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Das Guaninnukleotid-bindende Protein Ras ist an zellul�ren
Signaltransduktionswegen beteiligt, die die Proliferation,
Differenzierung und Apoptose von Zellen kontrollieren. Es
funktioniert als molekularer Schalter, der zwischen einem
inaktiven, GDP-gebundenen Zustand und einem aktiven,
GTP-gebundenen Zustand wechselt. Nur im Komplex mit
GTP kann das Ras-Protein verschiedene Effektoren wie die
Raf-Kinase oder RalGDS mit hoher Affinit�t binden (siehe
z. B. Lit. [1]). Mittels 31P-NMR-Spektroskopie konnte gezeigt
werden, dass Ras-Wildtyp im Komplex mit den GTP-Analoga
GppNHp oder GppCH2p in mindestens zwei verschiedenen
Konformationen vorliegt, die sich im dynamischen Gleich-
gewicht befinden.[2,3] Zustand 1 wird durch Gunaninnukle-
otid-Austauschfaktoren (GEFs)[4] erkannt, Zustand 2 durch
Effektor-Proteine.[2, 3,5–9] Die Affinit�t von Ras im Zustand 1
gegen�ber Effektoren ist um einen Faktor von etwa 20 klei-
ner.[7] Zustand 1 stellt somit einen schwach Effektor-binden-
den Zustand dar. In mehr als 30% aller menschlichen Tu-

moren weist Ras Mutationen an den Aminos�urenpositionen
12, 13 oder 61 auf.[10] Diese Mutanten verbleiben in der Zelle
in ihrem aktiven GTP-gebundenen Zustand, da sie weder
intrinsisch noch durch GAP (GTPase aktivierendes Protein)
beschleunigt das gebundene GTP hydrolysieren. Es sollte
m�glich sein, die Wechselwirkung von aktiviertem, onkoge-
nem Ras mit Effektoren durch die selektive Stabilisierung
von Zustand 1 durch geeignete niedermolekulare Verbin-
dungen zu inhibieren. Wie 31P-NMR-spektroskopisch gezeigt
werden konnte, bindet der 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-
Zn2+-Komplex (Zn2+-Cyclen; Abbildung S1 in den Hinter-
grundinformationen) selektiv an Zustand 1 von aktiviertem
Ras und verschiebt somit das dynamische Gleichgewicht auf
die Seite des schwach an Effektoren bindenden Zustands.[11,12]

Voraussetzung f�r die Nutzung von Zn2+-Cyclen als Leit-
substanz im Rahmen der strukturbasierten Entwicklung von
Inhibitoren der Ras-Effektor-Wechselwirkung ist eine drei-
dimensionale Struktur des Komplexes, die hier vorgestellt
wird.

Cu2+-Cyclen kann als paramagnetisches Analogon von
Zn2+-Cyclen eingesetzt werden, um eine Relaxation benach-
barter Kerne im Protein in Abh�ngigkeit vom Abstand zu
induzieren. Abbildung 1, Spektrum A zeigt das 31P-NMR-
Spektrum von Ras(wt)·Mg2+·GppNHp, das charakteristisch
f�r das gleichzeitige Vorliegen der beiden Konformationen 1
und 2 ist (K12 = [2]/[1] = 0.9), da zwei S�tze von Resonanzli-
nien f�r das gebundene Nukleotid beobachtet werden. In
Anwesenheit von Cu2+-Cyclen werden die 31P-Resonanzlini-
en des b- und g-Phosphats hochfeldverschoben, die Zustand 1
zugeordnet sind. Der st�rkste Effekt wird f�r die g-Phos-
phatgruppe beobachtet. Das Signal des a-Phosphats hingegen
ist leicht tieffeldverschoben. Mit steigender Konzentration an
Cu2+-Cyclen werden die Resonanzlinien breiter. Bei einem
Ligand/Protein-Verh�ltnis von mehr als 2:1 ist das g-Phos-
phat-Signal bereits soweit verbreitert, dass es nicht mehr
detektiert werden kann, w�hrend das b-Phosphat-Signal nur
leicht verbreitert ist (Abbildung 1, Spektren A und B). Die
dem Zustand 2 zugeh�rigen Signale werden durch die Zugabe
von Cu2+-Cyclen nicht beeinflusst, d.h., sie sind bei der glei-
chen Konzentration weder verschoben noch verbreitert. Als
unabh�ngige Kontrolle wurden die gleichen Experimente mit
Ras(T35A)·Mg2+·GppNHp durchgef�hrt, das ausschließlich
in Zustand 1 vorliegt (K12< 0.1). Hier k�nnen die Effekte des
Cu2+-Cyclens wesentlich leichter beobachtet werden, da die
Signale des Zustands 2 scheinbar abwesend sind. Wiederum
wird das Signal des g-Phosphats verbreitert und ist bei einem
Verh�ltnis Cu2+-Cyclen/Ras = 2:1 (Abbildung 1, Spektren C
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und D) nicht mehr erkennbar. Diese Daten weisen darauf hin,
dass Cu2+-Cyclen in der N�he der g-Phosphatgruppe von
GppNHp bindet, wenn Ras im Zustand 1 vorliegt. Das aktive
Zentrum im Zustand 2 wird hingegen nicht erkannt. Da Ras-
(T35A) vorwiegend im Zustand 1 vorliegt, wurden die wei-
teren Strukturuntersuchungen zur Komplexbildung zwischen
Metallcyclenen und Ras im Zustand 1 mit dieser Mutante
durchgef�hrt.

Die Abst�nde des Cu2+-Ions zu den Phosphorkernen des
gebundenen GppNHp von 0.30� 0.05, 0.48� 0.05 und 0.54�
0.05 nm f�r die g-, b-, bzw. a-Phosphatgruppe k�nnen aus der
paramagnetischen Verst�rkung der Relaxation (PRE) abge-
sch�tzt werden (Tabelle S1 in den Hintergrundinformatio-
nen).

Sehr wahrscheinlich ist das positiv geladene Cu2+-Cyclen,
das sich ann�hernd im Van-der-Waals-Abstand zur negativ
geladenen g-Phosphatgruppe befindet, direkt an ein Sauer-
stoffatom der g-Phosphatgruppe koordiniert. In den ent-
sprechenden Kristallstrukturen von Zn2+-Cyclenderivaten in
1:1-Komplexen mit Phenylphosphat[13] ist das Zn2+-Ion
0.294 nm vom Phosphorkern entfernt.

Die Zugabe von paramagnetischem Cu2+-Cyclen f�hrt
sowohl zu einer Abnahme der Kreuzsignalintensit�t im
[1H,15N]-HSQC-NMR-Spektrum als auch zu �nderungen der
chemischen Verschiebungen (Tabelle S2, Abbildung S2). Die
Signalintensit�ten der Resonanzen von Gly13, das sich im P-
Loop in der N�he der g-Phosphatgruppe des gebundenen
Nukleotids befindet, und von Gly60, das im Switch II zu
finden ist, sind wesentlich verringert und bei h�heren Kon-
zentrationen an Cu2+-Cyclen vollst�ndig verschwunden.
Andere Resonanzen, z.B. die von Ser118 oder Thr148,
werden durch die Zugabe von Cu2+-Cyclen nicht beeinflusst.

Durch die Zugabe von diamagnetischem Zn2+-Cyclen
werden die meisten Resonanzen nicht beeinflusst. Einige
verschieben sich jedoch und/oder werden verbreitert. Inter-
essanterweise spalten einige der Resonanzen in zwei Linien
auf, z.B. die Signale von Ile124 und Gly115 (Tabelle S2, Ab-
bildung S2).

Bildet man die Aminos�uren bez�glich der �nderung
ihrer kombinierten chemischen Verschiebung (Ddcomb�
s0

corr) auf die Oberfl�che der Kristallstruktur von Ras(wt) ab,
so werden zwei Bindungsstellen erkennbar (Abbildung 2).

Die Analyse der Konzentrationsabh�ngigkeit von Ddcomb be-
st�tigt das Vorliegen von zwei Bindungsstellen. Die halbma-
ximalen S�ttigungen der Bindungsstellen sind bei einer Li-
gandenkonzentration von etwa 2 mm bzw. 6 mm erreicht. Da
zudem Daten mit dem paramagnetischen Analogon Cu2+-
Cyclen vorliegen, k�nnen die durch die Ligandenbindung
hervorgerufenen, weitreichenden Struktur�nderungen er-
kannt werden, da die paramagnetische Verst�rkung der Re-
laxation stark abstandsabh�ngig ist.

In guter �bereinstimmung mit den 31P-NMR-Daten be-
findet sich die Bindungsstelle 1 (Abbildung 2a,c) nahe am g-
Phosphat des gebundenen Nukleotids. Am meisten betroffen

Abbildung 1. Cu2+-Cyclen und sein Einfluss auf das 31P-NMR-Spektrum
von Ras-GppNHp-Komplexen. 31P-NMR-Spektrum von Ras·Mg2+·
GppNHp in 40 mm Tris/HCl, pH 7.5, 10 mm MgCl2, 2 mm Dithioeryth-
rol (DTE), 0.2 mm 4,4-Dimethyl-4-silapentan-1-sulfons�ure (DSS) und
5% D2O. A) 1.3 mm Ras(wt)·Mg2+·GppNHp, B) 1.3 mm Ras(wt)·Mg2+·
GppNHp in Anwesenheit von 2.6 mm Cu2+-Cyclen, C) 1.3 mm Ras-
(T35A)·Mg2+·GppNHp und D) 1.3 mm Ras(T35A)·Mg2+·GppNHp in
Anwesenheit von 6.5 mm Cu2+-Cyclen. a1, b1, g1, a2, b2, g2 : Resonan-
zen der a-, b- und g-Phosphatgruppen im Zustand 1 bzw. Zustand 2.
Die chemische Verschiebung der Resonanzen des Zustands 1 sind mit
gestrichelten Linien gekennzeichnet. Alle Spektren wurden bei 278 K
und 202 MHz aufgenommen.

Abbildung 2. Nachweis der Bindungsstellen von Zn2+- und Cu2+-Cyclen
in Ras·Mg2+·GppNHp durch [1H,15N]-HSQC-NMR-Spektroskopie.
a,b) Aminos�uren, die eindeutig vom paramagnetischen, abstandsab-
h�ngigen Cu2+-Effekt beeinflusst werden, sind auf der Oberfl�che von
Ras(wt)·Mg2+·GppNHp[16] abgebildet. Reste mit einem signifikanten re-
lativen Signalverlust I(j)/I0(j) < 1�s0 sind rot eingef�rbt, nicht eindeu-
tig zugordnete Reste sind grau. c,d) Aminos�uren, die in Anwesenheit
von Zn2+-Cyclen signifikante Verschiebungs�nderungen aufweisen,
sind auf die Oberfl�che von Ras(wt)·Mg2+·GppNHp abgebildet: dun-
kelgr�n: Aminos�uren mit einer signifikanten �nderungen der kombi-
nierten chemischen Verschiebung (Ddcomb > s0

corr) ; hellgr�n: Amino-
s�uren, deren Signale durch die Bindung von Zn2+-Cyclen aufspalten
(typisch f�r langsame Austauschprozesse); grau: nicht eindeutig zuge-
ordnete Aminos�uren.
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sind dabei die Reste Gly13, Tyr32, Ala59 und Gln61, die sich
im P-Loop (Aminos�uren 10–18), dem PM3-Motiv (AS 57–
61) bzw. im Switch II (AS 60–72) befinden. Die zweite Bin-
dungsstelle (Abbildung 2b,c) liegt nahe den Resten Asp105,
Ser106, Asp107, Asp108, Val109 und Met111 der negativ ge-
ladenen Schleife L7 und den C-terminalen Resten Glu162,
Gln165 und His166.

Aus den Daten, die aus den �nderungen der chemischen
Verschiebung erhalten wurden, und den aus der PRE erhal-
tenen Abstandsinformationen wurde die Struktur des Prote-
ins im Komplex mit dem Cyclenliganden an der Bindungs-
stelle 1 mit dem Programm HADDOCK berechnet.[14,15]

Wegen des Fehlens einer Kristallstruktur von Ras-
(T35A)·Mg2+·GppNHp wurde f�r die Berechnung die Kris-
tallstruktur von Ras(wt)·Mg2+·GppNHp[16] verwendet, wobei
das Threonin in Position 35 durch Alanin ersetzt wurde. Es
wird dabei angenommen, dass die Kristallstruktur des Wild-
typs den Zustand 2 repr�sentiert, w�hrend Ras(T35A) und
Ras(T35S) im Komplex mit Mg2+·GppNHp vorzugsweise in
Zustand 1 vorliegen. Die verf�gbare Kristallstruktur von
Ras(T35S)·Mg2+·GppNHp[7] wurde deshalb herangezogen,
um Abstandsinformationen f�r das gebundene Nukleotid zu
erhalten. Diese Abstandsinformationen wurden verwendet,
um das Nukleotid zusammen mit dem Mg2+-Ion w�hrend der
Strukturrechnung zu fixieren (f�r Details der Berechnung
siehe Tabelle S3).

In Abbildung 3 ist eine Oberfl�chendarstellung der
Ras(wt)-Struktur sowie die Struktur mit der niedrigsten
Energie aus der HADDOCK-Berechnung gezeigt. Der Cu2+-

Cyclen-Komplex ist �ber sein Metallzentrum an das g-Phos-
phat des GppNHp koordiniert; die vier Aminprotonen des
Cyclenger�sts bilden Wasserstoffbr�cken zu den Carbonyl-
sauerstoffatomen von Gly12, Asp33, Ala35 und Ala59. Dieses
Wasserstoffbr�ckenmuster k�nnte auch die starken �nde-
rungen der chemischen Verschiebung der Signale von den
benachbarten Aminos�uren Gly13, Ile36 und Gly60 in An-
wesenheit von Zn2+-Cyclen erkl�ren. Die erhaltenen Wech-
selwirkungsenergien von Cu2+-Cyclen mit dem Protein sind in

einem sinnvollen Bereich (Tabelle S4). Die allgemeine To-
pologie des Ras-Proteins ist wie erwartet unver�ndert.

Die mittlere quadratische Abweichung (RMSD) zwischen
der berechneten R�ckgrat-Struktur von Ras(T35A)·Mg2+·
GppNHp im Komplex mit Cu2+-Cyclen und der Kristall-
struktur von Ras(wt)·Mg2+·GppNHp[16] betr�gt 0.12 nm
(Abbildung S3). Die beiden Strukturen zeigen eine gute
�bereinstimmung in denjenigen Regionen, die sich in Zu-
stand 1 und Zustand 2 �hnlich sein sollten. Signifikante �n-
derungen werden jedoch beobachtet: W�hrend Switch I und
der P-Loop eine offenere Konformation einnehmen, bewegt
sich Switch II in Richtung der Nukleotidbindestelle. Ein
�hnliches strukturelles Muster liegt in der Kristallstruktur
zwischen Ras und seinem Austauschfaktor SOS vor.[17] In der
hier berechneten Struktur ist Tyr32 gedreht und hat sich vom
gebundenen Nukleotid entfernt. Eine �nderung der Position
dieser Aminos�ure wurde bereits von Geyer et al.[2] als Er-
kl�rung f�r die Unterschiede in den chemischen Verschie-
bungen zwischen den 31P-Resonanzlinien des Ras-Proteins im
Zustand 1 und Zustand 2 postuliert. Hall et al.[18] konnten
ebenfalls zeigen, dass sich Tyr32 in der Ras(A59G)-Mutante
nicht mehr in seiner Position von Zustand 2 befindet. Au-
ßerdem r�ckt Glu63 n�her zum Nukleotid, und auch His27
scheint seine Position zu �ndern. Grunds�tzlich ist die Tasche,
die das Nukleotid enth�lt, in Zustand 1 offener als in Zustand
2. Das stimmt gut mit der beobachteten Bevorzugung von
SOS f�r Zustand 1 �berein.[4] Dadurch wird auch die be-
rechnete Abnahme des partiellen molaren Volumens nach
�bergang von Zustand 2 zu Zustand 1[4] erkl�rt, was nor-
malerweise mit einer Zunahme der dem Wasser exponierten
Oberfl�che einher geht.

Zus�tzlich wurde die Kristallstruktur von Ras(wt)·
Mg2+·GppNHp im Komplex mit Zn2+-Cyclen mit einer Auf-
l�sung von 2.1 � gel�st (Tabelle S5). Die erhaltene Struktur
ist in Abbildung 4a gezeigt. Zn2+-Cyclen kann nur an der
Bindungsstelle 2 detektiert werden, die bereits in den NMR-
Untersuchungen identifiziert wurde und sich in der N�he des
C-Terminus und der Schleife L7 befindet. Das Zn2+-Ion ist an
ein Imidazol-Stickstoffatom der Seitenkette des C-terminalen
Histidins 166 koordiniert (Abbildung 4b). Es k�nnen dar�ber
hinaus keine weiteren signifikanten Elektronendichten des
Liganden detektiert werden, auch nicht im Bereich der Bin-

Abbildung 3. Vergleich der berechneten Struktur von Ras(T35A)·Mg2+·
GppNHp im Komplex mit Cu2+-Cyclen und der Kristallstruktur von
Wildtyp-Ras. a) Oberfl�chendarstellung der Kristallstruktur von
Ras(wt)·Mg2+·GppNHp[16] (pdb 5p21). b) Oberfl�chendarstellung der
HADDOCK-Struktur von Ras(T35A)·Mg2+·GppNHp im Komplex mit
Cu2+-Cyclen (weiß). Die Switch-Regionen und die Phosphatbindeschlei-
fe sind orange, hellgelb bzw. gelb.

Abbildung 4. Kristallstruktur von Ras(wt)·GppNHp im Komplex mit
Zn2+-Cyclen. a) Darstellung der Sekund�rstrukturelemente von
Ras·Mg2+·GppNHp im Komplex mit Zn2+-Cyclen (magenta). Die Ami-
nos�uren, die in den PRE-Studien mit Cu2+-Cyclen als zugeh�rig zur
Bindungsstelle 2 identifiziert wurden, sind rot dargestellt. b) Elektro-
nendichtekarte f�r die Koordination von Zn2+-Cyclen an
Ras(wt)·Mg2+·GppNHp.
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dungsstelle 1 in der N�he der Switch-Regionen. Die Prote-
instruktur selbst liegt weitgehend unver�ndert vor, Ausnah-
men sind die Region um Switch II von Aminos�ure 62 bis 75
mit einem RMSD-Wert von 0.241 nm f�r diese 14 Reste (hier
ist die Elektronendichte in Ras-Strukturen f�r gew�hnlich
nicht sehr gut definiert) und die Schleife um den Rest 106, die
im Vergleich zur Apo-Struktur ihre Position leicht ver�ndert
hat (RMSD 0.024 nm f�r die Reste 96 bis 109). Die Kristall-
struktur des nicht-komplexierten Ras(wt)·Mg2+·GppNHp, die
hier vor der Inkubation der Kristalle mit Zn2+-Cyclen be-
stimmt wurde, und die des komplexierten Ras nach der In-
kubation mit Zn2+-Cyclen zeigen Switch I in sehr �hnlichen
Konformationen. In diesen Strukturen liegt Switch I jedoch in
einer etwas geschlosseneren Konformation vor als in der
Struktur von Pai et al. ,[16] bei der das Protein in einer anderen
Raumgruppe kristallisierte. In den Kristallen, die in dieser
Arbeit analysiert wurden, packen die Molek�le �ber die sich
gegen�ber liegenden Effektorschleifen (in der Konformation
2). Die Affinit�t des Zn2+-Cyclens war bei der f�r die Zn2+-
Cyclen-Wechselwirkung verwendeten Konzentration
(25 mm) offensichtlich zu gering, um die Kr�fte, die die Ef-
fektorschleife geschlossen beim g-Phosphat halten, zusam-
men mit den Kristallpackungskr�ften zu �berwinden. An-
dernfalls w�ren die Kristalle wohl gebrochen. Folglich wurde
nicht erwartet, den Zn2+-Cyclen-Komplex an Bindungsstelle
1 in der Kristallstruktur zu detektieren.

Beide Cyclenkomplexe bevorzugen den Zustand 1 von
Ras. Da angenommen wird, dass Zustand 1 einen schwach
Effektor-bindenden Zustand darstellt, ist zu erwarten, dass
die Cyclen-�bergangsmetall-Komplexe die Bindung von Ef-
fektoren an aktives Ras durch die Stabilisierung von Zustand
1 abschw�chen. Um diese Annahme zu best�tigen, wurde die
Bindung von Ras/Raf in Anwesenheit von Cyclenen durch
isotherme Titrationskalorimetrie vermessen (Abbildung 5).
Wie angenommen, wird die Bindung der Ras-Bindedom�ne
der Raf-Kinase (RafRBD) an Ras(wt)·GppNHp durch die
Gegenwart von Zn2+-Cyclen bzw. Cu2+-Cyclen gest�rt, was zu
einer verminderten Affinit�t zwischen Ras und Raf f�hrt.

Zusammenfassend binden Zn2+- und Cu2+-Cyclen-Kom-
plexe mit millimolarer Affinit�t an zwei r�umlich separierten
Orten in Ras·Mg2+·GppNHp. Die Bindungsstelle, die f�r die
Stabilisierung der Konformation 1 mit verminderter Affinit�t
gegen�ber Effektoren zust�ndig ist, befindet sich in der N�he
der g-Phosphatgruppe des gebundenen Nukleotids in aktivem
Ras. 31P-NMR-Experimente zeigen, dass eine entsprechende
Bindungsstelle in der N�he der Phosphate in Ras·Mg2+·GDP
nicht gefunden werden kann (Daten nicht gezeigt). Durch die
Bindung von Zn2+-Cyclen �ffnet sich die Nukleotidbindeta-
sche, und gleichzeitig wird die Affinit�t f�r Effektoren ge-
schw�cht, wie die isotherme Titrationskalorimetrie mit dem
Komplex mit RafRBD zeigt. Folglich kann Zn2+-Cyclen als
Leitsubstanz innerhalb eines neuen Ansatzes zur Inhibierung
der Ras-Effektor-Wechselwirkung dienen.

Experimentelles
Details der Proteinreinigung, der NMR-Spektroskopie, der Kristal-
lographie, der Auswertung der durch die Bindung des Liganden
hervorgerufenen �nderungen der chemischen Verschiebungen und

der paramagnetischen Beschleunigung der Relaxation, der NMR-
Strukturrechnung sowie der Kalorimetrie sind in den Hintergrund-
informationen hinterlegt.
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Abbildung 5. St�rung der Ras/Raf-Wechselwirkung durch Zn2+-Cyclen.
ITC-Messungen wurden bei 298 K mit 40 mm H-Ras(wt)·Mg2+·GppNHp
in 50 mm Tris/HCl pH 7.5, 100 mm NaCl, 5 mm MgCl2 und 2 mm DTE
durchgef�hrt. Die Probe wurde mit einer 400 mm L�sung von RafRBD
(Ras-bindende Dom�ne von Raf) im gleichen Puffer in Abwesenheit
(*) und Anwesenheit von Zn2+-Cyclen (1–10 mm) (~) titriert (gezeigt
sind die Daten f�r 4 mm Zn2+-Cyclen). Die Heizleistung letzterer Titra-
tion ist als Funktion der Zeit gezeigt (oben). Die �nderung der Enthal-
pie ist als Funktion des Stoffmengenverh�ltnisses von Raf zu Ras auf-
getragen. Die Daten wurden mit einem 1:1-Bindungsmodell angegli-
chen.
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