaktion, war der
Mechanismus der letzteren
von betrichtlichem Interesse.
GAP-Proteine wurden zuerst
von Trahey und McCormick in
einer bahnbrechenden Verof-
fentlichung beschrieben, in der
sie zeigten, dass rekombinan-
tes Ras-GTP in vitro eine
Halbwertzeit von ca. 30 min
hat, wihrend es sehr schnell zu
Ras - GDP hydrolysiert, sobald
man es in Zellen mikroinji-
ziert.¥ Das fragliche Protein
beschleunigt dabei allerdings
nur die Hydrolyse von Wild-
typ-Ras, aber nicht die von
onkogenem Ras. Seitdem wur-
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Schema 8. Vorschlag eines sub-
stratunterstiitzten Mechanismus
der GTPase-Reaktion von Ras,
in dem die y-Phosphatgruppe

selbst das nucleophile Wasser
aktiviert und GIn61 den Uber-
gangszustand stabilisiert.

den einige Ras-spezifische
GAPs (RasGAPs) isoliert
und kloniert. Die wichtigsten
und am besten untersuchten
sind p120GAP! 48] und das Produkt des Neurofibromin-
Gens, das fiir die genetisch bedingte Krankheit Neurofibro-
matose (Typ I) verantwortlich ist.149-1521 Bei den RasGAPs
handelt es sich um verschiedene Proteine unterschiedlicher
Lénge und Komplexitdt mit einer ca. 330 Aminosduren
langen Doméne, die allein die schnelle GTP-Hydrolyse
ausldsen kann.['53 14 Bei Neurofibromin scheint eine ca. 220
Aminosdure lange Domine notwendig und ausreichend fiir
die Beschleunigung der GTP-Hydrolyse zu sein.[']

Fir die GAP-katalysierte GTPase-Reaktion von Ras
konnte nach Siattigung von GAP oder Neurofibromin mit
Ras- GTP in steigenden Konzentrationen und anschlieender
Auswertung nach Michaelis-Menten ein k.,-Wert von 5-
20 s~! ermittelt werden, der damit ca. 10°>-mal groBer war als
der der nichtstimulierten Reaktion.['>* 156 1571 Da die Gesamt-
reaktion so stark beschleunigt wird, wurde diskutiert, welcher
der einzelnen Reaktionsschritte geschwindigkeitsbestimmend
ist und von GAP stimuliert wird (Schema 9). Die Original-
daten schienen anzudeuten, dass ein Konformationswechsel
bei der intrinsischen Reaktion die Gesamtreaktionsgeschwin-
digkeit bestimmt.*! Daher war es verlockend anzunehmen,
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Schema 9. Ubersicht iiber die Teilschritte der GTPase-Reaktion von Ras.
Es wird heute allgemein angenommen, dass die chemische Spaltung
geschwindigkeitsbestimmend fiir die intrinsische GTPase-Reaktion von
Ras ist und von GAP stimuliert wird.

P,-Fmisaizung
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dass GAP diese Konformationsdnderung stimuliert. Ras wére
in diesem Fall eine schnelle GTPase, die GAP lediglich zur
Aktivierung benoétigt. Es wurden Daten veroffentlicht, die
diese Annahme stiitzten, und solche, die sie wiederleg-
ten.[*8 1] Dariiber hinaus vertraten einige Autoren die
Ansicht, dass Ras ein unvollstindiges Enzym sei und
chemische Gruppen von GAP benétigt, um schnell zu
hydrolysieren.'¥> 11 Unterstiitzt wurde dieser Vorschlag
durch Experimente mit Aluminiumfluorid, das in vielen
enzymatischen Systemen den Ubergangszustand der Phos-
phoryltransferreaktion (Schema 10) nachahmt.l'*) Es zeigte
sich, dass Ras Aluminiumfluorid nur in Gegenwart stochio-
metrischer Mengen von GAP bindet und dass ein invarianter
Argininrest in GAP notwendig fiir diesen Effekt ist.1l
Dariiber hinaus ergaben Stopped-flow-single-turnover-Expe-
rimente, dass fiir die Katalyse von GAP, aber nicht fiir dessen
Bindung an Ras, die Anwesenheit dieses Argininrestes notig
ist. Dies sprach fiir die notwendige Beteiligung zumindest
einer Aminosiure von GAP an der Katalyse.['>> 162
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N\ 2/ R
a)  NDP—O--- \\-\P{ ----- o<
W/ H
0
N
N/

b)  NDP—O--- \ Alf-0—R

F\\ - o
e - /
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Schema 10. Aluminiumfluorid-Komplexe sind (stabile) Mimetika des
Ubergangszustands der (enzymatischen) Phosphoryltransferreaktion. Kris-
tallographischen Untersuchungen zufolge sind die planaren AIF;- oder
AIF, -Molekiile in diesen Komplexen von zwei Sauerstoffatomen vom
Nucleophil bzw. von der Abgangsgruppe axial koordiniert. NDP = Nuc-
leotiddiphosphat.

Diese Frage wurde endgiiltig durch die Kristallstruktur-
analyse des Komplexes aus Ras-GDP und GAP-334 in
Gegenwart von Aluminiumfluorid beantwortet (Abbil-
dung 4).1193.1¢4] Die Struktur ldsst erkennen, dass in der Tat
eine Argininseitenkette von GAP in das aktive Zentrum von
Ras ragt und mit Aluminiumfluorid wechselwirkt, das die zu
iibertragende Phosphorylgruppe imitiert. Dies wurde dahin-
gehend interpretiert, dass die Phosphoryltransferreaktion
assoziativ ablduft und sich negative Ladung im Ubergangs-
zustand der GTPase-Reaktion anreichert. Diese Ladung wird
von der Guanidiniumseite von Arg 789 kompensiert, wodurch
der Ubergangszustand der Reaktion stabilisiert wird. Dies
untermauerte die kinetischen Daten, nach denen der k,-Wert
fir p120GAP und Neurofibromin um den Faktor 2000

herabgesetzt wurde, wenn dieser Argininrest mutiert wur-
de.[162-165]
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Abbildung 4. Binderdarstellung des Komplexes aus GAP-334 und Ras-
GDP in Gegenwart von Aluminiumfluorid. Die Struktur ist ein Mimeti-
kum des Ubergangszustandes der GAP-katalysierten Reaktion und weist
eine Argininseitenkette (den Arginin-Finger) auf, die mit AlF; wechsel-
wirkt, welches das iibertragene Phosphat imitiert.

Der Struktur ist weiterhin zu entnehmen, dass Gln61 von
Ras den Ubergangszustand durch die Bildung einer zwei-
zdhnigen Wasserstoffbriicke zum Fluorid und zum angreifen-
den Wasser stabilisiert. Dies erkldrt den Befund, dass die
Mutation von GIn61, wie sie in vielen Tumoren auftritt,
ebenfalls eine fiir die Katalyse sehr wichtige chemische
Gruppe betrifft. So verringert die Mutation zu Alanin die
katalytische Effizienz des Ras-RasGAP-Systems um fiinf
GroBenordnungen (Ahmadian et al., unveroffentlichte Er-
gebnisse). Aus der Struktur konnte dariiber hinaus ersehen
werden, dass die Mutation von Gly12 zu jeder anderen
Aminosdure die GAP-unterstiitzte GTP-Hydrolyse inhibiert,
da diese andere Aminosdure mit vielen anderen Atomen des
Ubergangszustandanalogs in Konflikt gerit. Da Gly12-Mu-
tanten an GAP binden,['5¢ 19716, 167] knnen wir annehmen,
dass der Grundzustand des Ras-RasGAP-Komplexes sich
vom Komplex des Ubergangszustandes unterscheidet. Der
Mechanismus der GTPase-Aktivierung durch GAPs wurde
strukturell und biochemisch fiir die Wechselwirkung von
GTP-bindenden Proteinen des Rho-Typs und ihren spezifi-
schen RhoGAPs bestitigt.l'17 Er kénnte daher ein univer-
selles Prinzip fiir die GTPase-Aktivierung kleiner GTP-
bindender Proteine sein.['”?]

3. Ras als molekulares Ziel fiir die Entwicklung von
Antitumorwirkstoffen

Die entscheidende Rolle der Ras-Proteine bei der Auf-
rechterhaltung des reguldren Lebenscyclus von Zellen und
die intensive Beteiligung von mutiertem Ras an der Entwick-
lung einer Vielzahl von Tumoren haben die Idee autkommen
lassen, durch Beeinflussung der Ras-Funktion neue Moglich-
keiten fiir die Entwicklung alternativer Antitumorwirkstoffe
zu erhalten.['’® 771 Die Unterbrechung des aberranten Wachs-
tumssignals onkogener Ras-Proteine liefert ein Beispiel fiir
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das, was heute

wird.['78]
Mindestens vier Ansitze, die auf die transformierenden

Aktivitdten mutierter Ras-Proteine zielen, sind verfolgt wor-

den (Schema 11):

1. Ras-Proteine miissen sich an der Plasmamembran befin-
den, um ihre biologische Funktion im normalen und im
transformierten Zustand der Zelle erfiillen zu konnen.
Kovalent angebundene Lipide sind die treibende Kraft fiir
die Membranlokalisation. Nicht mit Lipiden ausgestattetes
Ras ist cytosolisch und biologisch inaktiv. Einige post-
translationale Modifikationen am Carboxyterminus von
Ras sind nétig, bevor das urspriinglich biosynthetisierte
Vorstufenprotein zu einem biologisch aktiven Protein an
der Plasmamembran reift. Ein Eingriff in diese Reifungs-
prozesse konnte die abberanten Wachstumssignale von
onkogenem Ras unterbrechen.

2. Ras-Proteine werden durch den Austausch von GDP
gegen GTP aktiviert. Die Verhinderung dieses Aus-
tausches wurde von einigen ebenfalls als Moglichkeit
betrachtet, die Ras-Aktion zu blockieren.

3. Onkogene Mutanten von Ras enthalten Mutationen, die
die Empfindlichkeit gegeniiber RasGAPs herabsetzen und
damit ein Ausschalten von Ras verhindern. Wirkstoffe, die
die intrinsische GTPase-Aktivitit von onkogenem Ras
stimulieren, wiirden diese in den inaktiven Zustand zu-
riickversetzen und das Wachstumssignal stoppen.

4. Sobald es aktiviert wird, leitet Ras den Stimulus durch die
Aktivierung weiterer Proteine wie Raf, RalGEF und
PI(3)-Kinase weiter. Aktiviertes Ras sollte also mit
Antagonisten fiir seine Wechselwirkung mit Down-
stream-Effektoren daran gehindert werden konnen, sein
Signal weiterzuleiten.

»oignaltransduktionstherapie genannt
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Schema 11. Ubersicht iiber die moglichen Ansitze zur Entwicklung von
Anti-Ras-Wirkstoffen fiir den Einsatz in der Antitumortherapie (Einzel-
heiten siehe Text).

3.1. Inhibierung der posttranslationalen Modifikation von
Ras-Proteinen

Ras-Proteine werden als biologisch inaktive cytosolische
Vorstufenproteine synthetisiert, anschlieBend durch verschie-
dene posttranslationale Prozessierungsschritte am Carboxy-
terminus modifiziert und so in biologisch aktive Proteine
umgewandelt, die an der Plasmamembran lokalisiert sind.
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Der Cysteinrest der C-terminalen CAAX-Sequenz (C steht
fir Cystein, A ist im Allgemeinen eine aliphatische Amino-
sdure und X ein Methionin-, Serin-, Alanin- oder Glutamin-
rest) wird zunichst enzymatisch S-farnesyliert, der AAX-Teil
wird dann durch eine spezifische Protease abgespalten. Das
freie C-terminale Cystein wird schlieBlich in einen Methyl-
ester umgewandelt (Schema 12). Bei H- und N-Ras erhalten
zusitzliche Cysteinreste in der unmittelbaren Nachbarschaft
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1. Protease
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vollsténdig prozessiertes Ras-Protein

Schema 12. Posttranslationale Modifikation von Ras-Proteinen mit Lipid-
gruppen (FPP =Farnesylpyrophosphat, PalCoA = Palmitoyl-CoA).

der CAAX-Sequenz durch die Bildung von Palmitinsidure-
thioestern eine Lipidmodifikation. Die Verankerung von Ras-
Proteinen an der Plasmamembran wird durch diese Lipid-
gruppen vermittelt. Genetische Experimente ergaben, dass
die Farnesylierung essentiell fiir die Funktion von Ras im
normalen und im transformierten Zustand der Zelle ist.*) Die
Palmitoylierung scheint fiir die zelltransformierende Aktivi-
tat von Ras nicht absolut notwendig zu sein, ist aber fiir die
volle biologische Aktivitit wichtig.['’”” Das K-Ras4B-Protein
kompensiert das Fehlen des hydrophoben Palmitoylrestes
durch eine positiv geladene Lysin-reiche Region in der Néhe
der CAAX-Box, die die Wechselwirkungen mit negativ
geladenen Phospholipiden in der Zellmembran verstarkt.
Die Entdeckung, dass Lipidmodifikationen an Ras, insbe-
sondere die Farnesylierung, wesentlich fiir dessen biologische
Aktivitit sind, fiihrte zu der Idee, das fiir die Modifikation
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verantwortliche Enzym zu inhibieren, um so die Funktion von
Ras zu blockieren. Diese Idee lieferte neue Ansitze fiir die
Entwicklung wirksamer Antitumorwirkstoffe.

3.1.1. Inhibierung der Ras-Farnesyl-Transferase (FTase)

Bei der FTase handelt es sich um ein heterodimeres
Protein, das aus einer a- und einer 3-Untereinheit besteht.
Fiir seine Aktivitit benotigt es Zink- und Magnesium-
Ionen.'- 1811 Ein eng verwandtes heterodimeres Enzym ist
die Geranyl-Geranyl-Transferase I (GGTase I). Es erkennt
ebenfalls Proteine mit CAAX-Box, wenn X ein Leucinrest ist.
Beide Enzyme enthalten die gleiche a-Untereinheit und
benotigen Zn>* und Mg?*. Thre $-Untereinheiten sind jedoch
verschieden. Die Ahnlichkeit beider Enzyme unterstreicht,
wie wichtig die Selektivitdt von FTase-Inhibitoren ist.

Seit der Entdeckung der Ras-Farnesylierung ist eine
Vielzahl von FTase-Inhibitoren entwickelt worden. Dieses
Gebiet wurde bereits in detaillierten Ubersichtsartikeln
zusammengefasst,?S 176: 17218271841 daher wird hier nur ein
kurzer Uberblick gegeben. Anfingliche Versuche zur Inhibi-
torentwicklung basierten auf Informationen iiber die Sub-
stratspezifitdt genauso wie auf strukturellen (NMR-) Unter-
suchungen des Substrats in Losung und an das Enzym
gebunden, wobei der gebundene Ligand Cys-Val-Trp-Met
einen B-Loop des Typs III bildet (Schema 12). Wie die mit
einer Auflosung von 225 A erhaltene Kristallstruktur des
freien Enzyms('®] zeigt, besteht das aktive Zentrum aus zwei
Spalten, die sich an der Position des gebundenen Zink-Ions
schneiden. Das Zink-Ion koordiniert die Thiolgruppe eines
Cysteinrestes in einem terndren Komplex. Eine der beiden
Spalten ist eine hydrophile Oberflichenfurche in der Néhe
der Wechselwirkungsfliche der Untereinheiten. Sie konnte
der Bindungssstelle fiir Ras entsprechen. Die zweite Spalte
stellt eine Region mit aromatischen Aminosédureseitenketten
dar. Thre GroBe reicht aus, den Farnesylrest — aber nicht das
langere Geranylgeranylpyrophosphat — aufzunehmen. Zu-
satzlich wurde die Struktur des Rattenenzyms im Komplex
mit Farnesylpyrophosphat mit einer Auflosung von 3.41 A
gelost.['%] Die dreidimensionale Information aus den Kristall-
strukturen sollte nun die Entwicklung von spezifischeren
Inhibitoren erlauben.

3.1.2. CAAX-Motiv-Inhibitoren

Auf der Grundlage des CAAX-Motivs wurden Peptide
entwickelt, in denen die Amidbindungen durch Amin- und
Ethergruppen ersetzt wurden.['®”] Insbesondere das B-Turn-
Mimetikum 1 (Schema 13) inhibiert die FTase in vitro mit
einem ICs-Wert von 1.8 nM und zeigt eine hohe spezifische
Aktivitdt im Vergleich zur Inhibierung von GGTase I. Der
weniger polare Methylester 2 zeigte als Wirkstoffvorstufe in
vivo bessere Resultate und inhibierte die Farnesylierung von
Ras und das Wachstum von Ras-transformierten Zellen,
wihrend Raf- oder Mos-transformierte Zellen nicht beein-
flusst wurden. Das Wachstum menschlicher Pankreas-Ade-
nokarzinomzellen mit mutierten K-Ras-, c-Myc- und p53-
Genen wurde durch die Gabe von 2 ebenfalls inhibiert. Wenn
der Wirkstoff iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen an Méusen
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mit implantierten Ras-ab-
héangigen Tumoren verab-
reicht wird, kann das Tu-
morwachstum bis zu 66 %
im Vergleich zu unbehan-
delten Maéusen verringert
werden, wohingegen die
Anwendung des Antitu-
mor-Antibiotikums Doxo-
rubicin unter den gleichen
Bedingungen zu einer Ver-
minderung um lediglich
33% fiihrte. Es ist insbe-
sondere  bemerkenswert,
dass die Behandlung mit
dem S-Turn-Mimetikum -
im Vergleich zu der mit
Doxorubicin — ohne sicht-
bare Nebenwirkungen, wie
z.B. Gewichtsverlust, blieb.

Jedoch beeinflusst 2 auch
die Regulation der Bildung
von Aktin-Stressfasern.['%l
Rho-Proteine sind an der
Regulation verschiedener
Cytoskelettstrukturen be-
teiligt. Von RhoB wird an-
genommen, eines der pri-
miren Ziele der FTase-In-
hibitoren zu sein. RhoB

SO,Me

1R =H, L-739,749
2 R = CHj, L-739,750

SO,Me
SH
(0]
-
HoN 7 N OR
: H
(0]
N Ph
3 R=H, B956

4 R = CHjs, B 1086

COzH
HoN
2 \_/\H N
N\ (6]
SH O H OH
5 (0]
N
</ 1\/\ I’(N e
N N
H H o
6 (0]

Schema 13. FTase-Inhibitoren, in
denen Amidgruppen durch isosteri-
sche Amin- und Ethergruppen er-
setzt wurden, sowie solche, die nicht-

. . . natiirliche Aminosduren enthalten.
wird offensichtlich sowohl

geranylgeranyliert als auch

farnesyliert.'s> 1l Wenn Zellen mit 2 behandelt werden, wird
die vesikuldre Lokalisation von RhoB verhindert. Daher
konnte 2 auch die Farnesylierung von RhoB inhibieren und
damit auch in die Bildung von Aktin-Stressfasern eingrei-
fen.l1oU

Weitere Modifikationen der CAAX-Tetrapeptidstruktur
fiihrten zum Inhibitor 3, der die Farnesylierung von H-Ras mit
1Cs, = 11 nm hemmt.["?] Tumorzelllinien, die mutiertes H-Ras
und N-Ras exprimieren, waren sehr empfindlich gegeniiber
diesem Wirkstoff, der das Wachstum von humanen EJ-1-
Blasenkarzinomen bei einer Dosis von 100 mgkg™ um ca.
60 % vermindert. Die In-vivo-Ergebnisse und die durch die
hier beschriebenen CAAX-Mimetika induzierte, spezifische
Tumorregression zeigen deutlich die Effizienz von FTase-
Inhibitoren als Antitumorwirkstoffe.

Hohe Aktivitdt und Selektividt konnte ebenfalls nach
Ersetzen der Phenylalaninseitenkette in Cys-Val-Phe-Met
durch 1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin-3-carboxylat (Tic) und
Modifizierung des Peptidriickgrats wie bei 5 erreicht werden
(Schema 13).1'1 Dieser Wirkstoff weist gegeniiber Ratten-
FTase einen ICs-Wert von 2.8 nm und eine 500fache Selek-
tivitdt gegeniiber GGTase I auf. Bei dem Wirkstoff 6 wurde
die terminale Cysteinseitenkette durch 4-Imidazol ersetzt.
Dies fiihrte zu einer Zunahme an Aktivitit (ICs =
0.79 nm).11%]

Die beiden aliphatischen Aminosduren im CAAX-Motiv
wurden durch Benzodiazepine wie in 7 und 8 ersetzt
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(Schema 14). Die zentrale Einheit dieser Peptidomimetika
imitiert einen S-Turn und fiihrt den NH,-Terminus des
Cysteinanalogs und den COOH-Terminus des Methioninre-
stes in rAumliche Nihe, sodass diese dann das fiir die Aktivitét
der FTase essentielle Zn?*-Ton komplexieren kénnen.'”! Die
freie Sdure 7 inhibiert das Enzym mit einem ICs;-Wert von

7R=H
8 R =CHj
SH
H H O
N
HZNLIT \Q\KN\.}\OH
o) o *
9 Cys-3-AMBA-Met SCH;3
SCHj
o)
OR R =H, CHs
Jee
H o
l%NH
H,N
o)

10
Schema 14. FTase-Inhibitoren, in denen das AA-Dipeptid ersetzt wurde.

1 nMm in intakten Zellen. Der Methylester 8 ist jedoch trotz
seiner niedrigeren In-vitro-Aktivitét signifikant leistungsfahi-
ger, da er die Plasmamembran aufgrund seiner geringeren
Polaritédt besser durchdringen kann. Diese Eigenschaft kann
genutzt werden, um die Morphologie von H-Ras-transfor-
mierten Zellen wieder in den Normalzustand zu versetzen
und das Wachstum dieser Zellen zu verhindern. In Src-
transformierten und nichttransformierten Rattenfibroblasten
hingegen zeigt die Substanz keinen Effekt. Der Inhibitor
wirkt daher selektiv in Ras-transformierten Zellen und
beeinflusst das Wachstum normaler Zellen nicht. Dies ist
ein bemerkenswertes Ergebnis, da die Farnesylierung des
Wildtyp-H-Ras-Proteins durch das Benzodiazepin inhibiert
wird und H-Ras am Wachstum normaler Fibroblasten betei-
ligt ist. Detailliertere Untersuchungen dieses unerwarteten
Ergebnisses ergaben, dass der Inhibitor 8 die Menge far-
nesylierten H-Ras-Proteins in nichttransformierten und in
H-Ras-transformierten Zellen herabsetzt. Allerdings fiihrt
dies nur in den transformierten Zellen zur erwarteten
Verringerung der enzymatischen Aktivitét in der Ras-Kaska-
de: Sowohl die Menge an phosphoryliertem Raf als auch die
Aktivitdten von MEK-1-, MEK-2- und MAP-Kinase sind in
den Tumorzellen herabgesetzt.'” Hinzu kommt, dass die
Stimulierung des Ras-Signaltransduktionsweges weder in
normalen noch in den Src-transformierten Zellen von EGF
beeinflusst wird. Normale Zellen kénnen den Signalweg
unabhéngig von Ras-inhibierenden Wirkstoffen aktivieren.
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Tatsdchlich ergaben weitere Experimente, dass die Farnesy-
lierung von K-Ras durch die Inhibitoren betrichtlich weniger
beeinflusst wird als die von H-Ras. K-Ras ist auch ein Substrat
der GGTase I und kann deshalb geranylgeranyliert werden,
wenn die Aktivitdt der FTase herabgesetzt ist. Normale und
Src-transformierte Zellen konnen somit offensichtlich im
Unterschied zu H-Ras-transformierten Zellen den Verlust
eines Ras-Proteins oder eines fiir das normale Zellwachstum
wichtigen Enzyms durch die Aktivierung alternativer Wege
kompensieren.

Die beiden aliphatischen Aminosduren wurden ebenfalls
durch die hydrophoben Spacer 3-(Aminomethyl)benzoesiure
(3-AMBA) 9 (Schema 14)["" und 3- und 4-Aminobenzoeséu-
re (3- und 4-ABA) sowie durch 2-Phenylaminobenzoesiure
1001%. 191 ersetzt. Diese Stoffe wiesen 1Csy-Werte im nanomo-
laren Bereich auf und 10 (R = H) blockierte in Nacktmiusen
das Wachstum eines menschlichen Lungenkarzinoms, das
onkogenes Ras exprimiert.?%!

In weiteren Untersuchungen wurde nicht nur das zentrale
AA-Dipeptid, sondern das AAX-Tripeptid ersetzt, was zur
Entwicklung des Biphenyl-Derivats 11%° und des Piperazin-
Analogons 12 fiihrte
(Schema 15). Deren ICsy-

S
Werte liegen im nanomola- LH
ren Bereich, wihrend die HoN N

Geranylgeranyl-Transferase 11 COOH
mit ICy-Werten im Mikro-

molbereich blockiert wird. SH o

Beide Stoffe unterbrechen L,N/_\N ‘
die Prozessierung von Ras HaN / O

in Zellen, das Piperazin-De- 12

rivat 12 unterdriickt das Tu-
morwachstum bei einer Do-
sis von 40 mgkg™' um 75%.

Schema 15. FTase-Inhibitoren, in
denen das AAX-Tripeptid ersetzt
wurde.

3.1.3. Bisubstrat-Inhibitoren

Weniger intensiv wurden Ansitze verfolgt, FTase-Inhibi-
toren zu entwerfen, die auf der Struktur von Farnesylpyro-
phosphat basieren, da es moglicherweise nichtselektive Ef-
fekte mit anderen Enzymen wie z.B. Squalensynthetase
geben konnte, die Farnesylpyrophosphat ebenfalls als Sub-
strat akzeptiert.3 176, 177, 182-184]

Dennoch sind Bisubstrat-Inhibitoren, die ein Farnesyl- und
ein CAAX-Analog vereinen, viel versprechend, da man von
ihnen erhohte Aktivitdt und Selektivitdt erwarten kann. Die
Phosphinsiduren 13 (R =H) und 14 (R =Me; Schema 16) sind
Beispiele fiir Bisubstrat-Analoga. Tatsdchlich ist 13 ein
effektiver In-vitro-Inhibitor und die Wirkstoffvorstufe 14
zeigt Aktivitdt in H-Ras- und in geringerem MaBe auch
K-Ras-transformierten Zellen.?®! Verbindung 14 inhibiert
auch das Wachstum maligner Zellen der Neurofibromatose
Typ I, die vermutlich iiberaktives Wildtyp-Ras enthalten, da
ihnen aktives Neurofibromin-GAP fehlt.?*!! Diese sehr viel
versprechenden Ergebnisse werden durch die geringere Bio-
verfiigbarkeit und In-vivo-Aktivitidt im Vergleich zu denen
der Peptidomimetika gedampft. Kiirzlich wurde beschrieben,
dass Benzyloxycinnamoylamid 15 und zwei seiner Analoga
Bisubstrat-Inhibitoren der Hefe-FTase sind,*! wobei die
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Schema 16. Bisubstrat-Inhibitoren von FTase.

Benzyloxycinnamoylgruppe den Farnesylteil imitiert. Diese
Stoffe weisen ICs,-Werte im unteren mikromolaren Bereich
auf.

Der Naturstoff Pepticinnamin E 16 wird ebenfalls als
Bisubstrat-Inhibitor in Erwidgung gezogen. Mit der erfolg-
reichen Synthese von Pepticinnamin E wurde der Zugang zu
Analoga dieses Peptidwirkstoffs eroffnet und die Bestim-
mung von Strukturparametern, die fiir die FTase-inhibierende
Aktivitdt wichtiger sind, riickte ein Stiick ndher. Erste Unter-
suchungen ergaben, dass das zentrale Tripeptid zum Teil und
insbesondere die absolute Konfiguration der zentralen chlo-
rierten Aminosdure entscheidend fiir die Inhibitorwirkung
sind.?*! Die bislang entwickelten Bisubstrat-Inhibitoren ha-
ben genauso wie einige der CAAX-Analoga (siche Ab-
schnitt 3.1.2) den Vorteil, keine freien Cystein-SH-Gruppen
zu enthalten und daher stabiler zu sein.

3.1.4. Farnesyl-Transferase-Inhibitoren aus natiirlichen
Quellen und Substanzbibliotheken

Zusatzlich zu Pepticinnamin E wurden weitere Naturstoffe
als FTase-Inhibitoren identifiziert, wie z.B. Manumycin 17
und Analoga,?”! Fusidienol 18%%! und die Preussomerine,
z.B. 192%1 (Schema 17; fiir weitere Beispiele siehe Lit. [182]).
Im Allgemeinen erwiesen sich diese Substanzen als weniger
wirksam im Vergleich mit Analoga, die auf CAAX basieren
und die typischerweise ICs,-Werte im unteren mikromolaren
oder hoheren nanomolaren Bereich aufweisen. Auch durch
das High-Throughput-Screening von Substanzbibliotheken
wurden weitere Inhibitoren der Farnesyl-Transferase identi-
fiziert: beispielsweise das hochwirksame Pentapeptid 20
(Schema 18), das die FTase mit IC5y=17 nM inhibiert und
als Ras-Antagonist in Xenopus-Oocyten wirkt.2!?] Syste-
matische Derivatisierung und Verkiirzung des Peptidriick-
grats fithrten letztlich zum Dipeptid 21, dass die Ras-Pro-
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Schema 17. FTase-Inhibitoren natiirlichen Ursprungs.
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Schema 18. FTase-Inhibitoren aus Substanzbibliotheken.

zessierung in Zellen inhibierte und die Lebensspanne von
tumortragenden Nacktmidusen bei einer Dosis von
200 mgkg ! um 35 % verldngerte.['82 211]

Insbesondere wurde eine Reihe von Nichtpeptid- und
Nichtsulfhydryl-FTase-Inhibitoren gefunden, so z.B. die Ver-
bindungen 22-24 (Schema 18). Diese Chlorbenzocyclo-
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heptapyridine weisen eine ausgeprigte Selektivitit fiir FTase
im Vergleich zu der fiir GGTase I auf. Sie verfiigen sowohl
iiber verbesserte In-vivo-Antitumoraktivitdten als auch tiber
bessere pharmakokinetische Profile bei oraler Verabreichung
an Méuse und verhindern dariiber hinaus die Ras-Prozessie-
rung in Cos-Affennierenzellen.?'> 231 Umfangreiche Varia-
tionen der Substituenten am Piperidinteil und am tricycli-
schen Ringsystem fiihrten zur Entwicklung von 23, das die
FTase mit IC5,=40nM inhibiert und inaktiv gegeniiber
GGTase I ist.

3.1.5. Fehlende Toxizitit fiir normale Zellen

Obwohl FTase-Inhibitoren die Farnesylierung von Ras
beeinflussen, ist es wahrscheinlich, dass sie auch die post-
translationalen Modifizierungen anderer CAAX-Proteine
behindern. Abgesehen von den ca. 20 heute bekannten
farnesylierten Proteinen ist die Farnesylierung ebenso fiir
die normale Funktion von Ras notwendig und damit fiir die
normale Lebensfdhigkeit der Zelle wichtig. Aus diesen
Griinden wurden FTase-Inhibitoren als potentiell toxisch
eingeschétzt. Jedoch erwiesen sich die Wirkstoffe als {iber-
raschend ungiftig und wiesen keine Inhibitoraktivitit in
Nager-Fibroblastenzellen auf.?'¥! In Zellkulturen hemmten
FTase-Inhibitoren nicht nur das Wachstum von transformier-
ten Zellen weit stiarker als das von normalen, sondern riefen
auch erstaunlich wenig Nebenwirkungen bei der Behandlung
von tumortragenden Tieren hervor, ohne in normalem Gewe-
be bei Behandlungsdauern von bis zu sechs Wochen eine
merkliche Toxizitit aufzuweisen.

Es gibt mehrere mogliche Erkldarungen fiir dieses Fehlen
von Toxizitdt. Einige geranylgeranylierte Ras-dhnliche Pro-
teine kénnten den Verlust an Ras-Funktion kompensieren.?"!
Alternativ konnte die Inhibierung der Farnesyl-Transferase
die Ras-Aktivitit unter den fiir die Transformation benotig-
ten Grad herabsetzen, aber dennoch ausreichend Ras-Ak-
tivitdt zulassen, um die normale Lebensfdhigkeit der Zellen
aufrechtzuerhalten.'! Gleichfalls konnte ein alternativer
Signalweg aktiviert werden, wenn Ras nicht an der Plasma-
membran verankert ist. Toxizitdts- und Effizienztests sind
hiufig in H-Ras enthaltenden Fibroblastenzellen aus Nagern
durchgefiihrt worden. Die FTase-Inhibitoren blockieren je-
doch die Prenylierung von K-Ras4B und N-Ras nicht so
effektiv wie die von H-Ras (sieche Abschnitt 3.1.6).2'71 Nor-
male Zellen konnten daher weniger empfindlich gegeniiber
diesen Wirkstoffen sein, da sie K-Ras4B und N-Ras expri-
mieren. In diesem Zusammenhang sollte erwdhnt werden,
dass Mutationen von H-Ras in menschlichen Tumoren sehr
ungewdhnlich sind.?¥! Das K-Ras-Gen ist das am héufigsten
mutierte in soliden menschlichen Tumoren, das N-Ras-Gen
herrscht bei Leukédmien vor. Daher muss die vorklinische
Bewertung der Farnesylierungsinhibitoren vor Versuchen am
Menschen nochmals kritisch hinterfragt werden.

3.1.6. Wirkungsmechanismus

Die intensive Erforschung einer Vielzahl von FTase-
Inhibitoren hat klar erbracht, dass diese Wirkstoffe in
Zellkulturen antiproliferative Aktivitit gegeniiber einer Viel-
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zahl von transformierten Zelllinien und Tumoren in Tieren
haben. Insbesondere Zellen mit mutiertem H-Ras-Protein
sind gegeniiber diesen Substanzen empfindlich. Zwar wird
auch das Wachstum von K-Ras4B-transformierten Zellen
blockiert, doch werden hierfiir wesentlich hohere Konzentra-
tionen benotigt, da dieses Protein ein wesentlich besseres
Substrat fiir die FTase ist als H-Ras.?') Dariiber hinaus kann
das K-Ras4B-Protein wesentlich einfacher von der GGTase
geranylgeranyliert werden und damit die fehlende Farnesylie-
rung kompensieren.??> 22!l Da geranylgeranylierte Formen
von Ras-Proteinen Zellen ebenfalls stark transformieren
konnen, wird von FTase-Inhibitoren nicht erwartet, dass sie
das Wachstum von Tumoren mit mutiertem K-Ras4B behin-
dern. Dennoch wird trotz der alternativen Prenylierung eine
Wachstumshemmung beobachtet. Offensichtlich trdgt die
Blockierung der Farnesylierung eines oder mehrerer nicht
mit Ras identischer Proteine zum beobachteten Effekt bei
oder ist sogar allein fiir ihn verantwortlich. Dies wird durch
den Befund unterstiitzt, dass das Wachstum von Fibroblas-
tenzellen, die von N-terminal myristoyliertem (und deshalb
membranverankertem) Ras — das also nicht farnesyliert oder
geranylgeranyliert werden kann - transformiert wurden,
durch FTase-Inhibitoren ebenso inhibiert wird.??!

Diese Ergebnisse haben die Frage aufgeworfen, welche
anderen Proteine molekulare Ziele (Targets) der FTase-
Inhibitoren sind. Eine Klasse von Kandidaten bilden Mit-
glieder der Rho-Proteinfamilie, wie insbesondere RhoB.
RhoB ist ein ausgesprochen attraktives Target, da Rho-
Proteine fiir die Transformation durch Ras benotigt werden
und weil RhoB ein durch Wachstumsfaktorsignale aktiviertes
Protein ist, das unmittelbar nach Eingang des Signals
exprimiert wird (immediate early gene response protein).
RhoB ist eines der Targets von FTase-Inhibitoren (siche
Abschnitt 3.1.2 und Lit. [223]). Ein weiteres neuentdecktes
Ras-dhnliches farnesyliertes Protein, Rheb, konnte ebenfalls
ein Target sein. Rheb moduliert die Ras-Funktion und ist ein
Antagonist der Transformation durch Ras. Seine Prozessie-
rung und Membranlokalisierung kann durch einen FTase-
Inhibitor gehemmt werden.?*!

Viele der biologischen Studien mit FTase-Inhibitoren legen
nahe, dass es sich hierbei eher um cytostatisch wirkende
Agentien handelt, die das Zellwachstum unterdriicken, als um
cytotoxische. Allerdings wurde auch festgestellt, dass die
Inhibierung der Farnesyl-Transferase in einem M&usetumor-
modell zu Tumorregression von Brust- und Speicheldriisen-
karzinomen fiihrt.?') Der Mechanismus der Tumorverkleine-
rung war unklar, aber wie eine aktuelle Studie ergab, kann ein
FTase-Inhibitor die Apoptose (Selbstmord der Zelle) in
Zellkulturen unabhingig vom Tumorsuppressor-Protein p53
(einem Vermittler der Apoptose) ausldsen.??’] Diese Befunde
konnen von Relevanz fiir die klinische Anwendung sein, da
die Resistenz gegen iibliche Krebstherapeutika héufig durch
Anderungen an p53 vermittelt wird. Daher konnten FTase-
Inhibitoren noch wirksam gegen Tumore sein, die mutiertes
p53 enthalten.

Viele der Fragen, die die biologische Aktivitdt von FTase-
Inhibitoren betreffen, sind bereits angegangen worden, den-
noch bleiben zahlreiche Fragen noch zu beantworten. Insbe-
sondere die Folgen ihrer Umgehung durch die Geranylge-
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ranylierung von K-Ras4B und die Unsicherheit iiber die
zelluldren Targets dieser Wirkstoffe erfordern intensive For-
schungsarbeiten. Nichtsdestoweniger ist es klar und allgemein
akzeptiert, dass FTase-Inhibitoren sehr effektiv sind und
signifikante Antitumoraktivitdt gegen Ras-abhingige Tumore
aufweisen. Gleichzeitig sind sie in vielen tierischen Tumor-
modellen nicht oder nur wenig toxisch. Sie haben nun das
Stadium klinischer Untersuchungen am Menschen er-
reicht.?'- 221 Die klinischen Versuche werden die Antwort
auf die Fragen nach Wirksamkeit, Toxizitit, Entwicklung von
Resistenzen und dem Wirkungsmechanismus dieser Substan-
zen liefern, sodass ihr volles therapeutisches Potential ge-
wiirdigt werden kann.

3.2. Carboxyterminale Protease, Methyl-Transferase und
Palmitoyl-Transferase/Esterase als Ziele

Zusitzlich zur Farnesylierung ist die vollstdndige Prozes-
sierung von Ras notwendig, um die volle biologische Aktivitét
des Proteins zu erhalten. So konnen auch die Protease, die
Methyl-Transferase und das Protein, das den Palmitinsdure-
thioester einfiihrt, Ziele fiir neue Anti-Ras-Wirkstoffe sein.
Die Endoproteinase kann durch Analoga des C-terminalen
CAAX-Tetrapeptids inhibiert werden, in denen die Cystein-
amidgruppe zu einem Methylenamin oder einem Hydroxy-
methylenamin reduziert ist.[?? 2281

Die Verbindungen 25 und 26 (Schema 19) weisen K;-Werte
im Bereich von 60-80 nMm auf. Diese Inhibitoren konnen als
Ausgangspunkte fiir das Design neuer Wirkstoffkandidaten
dienen. Diese Moglichkeit wird durch die Isolierung und

NH-Val-lle-Met-OH

NHBoc
OH O
)\\/\/k/\)*/‘s NH-Val-lle-Met-OH
NHBoc

Schema 19. Inhibitoren von carboxyterminaler Protease. Boc = tert-But-
oxycarbonyl.

Klonierung des Rcel-Proteins aus Saccharomyces cerevisiae
als der CAAX-Protease gestiitzt.”*! Sie ist an der Membran
lokalisiert und ihre Deletion fiihrt zu Defekten bei der
Lokalisierung von Ras. Die Methyl-Transferase, die Ras
methyliert, wurde in verschiedenen Sdugetiergeweben iden-
tifiziert und kann durch einfache Farnesylcysteinanaloga wie
Farnesylthioessigsdure inhibiert werden.[?% Allerdings wurde
die Verwendung von Methyl-Transferase-Inhibitoren nicht im
Hinblick auf ihre Eigenschaften untersucht, die Ras-Funktion
zu behindern.

Die mogliche Beteiligung einer mutmafBlichen Palmitoyl-
Transferase bei der abschlieSenden Prozessierung von H- und
N-Ras hat betréichtliches Interesse!l auf sich gezogen, da
diese Ras-Isoformen ihre volle biologische Funktion nur
ausiiben, wenn sie palmitoyliert sind. Tatsédchlich wurde eine
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enzymatische Aktivitit beschrieben, die Ras palmitoyliert,?3?!
diese stellte sich aber spéter als Thiolase heraus. Bis heute
konnte die Transferase, nach der schon lange gesucht wurde,
nicht isoliert werden. Allerdings wurde eine Proteinpalmi-
toyl-Thioesterase identifiziert, die Ras prozessiert.?*l Das
Enzym wurde als ,the first bona fide player bei der
Palmitoylierung von Ras beschrieben. Die Inhibierung seiner
Funktion konnte neue Alternativen fiir die Regulation der
Plasmamembranlokalisierung und damit der biologischen
Aktivitdt von H- und N-Ras eroffnen.

3.3. Inhibierung des Nucleotidaustausches

Es ist nicht gerade plausibel, nach Inhibitoren der GDP-
GTP-Austauschreaktion zu suchen, kommen doch onkogene
Versionen von Ras in der Zelle zumeist im GTP-gebundenen
Zustand vor.*! Nichtsdestoweniger sind Versuche unter-
nommen worden, solche Substanzen zu identifizieren. Sie
konnten moglicherweise in Fillen hilfreich sein, in denen eher
Upstream-Bestandteile des Ras-Signalweges aktiviert sind als
Ras selbst. Basierend auf Molecular-Modeling-Rechnungen
wurden die Substanzen SCH 53239 27, SCH 53870 28 und
SCH 54292 29 (Schema 20) entworfen, die mit GDP um die
Nucleotidbindungsstelle konkurrieren sollten.** Tatszchlich
inhibieren diese Substanzen den Nucleotidaustausch von Ras
mit IC5-Werten von 0.5-0.7 puMm, aber sie konkurrieren nicht
mit der Bindung von GDP. NMR-Analysen von an Ras
gebundenen SCH 54292 ergaben, dass es an die Switch-II-
Region von Ras bindet und nicht in der Nucleotidbindungs-
tasche. Die Switch-II-Region (Aminoséurereste 60—70) ist an
der Wechselwirkung von Ras mit Nucleotidaustauschfaktoren
beteiligt. Nach Inkubation von NGF-stimulierten (NGF =
Nerve Growth Factor) PC-12-Zellen mit SCH 53870 war die
Signaltransduktion iiber Ras blockiert. Das Glycosid
SCH 54292 zeigte diesen Effekt nicht, moglicherweise auf-
grund verminderter Membranpermeabilitit.

Verschiedene Nucleosidtriphosphate und Nucleosidana-
loga wurden hinsichtlich ihrer Féhigkeit untersucht, die
Bindung von GDP-Bindung an Ras-Proteine zu behindern.
Einige GTP-Analoga mit modifiziertem Riboseteil wiesen
drastisch verminderte Bindungsaffiniiten zu normalem und
mutiertem Ras auf.?! Auch die Methylierung von N-7 oder
das Ersetzen von N-7 durch eine CH-Gruppe fiithrten nicht
zum geiinschten Ergebnis. Demgegeniiber wiesen die N-2-
substituierten GTPs 30 (Schema 20) hohere Affinitdten als
GDP auf, und das 4-(N-Butyl)phenyl-Derivat band an die
onkogene Mutante doppelt so fest wie an das zelluldre
Protein. Die Pyrazolo[3,4-b]chinolinriboside 31 und 32 und
die Morpholin-Analoga 33 erwiesen sich als moderate In-
vitro-Inhibitoren des Nucleotidaustausches an onkogenem
Ras.[? Uberraschenderweise waren die effektivsten Ribosen
die vollstdandig geschiitzten Triester 31 und die Thionocarbo-
nate 32 (ICs-Werte im unteren um-Bereich). Etwas bessere
Eigenschaften wiesen Morpholine 33 auf.

Diese ersten Beispiele demonstrieren, dass man im Prinzip
den Austausch von GDP zu GTP an Ras inhibieren und damit
dessen Aktivierung verhindern kann. Jedoch scheint es
sinnvoller zu sein, nichtkompetitive Inhibitoren des GEF-
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Schema 20. Inhibitoren des GDP-GTP-Austauschs von Ras. TBDMS =
tert-Butyldimethylsilyl.

katalysierten Nucleotidaustausches zu entwickeln, deren
Wirkungsweise der von Brefeldin A dhnelt, als zu versuchen,
den Nucleotidaustausch selbst oder die Ras-GEF-Wechsel-
wirkung zu inhibieren. Brefeldin A stabilisiert den zwischen-
zeitlich entstehenden ArfGDP-Sec7-Dominenkomplex.[3 238
Ein &dhnlicher nichtkompetitiver Ansatz fiir den Ras- GEF-
Komplex wiirde die Wechselwirkung mit Effektoren inhibie-
ren, die mit dem Austauschfaktor eine iiberlappende Wech-
selwirkungsfldche bilden.

3.4. Die GTPase-Funktion von Ras als Ziel

Das Hauptproblem von onkogenem Ras ist seine Unféhig-
keit, GTP zu hydrolysieren. Daher wurde die Stimulierung
von onkogenem Ras stets als ein lohnendes Ziel fiir die
Entwicklung von Anti-Ras-Wirkstoffen betrachtet. Mit der
Entdeckung, dass die (augenscheinlich einfache) Einfiihrung
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eines Argininrestes in das aktive Zentrum von Ras die
GTPase sehr effizient stimuliert, ist man diesem Ziel ein gutes
Stiick ndher geriickt, obwohl GAP selbst nicht im Stande ist,
die GTP-Hydrolyse von onkogenem Ras zu beschleunigen.
Das Konzept einer die GTPase beschleunigenden Substanz
bekam weitere Unterstiitzung durch mit dem GTP-Analogon
DABP-GTP 34 (Schema 21) erhaltene Daten.?® 2% Norma-
lerweise blockiert die Substitution der S-Phosphatgruppe

o}

R o (lelNH
o 1l 1] " N PN
|

o N">NH,

H
O OH OH OH k_?‘
o HO OH

34 R = NH,: DABP-GTP

35 R =H: MABP-GTP

Schema 21. DABP-GTP und MABP-GTP - GTP-Analoga, die von
onkogenem Ras hydrolysiert werden.

durch einen beliebigen Ester oder ein Amid die Hydrolyse
dieser Substanz vollstdndig. Im Fall von DABP-GTP wurde
zunéchst fiir die G,-Untereinheiten heterotrimer G-Proteine
und dann in einer griindlicheren Untersuchung an Ras
gezeigt, dass dieses Analogon effizient von diesen Proteinen
hydrolysiert wird. Hierfiir ist hauptsédchlich die aromatische
Aminogruppe verantwortlich, wie daran zu erkennen ist, dass
MABP-GTP 35 nur sehr langsam hydrolysiert wird. Gln61 ist
fiir die Hydrolyse nicht notwendig. In der Tat hydrolysieren
alle onkogenen Mutanten von Ras einschlieBlich der Gly12-
Mutanten DABP-GTP effizienter als der Wildtyp.?*! Dies ist
ein sehr motivierendes Ergebnis in Hinblick auf die Entwick-
lung neuer Wirkstoffe, da es zeigt, dass onkogenes Ras im
Prinzip dazu gebracht werden kann, die 3,y-Phosphatbindung
effizient zu 16sen, wenn im aktiven Zentrum die passende
chemische Umgebung geschaffen wird. Offensichtlich sind die
GTP-Analoga selbst keine guten Leitsubstanzen, da die hohe
Konzentration an GTP in der Zelle und dessen hohe Affinitét
zu Ras diesen Ansatz undurchfithrbar machen. Der Ansatz
wird aber sinnvoll, wenn nach niedermolekularen Substanzen
gesucht wird, die auf das aktive Zentrum von Ras zielen und
reaktive chemische Gruppen tragen, wie die Untersuchungen
an GAP und DABP-GTP andeuten. Die Struktur von Ras mit
gebundenem DABP-GTPPZ* sollte beim Entwurf eines
passenden Geriists fiir eine auf die GTPase-Reaktion ge-
richtete Leitsubstanz hilfreich sein.

3.5. Inhibierung der Wechselwirkung von Ras mit
Effektormolekiilen

Die Wechselwirkung von Ras mit Downstream-Effektoren
zahlt zu den Schliisselereignissen bei der Ras-vermittelten
Signaltransduktion. Ein wichtiger Effektor ist die Raf-Serin/
Threonin-Kinase, aber die Funktion von Ras wird durch die
Wechselwirkung mit verschiedenen Effektoren vermittelt.
Die Inhibierung der Wechselwirkung von Ras mit einem oder
mehreren seiner Downstream-Effektoren konnte neue Alter-
nativen erdffnen, in den Ras-Signalweg einzugreifen oder ihn
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gar zu regulieren. Obwohl die funktionell verschiedenen
Effektoren {iiber ein gemeinsames Strukturmotiv verfiigen,
weisen sie keinerlei Sequenzhomologien auf und nutzen
verschiedene Aminosduren fiir die Wechselwirkung mit Ras.
Demzufolge erscheint es moglich, selektive Inhibitoren zu
entwickeln.

Durch Verwendung von Peptiden, die der Ras-Effektorre-
gion oder den Ras-bindenden Dominen der Effektoren
entsprechen, konnte nachgewiesen werden, dass dies in der
Tat moglich ist. Die Wechselwirkung zwischen c-Raf-1 und
Ras- GTP wurde sowohl durch Pentadecapeptide?*! als auch
durch Hepta- und Octapeptide, die von der Ras-bindenden
Doméne von Raf-1 abgeleitet wurden, erfolgreich inhi-
biert.[90 28] Finige dieser Substanzen inhibierten die Ras-
Raf-Bindung mit ICs;-Werten von 7 um (Wert fiir eines der
Heptapeptide) und blockierten die Ras-vermittelte Aktivie-
rung der MAP-Kinase. Da diese Peptide nicht auf der
Grundlage der Wechselwirkungsfliche des Ras-Raf-RBD-
Komplexes, wie sie aus der dreidimensionalen Struktur(!'s 1171
bestimmt werden kann, abgeleitet wurden, ist in vielen Féllen
der Grund fiir die Inhibierung nicht offensichtlich. Einige 13—
28 Aminoséduren lange Peptide, die von der H-Ras-Effektor-
binderegion abgeleitet wurden und verschiedene Aminosiu-
resubstituenten enthalten, wurden als Inhibitoren der Asso-
ziation von Ras mit verschiedenen Effektoren untersucht.*
Die der originalen H-Ras-Sequenz entsprechenden Peptide
inhibierten die Assoziation von Ras mit drei Effektoren mit
K;-Werten von 1-10 um. Die Einfiihrung von Aminosdure-
substituenten, die Mutationen in Ras entsprechen, fithrte zu
Peptiden, die selektiv eine oder zwei Ras-Effektor-Wechsel-
wirkungen inhibierten. Somit wurde die mit dem gesamten
Ras-Protein beobachtete Spezifitit in einem Peptid der
Effektorregion beibehalten. Diese Ergebnisse legen nahe,
dass es prinzipiell moglich sein sollte, kleine Molekiile als
Inhibitoren Ras-vermittelter Protein-Protein-Wechselwir-
kungen zu entwickeln. Dies wird im Allgemeinen als schwie-
rig angesehen, da die Wechselwirkungsfldche im Normalfall
ein groBes, fiir Losungsmittel nicht zugédngliches Gebiet von
1000-5000 A? ist (im Falle von Ras-Raf-RBD: 1300 A?).
Zusitzlich  sind  Protein-Protein-Wechselwirkungsflichen
recht flach und enthalten keine tiefen, wassergefiillten
Taschen, wie sie in aktiven Zentren gefunden werden.
Dariiber hinaus haben Mutationsanalysen ergeben, dass die
Aminosduren in der Wechselwirkungsfliche eines Protein -
Protein-Komplexes nicht alle in gleichem MaBe zur Bin-
dungsenergie beitragen. Zuweilen sind ein bis drei Amino-
sduren fiir den GroBteil der Bindungsenergie verantwortlich,
und dies in einer Weise, die keinesfalls offensichtlich aus der
Struktur ableitbar ist.?*>?*"] Daher wird es nétig sein, neue
Arten von Geriisten zu konstruieren, die eine groBe Ober-
fliche bedecken und spezifisch fiir das fragliche Protein
entworfen werden.

Ein erfolgreicher Kandidat zur Inhibierung der Ras-Raf-
Wechselwirkung ist der NSAI-Wirkstoff Sulindac-Sulfid 36
(NSAID = Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drug; Sche-
ma 22).2%1 Sulindac selbst wurde in der Therapie von
Tumoren bei Patienten mit der ererbten Krebsdisposition
Familiire Adenomatdse Polyposis?*-2% eingesetzt und
scheint gegen Tumore gerichtet zu sein, die ein Ras-Onkogen
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enthalten.”! Jiingste biochemische
und zellbiologische Untersuchungen
legen nahe, dass Sulindac-Sulfid die
Ras-Transformation inhibiert und
dies offensichtlich durch die Blo-
ckierung der Ras-Raf-Wechselwir-
kung.?*! Sulindac ist eine viel ver-
sprechende Leitstruktur, auch wenn
seine Affinitdt gegenwirtig noch zu
niedrig ist, um ein wichtiger Wirk-
stoff zu sein.

CH3S
36
Schema 22. Sulindac-Sul-

fid, ein Inhibitor der Ras-
Raf-Wechselwirkung.

3.6. Weitere Ansitze

Zusitzlich zu den in den Abschnitten 3.1 bis 3.5 zusam-
mengefassten Strategien wurden noch weitere Ansitze er-
probt, die Wirkung von Ras zu storen. Beispielsweise wurden
RNA-Aptamere gegen das farnesylierte Peptid Boc-Cys-Lys-
Ser-Lys-Thr-Lys-Cys(Farn)-OH selektiert, das dem C-Termi-
nus von K-Ras nachgebildet wurde.?? Die Peptide wurden
uiber eine Disulfidbriicke mit ihrem N-terminalen Cysteinrest
an einer Chromatographiesdule immobilisiert. Nach zehn
Selektionsrunden wurden die bindenden RNA-Aptamere
analysiert und man erhielt zwei Konsensussequenzen:
GGGUGGG und GGGAGGG. Diese wiesen Bindungsaffi-
nitdten von 139 und 930 nM fiir das farnesylierte Peptid auf
und banden die nichtfarnesylierten Peptide mindestens zehn-
fach schwicher. Solche hochaffinen Aptamere, die den
hydrophoben farnesylierten C-Terminus von K-Ras spezifisch
erkennen, konnten niitzlich sein, um die Funktion des Pro-
teins zu beeintridchtigen. Die Aptamere konnten zur Kom-
plexierung von farnesyliertem Ras eingesetzt werden und
somit dessen Verankerung an der Zellmembran verhindern,
was zu einem Verlust der Ras-Funktionen fiihrt. In einem
verwandten Ansatz wurde eine Bibliothek aus verzweigten
Peptidmolekiilen hergestellt und hinsichtlich ihrer Fahigkeit
selektiert, den nichtfarnesylierten C-Terminus von H-Ras zu
binden.?%! Aus der gesamten Biblio-
thek aus mehr als 150000 Verbin-

dungen wurden einzelne Substanzen H,N__O
identifiziert und daraufhin unter- K/\/\
sucht, ob sie die Farnesylierung von HN NH

Ras-Peptiden und GFP-CAAX-Fu-
sionsproteinen verhindern konnen
(GFP =Green Fluorescent Pro-
tein). Die Verbindung 37 (Sche-
ma 23) inhibierte sequenzselektiv
die Farnesylierung eines H-Ras-
Peptids mit einem ICs-Wert von

©

——@—T1—m
—~—@—=T1—m
—~=@=T1—m

37

100 um. Diese Ergebnisse machen
deutlich, dass es die Ras-Prozessie-
rung nicht nur durch Stérung des
Enzyms verhindert werden kann,
sondern auch dadurch, dass dem
Enzym der Zugang zu seinem Sub-
strat mit einem synthetischen Mole-
kiil, welches das Substrat maskiert,
verwehrt wird.

Schema 23. Ein aus einer
Substanzbibliothek iden-
tifiziertes verzweigtes
Peptid, das an H-Ras-
Peptide und GFP-
CAAX-Fusionsproteine
(GFP =Green Fluores-
cent Protein) bindet und
deren Farnesylierung ver-
hindert.
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In einem weiteren Ansatz wurden Antisense-Oligonucleo-
tide entworfen, die mit dem H-Ras-mRNA-Codon 12 wech-
selwirken, d. h. an der Stelle, an der die onkogene Mutation
auftritt, und so die Expression von mutiertem H-Ras inhibie-
ren.” Nach Adsorption an polymere Nanopartikel inhibier-
ten diese Oligonucleotide das neoplastische Wachstum von
HBL100Ras1 in Nacktméusen.

4. Zusammenfassung

Viele Signalwege von auflerhalb ins Innere der Zelle
benutzen das Ras-Protein fiir die Weiterleitung des Signals.
Ras ist ein GTP-bindendes Protein, das iiber obligatorische
posttranslationale Modifikationen an die Plasmamembran
angeheftet ist. Es wird von Guaninnucleotid-Austauschfakto-
ren an der Plasmamembran aktiviert, d.h. in die GTP-
gebundene Form gebracht. Es wechselwirkt mit diversen
Effektoren, die alle eine dhnlich strukturierte Ras-bindende
Domine enthalten. Da die Effektoren keine Sequenzhomo-
logien aufweisen, benutzen sie unterschiedliche Aminosduren
fiir die Wechselwirkung mit Ras. Um den Cyclus zu schlieen,
wird Ras durch GTPase-aktivierende Proteine ausgeschaltet,
die die langsame intrinsische GTPase-Reaktion durch die
Vervollstindigung des aktiven Zentrums beschleunigen.

Da Ras das hiufigste Onkogen in menschlichen Tumoren
ist, wird es bereits seit langem als attraktives Target in der
Antikrebstherapie angesehen. Mogliche Ziele, um die Ras-
Funktion zu storen, sind die Wechselwirkungen mit Regula-
toren und Effektoren, die posttranslationalen Modifikationen
und die GTPase-Reaktion. In diesem Artikel haben wir
gezeigt, dass diverse Versuche unternommen wurden, die
Ras-Aktivitdt in der Zelle zu inhibieren. Der vielverspre-
chendste und am weitesten entwickelte dieser Ansitze ist
gegenwairtig die Inhibierung des Enzyms Farnesyl-Transfera-
se, das die lipophile Isoprenylgruppe an den C-terminalen
Cysteinrest des reifen Proteins hdngt und somit essentiell fiir
die Ras-Funktion ist. Obwohl FTase-Inhibitoren in normalen
Zellen nicht giftig sind und sich in verschiedenen Phasen
klinischer Versuche befinden, ist ihre Wirksamkeit und ihr
Wirkungsmechanismus noch immer nicht vollstdandig verstan-
den.

Die Autoren danken Dipl.-Biol. Thilo Brinkmann fiir die
Durchsicht und die Ubersetzung des Manuskripts.
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