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Intrinsische allosterische Hemmung von Signalproteinen durch Stabi-
lisierung gering besetzter, durch Hochdruck-NMR-Spektroskopie
nachweisbarer Interaktionszustinde**
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Sunilkumar Puthenpurackal Narayanan, Veronika Kropf und Michael Spoerner

Proteine, die an der Signaltransduktion beteiligt sind, liegen
in mehr als einem Konformationszustand vor und erlauben
somit im Allgemeinen eine neue Art der allosterischen
Hemmung durch die Stabilisierung ihrer gering besetzten
Interaktionszustdnde. Ein Beispiel ist das Ras-Protein, bei
dem die Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen Ras und
Effektoren durch kleine Molekiile moduliert werden kann,
die an den Konformationszustand 1(T) binden. Eine Analyse
des Ras-Zyklus ergibt mindestens acht wirkstoffrelevante
funktionelle Zustinde des Proteins, die fiir eine allosterische
Modulierung der Ras-Aktivitdt verwendet werden konnen.
Es ist uns gelungen, die vier Zusténde, die im aktivierten Ras
erwartet werden, durch Hochdruck-NMR-Spektroskopie
nachzuweisen. Die Untersuchungen, basierend auf dem Ras-
System, fithren zu einer neuen, allgemein anwendbaren
Strategie zur Entwicklung allosterischer Inhibitoren fiir Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen in Mehrzustandssystemen,
die typisch fiir signalleitende Proteine sind.

Das Ras-Protein ist in ungefihr 30 % aller menschlichen
Tumoren aufgrund von spezifischen Punktmutationen per-
manent aktiviert.!!) Es ist das prototypische Mitglied der Ras-
Superfamilie, der mehr als 100 verschiedene Guaninnukle-
otid-bindende Proteine (GNB-Proteine) aus verschiedenen
Sub-Familien angehoren (siehe z.B. Lit. [2]). Die GNB-Pro-
teine wechseln zwischen zwei strukturellen Hauptzusténden,
die durch Bindung von GDP oder GTP stabilisiert werden.

In diesem vereinfachten Schema ist die Affinitdt des
GDP-gebundenen Zustands (Abbildung 1a) gegeniiber Ef-
fektoren niedrig, und die Affinitdt des GTP-gebundenen
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Abbildung 1. Konformationszustinde von Ras wihrend des Signal-
zyklus. a) Allgemeines Schema der funktionellen Zustande von Ras,
die potentielle Zielstrukturen fiir Wirkstoffe sind. Es ist anzumerken,
dass noch weitere fiir die Wirkstoffentwicklung relevante Zielstrukturen
existieren; ein bekanntes Beispiel ist die Beeinflussung der kovalenten
Modifizierung am C-Terminus. b) Die relativen Populationen der ver-
schiedenen Konformationszustiande von C1 bis C4 wurden mit den Pa-
rametern von Tabelle 1 als Funktion des Drucks berechnet [GI. (9),
Hintergrundinformationen]. C1 entspricht Zustand 1(T), C2 Zustand
2(T), C3 und C4 vermutlich Zustand 3(T) und Zustand 1(0).

Zustands zu den Effektor-Proteinen hoch. Das Signal wird
weitergeleitet, wenn das gebundene GDP durch GTP mithilfe
von Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEFs) ersetzt wird.
Der Aktivierungszyklus wird durch die Hydrolyse von GTP
zu GDP abgeschlossen, die durch GTPase aktivierende Pro-
teine (GAPs) katalysiert wird. Da aktiviertes Ras mit drei
verschiedenen Proteinen mit sehr unterschiedlichen Bin-
dungsstellen interagiert, ergeben grundlegende thermodyna-
mische Uberlegungen, dass mindestens drei Konformations-
zustédnde des aktivierten GNB-Proteins Ras-Mg*"-GTP ne-
beneinander in Losung vorliegen miissen,” die den Kom-
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plexen mit GEFs (Zustand 1(T)), Effektoren (Zustand 2(T))
und GAPs (Zustand 3(T)) entsprechen (Abbildung 1).

Zwei der konformationellen Hauptzustinde (Zustand
1(T) und Zustand 2(T)) von Ras-Mg*"-GppNHp konnen
direkt durch *'P-NMR-Spektroskopie unterschieden und
durch verschiedene Werte der chemischen Verschiebung fiir
die Resonanzen der a- und y-Phosphatgruppen charakteri-
siert werden.[**! Mithilfe der NMR-Spektroskopie und kine-
tischer Experimente konnte bereits gezeigt werden, dass Ras
nur im Zustand 2(T) mit den Ras-Bindedominen (RBD) der
Effektor-Proteine wie RalGDS, cRaf-1, Af6 und Byr2 mit
hoher Affinitit interagiert.*®! Demgegeniiber bindet der
Nukleotidaustauschfaktor Sos bevorzugt an Zustand 1(T).P!
Fir die Nukleosiddiphosphat-komplexierte Form (D) kann
man annehmen, dass neben dem Hauptzustand 2(D) die mit
GEF und GAP wechselwirkenden Zustdnde 1(D) und 3(D) in
der Losung vorkommen. Tatsichlich konnten mittels *'P-
NMR-Spektroskopie auch fiir Ras-Mg?"-GDP bereits zwei
Konformationszustinde nachgewiesen werden.'”) Im allge-
meinen Ras-Zyklus sind zusétzlich ein Nukleotid-freier Zu-
stand und ein GDP-P;-gebundener Zustand erforderlich, die
im Folgenden mit 1(0) und 3(0) bezeichnet werden (Abbil-
dung 1).

Zum experimentellen Nachweis der zusédtzlichen Kon-
formationszustdnde im Ras-Protein fithrten wir weitere
Hochdruck-['H,"”"N]-HSQC-Experimente an Ras im Kom-
plex mit dem nicht-hydrolysierenden GTP-Analog GppNHp
durch (Abbildung S1, Hintergrundinformationen). Die An-
passung einer Taylor-Reihe zweiter Ordnung [Gl. (1), Hin-
tergrundinformationen] an die druckinduzierten chemischen
Verschiebungen wurde verwendet, um die besonders druck-
empfindlichen Regionen am Protein zu identifizieren. Die
"H- und "N-NMR-chemischen Verschiebungen wurden fiir
druckinduzierte Random-Coil-Effekte™! korrigiert und
zeigen daher nur strukturspezifische Druckeffekte (Abbil-
dungen S2 und S3). Die Druckkoeffizienten kénnen auf der
Struktur von Ras-Mg*"-GppNHp abgebildet werden (Abbil-
dung 2, fiir weitere Details siche Abbildung S3). Aminosiu-
ren, die mit bekannten Wirkstoffen interagieren, sind mar-
kiert.['>13)

Qualitativ konnen hohe Druckkoeffizienten mit gro3en
Strukturdnderungen in der Ndhe des betrachteten Atoms
assoziiert werden, obwohl fehlende Verschiebungsénderun-
gen nicht notwendigerweise die Abwesenheit von Struktur-
dnderungen bedeuten.

Zusitzlich zu den Anderungen der chemischen Ver-
schiebungen konnen auch Volumeninderungen der Kreuzsi-
gnale beobachtet werden (Abbildung 3 sowie Abbildung S4).
Unter den Bedingungen des langsamen Austauschs wird eine
Volumendnderung der Kreuzsignale erwartet, wenn sich in
einem Gleichgewicht von N Zustdnden die Populationen der
beobachteten Konformationszustinde mit dem Druck
andern. Die Intensitidt der meisten Kreuzsignale nimmt ab, da
die Population des Hauptzustands 2(T) abnimmt, es erschei-
nen aber auch neue Kreuzsignale mit dem Druck (z. B. Gly12,
Abbildung S5). Die Volumeninderungen konnen auf der
Oberfldche der Struktur von Ras im Zustand 2(T) dargestellt
werden (Abbildung 2b).
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Abbildung 2. Druckempfindliche Aminosauren in Ras(wt)-Mg”"
GppNHp und Protein-Protein-Interaktionsstellen. a) Aminoséauren, die
hohe Druckkoeffizienten erster Ordnung fiir Amid-Protonen und Amid-
Stickstoff-Atome aufweisen, sind auf der Oberfliche der Kristallstruktur
von Ras(wt)-Mg?"-GppNHpl'¥ (pdb 5P21) dargestellt. Aminosauren
mit Druckkoeffizienten von B, ,* <20, und mindestens einem im Be-
reich 0, < B,* <20, sind gelb gekennzeichnet. Aminosiuren mit min-
destens einem Druckkoeffizienten >2 0, sind orange gekennzeichnet.
Aminosauren, die im ['H,"’N]-HSQC-Spektrum von Ras (wt)-Mg*"
GppNHp nicht sichtbar sind oder wihrend der Druckreihe nicht ver-
folgt werden kénnen, sind griin dargestellt. Aminosauren mit B, ,* <o,
sind blau gekennzeichnet. Aminosiuren, die Bindungsstellen von Ras-
Inhibitoren darstellen, sind markiert: Zn?"-Cyclen, Gly12, Asp33, Thr35,
Ala59,' Zn**-BPA, Asp38, Ser39, Tyr40," 4,6-Dichlor-2-methyl-3-ami-
noethylindol (DCAI), Lys5, Leu6, Val7, lle55, Leu56, Thr74(“l und 2-
((1H-Indol-3-yl)methyl)-3H-imidazo[4,5-c|pyridin, Lys5, Val7, Ser39,
Asp54, Leu56, Tyr71, Thr74.1%! b) Die Volumeninderungen der ['H,"N]-
HSQC-Kreuzsignale mit dem Druck sind auf der Oberfliche der Kris-
tallstruktur von Ras(wt)'Mg?"GppNHp aufgetragen. Aminosauren mit
einer Volumenverringerung von > 0, sind orange dargestellt, Signale,
die bei 180 MPa vollstindig verschwinden, sind rot markiert. Amino-
sduren, die bei Umgebungsdruck aufgrund von Austauschverbreite-
rung nicht sichtbar sind, sind griin gekennzeichnet. Aminosauren, die
eine Volumeninderung von < 0, zeigen, sind blau gekennzeichnet. Bei
278 K und Hochdruck werden die Signale von Gly12 und Gly13 sicht-
bar (rosa markiert).

Die druckabhéngigen Regionen konnen mit den Inter-
aktionsstellen von Ras im Komplex mit GEFs, Effektoren
und GAPs verglichen werden (Abbildung S6). Im Modell der
konformativen Selektion (Abbildung 1) wird erwartet, dass
Teile dieser Regionen an den Konformationsiibergéngen be-
teiligt sind, und daher durch Druckénderungen nachgewiesen
werden konnen. Abbildung 2 zeigt eine gute Korrelation mit
diesen Daten. Dennoch kénnen die Konformationsiibergidnge
nicht nur auf die Interaktionsoberfldchen beschrinkt sein, da
Strukturelemente in Proteinen stark gekoppelt sind. Tat-
sdchlich werden auch auflerhalb der Interaktionsoberfldchen
signifikante Druckeffekte beobachtet. Dies wird besonders
an der Riickseite des Proteins deutlich (Abbildung 2), auf der
z.B. GIn43 und Thr50 eine sehr grofle Reaktion auf den
Druck zeigen.
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Eine detailliertere Analyse der Daten mit einem ther-
modynamischen Modell (siehe Hintergrundinformationen)
ermoglicht die Ermittlung der Differenz der freien Energie
AGijO und die entsprechende Differenz des partiellen molaren
Volumen AVij(’ zwischen zwei Konformationszustinden Ci
und Cj bei der Referenztemperatur 7, und dem Referenz-
druck p, (Tabelle 1).

Tabelle 1: Konformationsiiberginge und zugehérige Differenzen der
molaren freien Energien AG® und partiellen molaren Volumina AV von
Ras(wt)-Mg?"-GppNHp bei 303 K.F!

Ubergang AG® AV

[k) mol™ [mLmol™]
C2-C1 1.5+0.2 —18+1
C2—C3 52+03 —81+3
C2—C4 124+£04 —115£2

[a] Im Rahmen der Fehlergrenzen sind die Differenzen der freien Ener-
gien AG® und partiellen molaren Volumina AV® fiir die Uberginge C2—
C1 und C2—C3 im Bereich zwischen 278 K und 303 K unabhingig von
der Temperatur. AG° und AV° wurden aus den Druckabhingigkeiten der
chemischen Verschiebungen und der Volumina der Kreuzsignale be-
stimmt.

Es stellt sich heraus, dass mindestens vier verschiedene
Konformationszustinde C1 bis C4 fiir eine zufriedenstellende
Erklarung (und Anpassung) der druckinduzierten Anderun-
gen der chemischen Verschiebungen notwendig sind. Ein
Beispiel ist in Abbildung 3 gezeigt, in der die Anderung der
5N-chemischen Verschiebung des Kreuzsignals von Glu49
und die Volumenédnderung des Kreuzsignals von Alal8 mit
denselben Differenzen der freien Enthalpie und des partiel-
len molaren Volumen angepasst werden konnen. FEinige
Aminosduren zeigen eine zweiphasige Druckabhéngigkeit
der chemischen Verschiebungen, die fiir ein Modell typisch ist
(und angepasst werden kann), in dem mehr als ein Ubergang
den betrachteten Spin beeinflusst (siche Abbildung S7). Aus
fritheren Untersuchungen ist bekannt, dass die strukturellen
Zusténde, die unter atmosphérischem Druck im Wildtyp-
Protein dominieren, der Effektor-bindende Zustand 2(T) und
der mit dem Austauschfaktor interagierende Zustand 1(T)
sind. Durch *'P-NMR-Spektroskopie konnten wir bereits
AG,," zu 1.48 kTmol ' und AV,,° zu —17.2 mLmol'® be-
stimmen.

Im Rahmen der Fehlergrenzen sind diese Werte gleich der
hier erhaltenen Differenzen der freien Energien und der
partiellen Volumina des C2-C1-Ubergangs (Tabelle 1). Die
Zuordnung der Konformationen C3 und C4 zu funktionellen
Zusténden ist per se nicht eindeutig, aber aus unserem ver-
einfachten Schema (Abbildung 1) geht hervor, dass einer
dieser Zustinde vermutlich den GAP-interagierenden Zu-
stand 3(T) darstellt. Der vierte Zustand konnte der offene,
nukleotidfreie Zustand mit niedriger Affinitdt gegeniiber
Nukleotiden 1(0) sein (Abbildung 1), da bei sehr hohem
Druck das Nukleotid freigesetzt werden sollte. Tatsachlich
konnte bereits in Denaturierungsexperimenten mit GdmcCl
die Freisetzung des Nukleotids mittels *'P-NMR-Spektro-
skopie beobachtet werden, wobei fiir die Differenz der freien
Enthalpien von Zustand 2(T) und dem nukleotidfreien Zu-

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

I 1.0 (a) T 1225 (b)

g E? o

= S

S 084 kS

S > 1224 d

] S

S 061 . 2 d

%] =

L 044 £ 1223

s 2 2

% 0.2 F

g 02y 2

3 T r r ; 1222 : - - .
2 o0 40 80 120 160 o 40 80 120 160

Druck (MPa) —— Druck (MPa) ——

K147

Abbildung 3. Druckabhingigkeit der Konformationsiiberginge. Anpas-
sung der a) normalisierten druckabhingigen Volumenanderung der
Kreuzsignale von Ala18 und b) der Anderung der *N"-chemischen Ver-
schiebung der Amid-Kreuzsignale von Glu49 im ['H,"* N]-HSQC-Spek-
trum von Ras(wt)-Mg?"-GppNHp unter a) der Annahme des langsa-
men [siehe Gl. (4) und (8) in den Hintergrundinformationen] und b)
des schnellen Austauschs auf der NMR-Zeitskala [siehe Gl. (2) und (3)
in den Hintergrundinformationen]. Die Temperatur war 303 K. Beide
Aminosiuren lassen sich in einem Zweizustandsmodell mit einem
AG,, von 12.4 k)mol™" und einem AV,, von —115 mLmol™" fitten.
ist jeweils 0.003. c) Aminosiuren, die an den verschiedenen Ubergén-
gen beteiligt sind, sind auf der Van-der-Waals-Oberfliche markiert, die
aus der Réntgenstruktur von Ras-Mg”"-GppNHp berechnet wurde."!
Die Aminosauren, die nur am Ubergang von C2 zu C1, C2 zu C3 oder
C2 zu C4 beteiligt sind, sind jeweils gelb, orange und rosa markiert.
Aminosiuren, die auf die Uberginge C2 zu C1 und C2 zu C3 reagie-
ren, sind rot dargestellt. Aminosiduren, die keine signifikante Reaktion
auf den Druck zeigen, sind blau, und Aminoséuren, die nicht detektiert
werden kénnen, sind griin dargestellt. d) Bindermodel, das die ent-
sprechenden Sekundirstrukturelemente zeigt.

stand ein AG® von etwa 9.8 kImol ! erhalten wurde. Dieser
Wert liegt im Bereich von 12.4+0.4 kJmol™' fiir den hier
abgeschitzten Wert des C2-C4-Ubergangs.”! Zustand C4
stellt keinen komplett denaturierten Zustand dar, da die 'H-
NMR-Spektren noch typische Merkmale eines hydrophoben
Kerns, wie z.B. Hochfeld-verschobene Methylresonanzen,
zeigen.

Zur Strukturanalyse der thermodynamischen Daten sind
die Aminoséuren, die durch verschiedene Uberginge beein-
flusst werden, auf der Oberflache der Kristallstruktur von Ras
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farbig dargestellt (Abbildung 3); eine detaillierte Projektion
auf die Sequenz von Ras ist in Abbildung S6 gezeigt.

Gly12, His27, Asp33 und Asn86 sind am C2-C3-Ubergang
beteiligt (Tabelle 1) und sind Teil der GAP-Bindungsstelle
(Abbildung S6). Dies weist darauf hin, dass C3 dem Zustand
3(T) entspricht, wie in Abbildung 1 dargestellt. Gly15, Lys16,
Ser17, Alal8, Leul20, Alal46 und Lys147 reagieren selektiv
auf den C2-C4-Ubergang; es ist bekannt, dass sie wesentlich
zur Nukleotidbindung beitragen, die im Zustand 1(0) nicht
mehr existiert; somit entspricht C4 in unserem Modell
hochstwahrscheinlich dem Zustand 1(0).

Nur eine begrenzte Anzahl der Aminosduren in Switch I
und Switch IT ist im Wildtyp-Protein sichtbar, die meisten sind
bei niedrigem Druck gar nicht oder nur schwach zu sehen.
Der Hauptgrund hierfiir ist hochstwahrscheinlich das Auf-
treten mehrerer Konformationen im intermedidren und
langsamen Austausch auf der NMR-Zeitskala (< 10 s7!); dies
wurde urspriinglich von Tto et al.'"! als regionaler Polysteris-
mus bezeichnet. Tatsédchlich befinden sich viele dieser Ami-
noséduren in den {iberlappenden Interaktionsstellen der GEFs
(Zustand 1(T)), Effektoren (Zustand 2(T)) und GAPs (Zu-
stand 3(T)) (Abbildung S6). Die meisten von ihnen werden in
der Zustand 1(T)-Mutante Ras(T35S) sichtbar, die im Ge-
gensatz zum Wildtyp-Protein bei Umgebungsdruck iiberwie-
gend im Zustand 1(T) vorliegt. Dies zeigt, dass sie am
Ubergang von 2(T) zu 1(T) beteiligt sind. Die Populationen
der verschiedenen Zustinde bei unterschiedlichem Druck
konnen aus den entsprechenden thermodynamischen Para-
metern berechnet werden (Abbildung 1). Bei atmosphiri-
schem Druck dominieren die Zustidnde 2(T) und 1(T), mit
steigendem Druck nimmt die Population des Effektor-bin-
denden Zustands 2(T) ab, die von Zustand 1(T) erst leicht zu
und ab einem Druck iiber 100 MPa ab. Zustand 3(T) nimmt
stark zu, dominiert bei einem Druck von 120 MPa und nimmt
bei hoherem Druck wieder ab. Bei Driicken tiber 300 MPa
liegt vor allem der Nukleotid-freie Zustand 1(0) vor.

Die klassische rationale Wirkstoffentwicklung konzen-
triert sich auf das aktive Zentrum von Enzymen und ver-
wendet kleine Molekiile, die Substrate oder Produkte der
enzymatischen Reaktion nachahmen. Normalerweise wird
die enzymatische Reaktion gehemmt und die Wirkstoffe
binden in einer kompetitiven Weise.

Ein Spezialfall ist das Vorhandensein einer regulatori-
schen Bindungsstelle (allosterische Regulation) in Enzymen,
die ebenfalls durch kleine Molekiile besetzt werden kann, die
mit den natiirlichen Modulatoren konkurrieren. Das Monod-
Wyman-Changeux-Modell (MCW-Modell) der allosterischen
Regulation™® kann auf zwei grundlegende Bedingungen re-
duziert werden, die Existenz von zwei strukturellen Zustin-
den eines Proteins, das 1)zwei rdumlich getrennte Bin-
dungsstellen fiir zwei unterschiedliche Liganden mit 2) ver-
schiedenen Affinititen in den beiden Zusténden besitzt.

Wie hier gezeigt, kann diese grundlegende Idee auch auf
Proteine angewendet werden, die keine speziellen regulato-
rischen Zentren entwickelt haben. Wenn ein Protein mit
verschiedenen Proteinen in einem funktionellen Zyklus in-
teragiert, sind unterschiedliche strukturelle Zusténde fiir die
spezifische Erkennung der Partner notwendig (sieche auch
Abbildung 1). Im Allgemeinen sind diese strukturellen Un-
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terschiede nicht auf die Interaktionsstelle an sich beschriankt,
wie unsere Hochdruck-Daten fiir aktiviertes Ras anschaulich
zeigen. Diese strukturellen Unterschiede aufBlerhalb der
iiberlagernden Protein-Bindungsstellen erzeugen ,,intrinsi-
sche“ allosterische Bindungsstellen, die potenziell selektiv
durch kleine Liganden besetzt werden konnen (Bedingung 1).
Wenn der Ligand unterschiedliche Affinitédten fiir einen be-
stimmten Zustand aufweist (Bedingung 2), wird dessen Bin-
dung zur Zunahme der relativen Population dieses Zustandes
fiihren, und gleichzeitig die Populationen aller anderen Zu-
stande beeinflussen.

Tatsédchlich konnten wir bereits zeigen, dass die Stabili-
sierung des Zustands 1(T) von Ras durch Zn**-Zyklen!!>12%
zu einer effektiven Hemmung der Effektor-Bindung fiihrt.
Zn**-Zyklen bindet an das y-Phosphat von GTP in der Nu-
kleotid-Bindetasche (Abbildung 2), die sich in einer lokalen
Konformation befindet, die nur im Zustand 1(T) vorliegt. Es
kann jedoch jede andere Bindungsstelle fiir kleine Molekiile
auBerhalb der Nukleotid-Bindetasche verwendet werden,
solange sie an den strukturellen 1(T)-Ubergang gekoppelt ist.
In Ubereinstimmung mit dieser Uberlegung bindet Zn**-BPA
auBerhalb der Nukleotid-Bindetasche, stabilisiert aber den-
noch den Zustand 1(T).'¥! Es interagiert mit Ser39, einer
Aminoséure, die auch auf den schwach Nukleotid-bindenden
Zustand 1(0) reagiert. (Abbildung 3 sowie Abbildung S6).
Tatséchlich 16st Zn*"-BPA bei hoheren Konzentrationen die
Freisetzung des gebundenen Nukleotids aus; eine Eigen-
schaft, die fiir eine Verschiebung des Gleichgewichts zum
Zustand 1(0) erwartet wird.!"

Die neue Art allosterischer Hemmung hat auch zusitzli-
che ,Nebeneffekte“, da die Stabilisierung jedes beliebigen
Zustands im Signalzyklus die gesamte Gleichgewichtsvertei-
lung aller anderen funktionellen Zustidnde verschiebt. Fiir
Ras kann aus Abbildung 1 vorhergesagt werden, dass Zn**-
Zyklen die intrinsische GTPase-Aktivitdt verringert, die in-
trinsische Austrauschrate erhoht, aber voraussichtlich auch
die Sos-vermittelte Austausch-Aktivitdt verringert. Der zu-
letzt genannte Effekt wurde durch eine Anzahl von Verbin-
dungen, veroffentlicht als Sos-Inhibitoren von Maurer
et al.,' beobachtet. Einige dieser Verbindungen sind kom-
merziell erhiltlich, und durch *'P-NMR-Spektroskopie kann
tatsichlich gezeigt werden, dass sie schwache Zustand 1(T)-
Inhibitoren sind (Abbildung S8), obwohl angenommen wird,
dass sich ihre Hauptfunktion auf den GDP-gebundenen Zu-
stand konzentriert (als Zustand 1(D)-Stabilisatoren?). Of-
fensichtlich kénnen auch kombinierte Arten der Wechsel-
wirkungen auftreten, wenn ein allosterischer Inhibitor an die
Protein-Protein-Interaktionsstelle bindet und damit gleich-
zeitig die Protein-Protein-Wechselwirkung direkt hemmt.
Dies trifft fiir Zn**-BPA zu, dessen Bindungsstelle mit der
Effektor-Bindungsstelle von Ras iiberlagert, und fiir die ver-
offentlichten Verbindungen von Maurer et al.l'! und Sun
et al.,™¥ deren Bindungspositionen mit der Interaktionsstelle
von Sos iiberlappen (Abbildung 2).

Die Struktur des Zustands 1(T) wie sie in den Ras-Mu-
tanten Ras(T35A) oder Ras(T35S) vorliegt, wurde bereits
zum experimentellen? und virtuellen® Wirkstoffscree-
ning genutzt. Hochdruck-NMR-Spektroskopie stellt eine ef-
fektive Methode dar, neue Konformationszustinde zu de-
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tektieren, die durch kleine Molekiile stabilisiert werden
konnen. Zusétzliche vielversprechende Regionen fiir die al-
losterische Hemmung auf der Oberfliche auBlerhalb der
Protein-Protein-Interaktionsstelle, die zukiinftig zur Wirk-
stoffentwicklung genutzt werden konnen, sind mit Hoch-
druck-NMR (Abbildung 2) identifizierbar.
Zusammenfassend stellt diese ,,nicht-klassische“ Art der
allosterischen Hemmung eine allgemein anwendbare Strate-
gie zur Modulierung von Protein-Protein-Wechselwirkungen
durch kleine Molekiile dar, unabhingig vom Vorhandensein
der klassischen allosterischen regulativen Bindungsstellen.
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