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Die Inhibierung der ATPase-Aktivit�t des Kinomchaperons
Hsp90 (Kinom = alle Proteine mit Kinase-Dom�nen) ist ein
wohlbekannter Ansatz f�r Krebstherapien. Cdc37, ein Co-
chaperon von Hsp90 in S�ugerzellen, bindet an Proteinkina-
sen, und seine Expressionsrate ist in einer Reihe von Krebs-
zellen erh�ht.[1, 2] Der Komplex der beiden Proteine weist
einen KD-Wert von 1.2 mm auf. Allgemein wird angenommen,
dass dieser Komplex die Karzinogenese erh�ht, indem er eine
Reihe von onkogenen Kinasen in b�sartigen Krebszellen
stabilisiert. Dar�ber hinaus �ben zumindest in Hefe Cdc37
und Hsp90 auch jeweils allein diese Funktion aus. Mehrere
Liganden mit niedrigem Molekulargewicht wurden vor
kurzem als Inhibitoren von Cdc37 allein oder dem Hsp90-
Cdc37-Komplex und damit als neue Klasse von Tumorthera-
peutika vorgeschlagen.[3, 4] Aus Gen-basierten Expressions-
profilierungen wurde abgeleitet, dass das Triterpen Celastrol
zu einer neuen Klasse von nicht-ATP-kompetitiven Hsp90-
Inhibitoren geh�rt.[5] Auf der Basis von Immunpr�zipita-
tionsexperimenten mit Zelllinien der Bauchspeicheldr�se
und von Strukturen, die mittels molekularer Docking-Algo-
rithmen ermittelt wurden, wurde vorgeschlagen, dass Cela-
strol seine antiproliferierende Aktivit�t durch Binden an die
N-terminale Dom�ne von Hsp90 (Hsp90N) aus�bt, was das
Binden von Hsp90N an Cdc37 unterdr�ckt.[6] In vivo inhibiert
Celastrol das Tumorwachstum in von Prostata- oder Bauch-
speicheldr�senkrebs befallenen Nacktm�usen signifikant.[6,7]

Wir stellen hier unsere detaillierten Studien zur Beant-
wortung der Frage vor, wie Celastrol den Hsp90-Cdc37-
Komplex inhibiert. Dabei wurden die Sequenzen der huma-
nen Proteine untersucht. Mit 1H,15N-HSQC-NMR-Experi-

menten kann die Bindung eines Liganden an ein Zielprotein
anhand von Ver�nderungen der chemischen Verschiebungen
(CSP: chemical-shift perturbation) nachgewiesen werden.[8–10]

Zun�chst untersuchten wir die Wirkung von Celastrol auf den
Komplex aus 1H,15N-markiertem Hsp90N (23 kDa) und un-
markiertem Volll�ngenprotein Cdc37 (45 kDa) (Abbil-
dung 1A). Die schnellere transversale Relaxation von
Hsp90N im Komplex (ca. 70 kDa) hat stark verbreiterte
NMR-Signale im HSQC-Spektrum zur Folge, was zugleich
ein Indiz f�r die Komplexbildung ist. Die Zugabe von Cela-
strol f�hrte zur Dissoziation des Komplexes und regenerierte
das HSQC-Spektrum von freiem Hsp90N vollst�ndig – �n-
derungen der chemischen Verschiebungen, die von einer
Bindung von Celastrol an freies Hsp90N herr�hren w�rden,
konnten nicht beobachtet werden (siehe die Hintergrundin-
formationen 1 (SI 1)) –, weshalb Celastrol den Komplex auf
eine andere Art als durch Bindung an Hsp90N dissoziieren
muss.

Abbildung 1. Bindung von Celastrol an Cdc37. A) 1H,15N-HSQC-Spektren
von Hsp90N (links), dem Hsp90N-Cdc37-Komplex (Mitte) sowie nach
Zugabe von Celastrol zum Komplex (Konzentrationsverh�ltnis 1:7
Hsp90N-Cdc37:Celastrol; rechts). B) 1H,15N-HSQC-Spektren des Volll�n-
genkonstrukts von Cdc37 (45 kDa) vor (links) und nach der Zugabe von
Celastrol (Konzentrationsverh�ltnis 1:7 Cdc37:Celastrol; rechts).
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Als N�chstes untersuchten wir die Wechselwirkung von
Cdc37 und Celastrol. Abbildung 1B zeigt links das 1H,15N-
HSQC-Spektrum von 15N-markiertem Cdc37. Nach der
Zugabe von Celastrol zu Cdc37 waren die meisten NMR-
Signale im HSQC-Spektrum verschwunden (Abbildung 1B
rechts). Dieses Experiment zeigt an, dass Cdc37 mit dem
Liganden eine Wechselwirkung eingeht. Das Verschwinden
der NMR-Signale im HSQC-Spektrum k�nnte durch die
Aggregation des Proteins nach der Zugabe von Celastrol
verursacht sein. Celastrol ist orangefarben und wird nach der
Zugabe von Cdc37 farblos; der Verlust seines Chromophors
wurde mittels UV-Spektroskopie quantifiziert[11] (siehe SI 2).

Celastrol weist in den Ringen A und B elektrophile Po-
sitionen auf (Schema 1), die mit nucleophilen Zentren der

Aminos�uren unter Bildung eines Michael-Addukts reagie-
ren k�nnen.[7, 12,13] Diese Annahme wird best�tigt durch
Massenspektren, die zeigen, dass der Massenpeak von Cdc37
nach Zugabe von Celastrol um 450 Da ansteigt, was dem
Molekulargewicht von Celastrol entspricht (siehe SI 3).

Um zu verifizieren, dass Celastrol mit Cysteinresten von
Cdc37 reagiert, haben wir alle neun Cysteinreste des Voll-
l�ngenproteins Cdc37 durch Reaktion mit N-Ethylmaleimid
(NEM) blockiert. NEM-markiertes Cdc37 reagierte nicht mit
Celastrol, und beim Mischen der beiden Molek�le kam es zu
keiner �nderung im UV-Spektrum, was die Reaktion von
Celastrol mit Cysteinresten des Proteins st�tzt (siehe SI 4).
Der Vergleich der Circulardichroismus(CD)-Spektren von

Wildtyp-Cdc37 und Cdc37_NEM ergab eine Abnahme des
Anteils an Sekund�rstrukturen in Cdc37_NEM, die kovalente
Bindung von Celastrol an die Cysteinreste von Cdc37 �ndert
also die Konformation des Proteins (siehe SI 5). Wir beob-
achteten zus�tzlich, dass sich das HSQC-Spektrum von
Hsp90N nicht �ndert, wenn man Cdc37_NEM zugibt, was
anzeigt, dass die Blockierung der Cdc37-Thiolgruppen aus-
reicht, um die Bildung des Hsp90N-Cdc37-Komplexes zu in-
hibieren. Auch die freie Aminos�ure Cystein kann an Cela-
strol kovalent addiert werden: Das lipophile Celastrol wird
nach Zugabe von Cystein bei einem pH von 7.4 wasserl�slich,
verliert seine Absorption bei 440 nm und weist �nderungen
im 1D-1H-NMR-Spektrum auf, die in Einklang mit der Bil-
dung eines Michael-Addukts an C6 im Ring B sind (siehe
SI 6).

Die Bildung von Michael-Addukten, bei denen Cystein-
Thiolgruppen als Nucleophil fungieren, ist stark pH-abh�n-
gig. Unter physiologischen Bedingungen ist die Reaktion
schnell und reversibel, deshalb kann der Ligand vermutlich
der hohen Glutathionkonzentration in Zellen (0.5–10 mm)
ausweichen und so das Zielprotein erreichen.[14]

Cdc37 besteht aus drei Dom�nen, einer N-terminalen
Kinasebindedom�ne (Cdc37N, Aminos�urereste 1–126) mit
drei freien Cysteinresten, einer mittleren Hsp90N-Bindedo-
m�ne (Cdc37M, Aminos�urereste 147–276) mit vier freien
Cysteinresten und einer C-terminalen Dom�ne unbekannter
Funktion (Cdc37C, Aminos�urereste 282–376) mit zwei freien
Cysteinresten (siehe SI 7). Um festzustellen, an welche dieser
Dom�nen Celastrol bindet, wurden die Dom�nen einzeln
exprimiert. Cdc37N reduziert Celastrol zu einer inaktiven
Form, wie man im 1H,15N-HSQC-Spektrum nachweisen kann
(Abbildung 2). Cdc37M f�llt nach der Zugabe von Celastrol

aus, reduziert Celastrol aber nicht, w�hrend ein Konstrukt aus
der mittleren und der C-terminalen Dom�ne (Cdc37MC) mit
Celastrol reagiert, aber ebenfalls ausf�llt. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass insbesondere die N-terminale Dom�ne
f�r die Reduktion und Bindung von Celastrol verantwortlich
ist. Wenn man die Cysteinreste von Cdc37N mit NEM blo-
ckiert, reagiert diese Dom�ne nicht mehr mit Celastrol (siehe
SI 8).

Um zu bestimmen, welche der drei Cysteinreste in Cdc37N

an der Wechselwirkung mit Celastrol beteiligt sind, wurden
Cysteinmutanten mit nur einem Cysteinrest (Cdc37N-C57S-
C64S, Cdc37N-C54S-C64S, Cdc37N-C54S-C57S) hergestellt.

Schema 1. Molekularer Mechanismus, wie Celastrol an eine Thiolgrup-
pe des Proteins Cdc37 bindet. Die Chinonmethid-Substruktur von
Celastrol ist durch den hellgrauen Kasten hervorgehoben. Eine Cdc37-
Thiolgruppe reagiert mit dem Chinonmethid in einer Michael-Reaktion
zu einem Addukt an C6.

Abbildung 2. 1H,15N-HSQC-spektroskopische Verfolgung der Bindung von
Celastrol an Cdc37N. Links: Spektrum von freiem Cdc37N. Mitte: Zugabe
von Celastrol zu Cdc37N im Verh�ltnis 2:1. Rechts: Zugabe von Celastrol
zu Cdc37N im Verh�ltnis 8:1.
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CD-Spektren von Wildtyp- und Mutanten-Cdc37Ns unter-
scheiden sich kaum, was darauf hindeutet, dass sich die Se-
kund�rstruktur nur unwesentlich �ndert (siehe SI 5). Nach
Zugabe von Celastrol zu den drei Proteinkonstrukten von
Cdc37N wurde in allen F�llen eine Abnahme der Absorption
bei 440 nm beobachtet. Alle drei Mutanten reduzieren also
Celastrol �hnlich wie das Wildtyp-Protein (siehe SI 4).

Wir haben hier gezeigt, dass Celastrol an Cdc37 bindet
und nicht wie bisher angenommen an Hsp90N. Dies ist ein
wichtiger Befund, denn er wird die Ausrichtung in der Me-
dizinalchemie auf die richtige Zielstruktur des Protein-Pro-
tein-Komplexes verschieben. Celastrol inaktiviert Cdc37
entweder durch die Bildung eines oder mehrerer kovalenter
Addukte mit seinen Thiolgruppen oder durch die Bildung
intramolekularer Disulfidbr�cken oder intermolekularer
Aggregate (Abbildung 3). Die Reaktivit�t der einzelnen
Cysteinreste ist leicht verschieden (wie man aus zeitabh�n-

gigen UV-Spektren ableiten kann). Abh�ngig von der Zu-
g�nglichkeit und den stabilisierenden Wechselwirkungen be-
nachbarter Aminos�uren kann Celastrol an einen oder meh-
rere Cysteinreste binden. An der Cdc37-Hsp90-Wechselwir-
kung ist auch ein großer hydrophober Kern an der Protein-
Protein-Grenzfl�che beteiligt.[15] Ihm benachbart ist C203 in
Cdc37M, das oberfl�chenexponiert ist. Zus�tzlich zur Chi-
nonmethid-Substruktur weist Celastrol hydrophobe Bereiche
auf. Es k�nnte deshalb sein, dass Celastrol den hydrophoben
Kern der Protein-Protein-Kontaktfl�che zerst�rt. Die Bin-
dung von Celastrol induziert große Konformations�nderun-
gen in der N-terminalen Kinasebindedom�ne und auch in der

mittleren Hsp90N-Bindedom�ne von Cdc37 und zerst�rt
damit den Cdc37-Hsp90N-Komplex, der als notwendig f�r die
Stabilisierung von onkogenen Kinasen in mehreren Krebs-
arten erkannt worden ist.[3] Unsere Daten zeigen, dass die N-
terminale Kinasebindedom�ne und die mittlere Hsp90N-
Bindedom�ne den molekularen Rezeptor f�r das Triterpen
Celastrol bilden. Angesichts des betr�chtlichen Potenzials
von Cdc37 als Rezeptor f�r Arzneimittel und des Umstands,
dass Celastrol an Cdc37 bindet, werden unsere Ergebnisse
unersetzlich sein, um die molekulare Basis der Inhibierung
des in Krebszellen essenziellen Cdc37-Hsp90-Komplexes zu
verstehen.
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Abbildung 3. M�gliche molekulare Mechanismen der Inaktivierung von
Cdc37 durch Celastrol.
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