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Die Inhibierung von Protein-Protein-Wechselwirkungen
(PPIs) mit niedermolekularen Verbindungen gewinnt in der
pharmazeutischen Forschung zunehmend an Interesse und
bietet neue Therapieméglichkeiten fiir Krankheiten.!™]
Dennoch konnten bisher nur einige wenige niedermolekulare
Stabilisatoren von Protein-Protein-Wechselwirkungen ent-
wickelt werden;®” dabei handelt es sich typischerweise um
chemisch komplexe Naturstoffe, die durch Fermentierung
und Isolierung aus natiirlichen Quellen gewonnen
werden.® ! Einige dieser Substanzen werden in der For-
schung intensiv genutzt und befinden sich teilweise auch im
klinischen Gebrauch, was den Wert dieses Ansatzes demon-
striert. Deshalb sind die Identifizierung und Entwicklung von
niedermolekularen PPI-Stabilisatoren, die durch organische
Synthese hergestellt und in ihrer Potenz und Spezifitit opti-
miert werden kénnen, von grofitem Interesse.

Eine besonders interessante Anwendung stellen 14-3-3-
Proteine und ihre Wechselwirkungen mit verschiedenen
Zielproteinen dar. 14-3-3-Proteine sind eine hochkonservier-
te Klasse von Adapterproteinen, die an der Regulation von
mehreren hundert Proteinen beteiligt sind. Darunter befin-
den sich wichtige pharmazeutische Zielproteine, z.B. Raf,
p53, Cdc25, Cdk2 und Histon-Desacetylasen (HDACs).[™!
Die Bindung von 14-3-3-Proteinen kann sich sowohl inhi-
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bierend als auch stimulierend auf das Zielprotein auswirken.
Ersteres zeigt das Beispiel der Cdc25-Phosphatasen, letz-
teres das Tumorsuppressor-Protein p53." Abhiingig vom
physiologischen Kontext, beispielsweise in verschiedenen
Krebsarten, kann die Stabilisierung eines regulatorischen
Protein-Protein-Komplexes von therapeutischem Nutzen
sein. Synthetische niedermolekulare Stabilisatoren fiir diese
therapeutisch interessanten Wechselwirkungen sind bisher
nicht bekannt. Ein Beispiel aus der Natur ist die spezifische
Stabilisierung der PPI von 14-3-3 mit der pflanzlichen Pro-
tonenpumpe PMA?2 durch das Pilztoxin Fusicoccin.'”! Dieser
Naturstoff bindet an eine Wechselwirkungsfliche, die durch
beide Proteine gebildet wird, und wirkt durch den gleichzei-
tigen Kontakt mit beiden Partnerproteinen stabilisie-
rend.l'*!"]

Wir berichten hier iiber die Identifizierung von zwei nie-
dermolekularen Substanzen, die durch selektive Bindung an
zwei verschiedenen Positionen an der PPI-Grenzfliche die
Wechselwirkung von 14-3-3 und PMA?2 in vitro stabilisieren
und dariiber hinaus auch in vivo aktiv sind. Um potenziell
stabilisierende Molekiile zu identifizieren, haben wir im
Hochdurchsatzverfahren eine Substanzbibliothek von 37000
Verbindungen in vitro getestet. Hierbei wurde die Bindung
von 14-3-3, markiert mit griin fluoreszierendem Protein
(GFP), an oberflichenimmobilisiertes PMA2-CT52, fusio-
niert mit Gluthation-S-Transferase (GST), gemessen (siche
die Hintergrundinformationen zur C-terminalen PMA2-Se-
quenz). Beim ersten Screening wurden zwei strukturell nicht
verwandte Substanzen mit der gewiinschten Aktivitit iden-
tifiziert (Abbildung 1a). Fiir diese Substanzen wurde die Ki-
netik der stabilisierenden Aktivitdt mithilfe von Oberfld-
chenplasmonenresonanz (surface plasmon resonance, SPR)
bestimmt (Abbildung 1b). Hierfiir wurde die 14-3-3-Wech-
selwirkungsdoméne von PMA?2, genauer die 52 C-terminalen
Aminosdurereste, CT52, auf der Dextranmatrix eines Bia-
Core-Chips immobilisiert, und die Bindung des 14-3-3-Pro-
teins wurde in Gegenwart der zuvor identifizierten nieder-
molekularen Stabilisatoren gemessen. Das dreifach substitu-
ierte Pyrrolidonmolekiil (Pyrrolidonl) zeigt eine #hnliche
Assoziationskinetik wie Fusicoccin (Abbildung 1b), aber mit
einer schnelleren Dissoziation und einem K-Wert von 80 pM.
Das Dipeptid Epibestatin unterscheidet sich in seinem kine-
tischen Verhalten bei der Stabilisierung des 14-3-3/PMA2-
Komplexes von Fusicoccin und Pyrrolidonl durch eine lang-
samere Assoziation (Abbildung 2b), zeigt aber eine mit Fu-
sicoccin vergleichbare, langsame Dissoziation und somit eine
stabilere Komplexbildung. Fiir Epibestatin wurde ein Kp-
Wert von 1.8 um errechnet. In Abwesenheit stabilisierender
Substanzen konnte keine Bindung von 14-3-3 an immobili-
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Abbildung 1. Pyrrolidon und Epibestatin stabilisieren den 14-3-3/PMA2-Komplex in unterschiedli-
cher Weise verglichen mit Fusicoccin. a) Strukturen von Fusicoccin, Pyrrolidon1 und Epibestatin.

b) Die Assoziation und Dissoziation von 14-3-3 an die Bindedomine der PMA2 (CT52) wurde mithil-
fe von Oberflichenplasmonenresonanz (BiaCore) in Gegenwart von Fusicoccin (5 um, grau), Pyrroli-
don1 (50 um, gelb), Epibestatin (50 um, orange) oder DMSO (als Kontrolle, offene Kreise) be-
stimmt. Der Wechsel von der Assoziations- zur Dissoziationsphase im Experiment ist markiert.

c) Kristallstruktur von Pyrrolidon1 (gelb), gebunden an den biniren Komplex von 14-3-3 (griin) und
PMA2-CT30 (blau). d) Epibestatin (orange), gebunden an den 14-3-3/PMA2-CT30-Komplex. e) Uber-
lagerung von Fusicoccin (grau), gebunden an den 14-3-3/PMA2-CT30-Komplex (Oberflichendarstel-
lung, Farben wie in (c)) wie in der von uns bereits publizierten Struktur des 14-3-3/PMA2-CT52-
Komplexes (PDB: 2098).I'"! f) Bindestelle von Pyrrolidon1 (gelb) im 14-3-3/PMA2-CT30-Komplex.

g) Bindestelle von Epibestatin (orange) im 14-3-3/PMA2-CT30-Komplex.

dieser Molekiile mit 14-3-3 und den
30 C-terminalen Aminosdureresten
von PMA2 (PMA2-CT30) gelost.
Durch Cokristallisation von 14-3-3
und PMA2-CT30 im Verhiltnis von
1:1.5, jeweils in Gegenwart von
2mMm Stabilisator, konnten fiir
Rontgenbeugungsexperimente — ge-
eignete Proteinkristalle mit dersel-
ben Raumgruppe erzeugt werden.
Der Epibestatin-Kristall zeigte eine
reproduzierbare Diffraktion bis
2.6 A, wohingegen der Kristall mit
Pyrrolidonl  keine  Diffraktion
besser als 3.2 A zeigte. Dennoch
konnten wir fiir beide Substanzen
die Bindung und Orientierung an
der Grenzfliache der Proteinpartner
bestimmen (Abbildungen 2e,f und
Abbildungen S1, S2).

Die unterschiedlichen Assozia-
tions- und Dissoziationskinetiken
von Pyrrolidonl und Epibestatin
spiegeln sich im jeweiligen Binde-
modus wider. Pyrrolidonl hat mehr
Kontakt mit der Oberfldache von 14-
3-3 (2882 A% von 349.7 A%, 83%)
und bindet an einer solvensexpo-
nierten Stelle, was zu seiner hohen
Assoziationsgeschwindigkeit beitra-
gen konnte (Abbildungen 1b,c). Die
Kontakte zu PMA2 sind gering
(Abbildung 1 f, Abbildung2a), was
zusammen mit dem exponierten
Charakter der Bindetasche zur
hohen Dissoziationsgeschwindigkeit
des Komplexes beitrigt. Epibestatin
liegt tiefer im Proteinkomplex als
Pyrrolidon1 und ist zwischen 14-3-3
und PMA2 quasi eingeklemmt
(Abbildung 1d). Der Kontakt zu
den Proteinoberfldchen von 14-3-3
(1644 A%, 55%) und PMA2
(1355 A%, 45%) ist vergleichbar
gro3 (Abbildung 1g). Diese Cha-
rakteristika stimmen mit den beob-
achteten Assoziations- und Disso-
ziationskinetiken iiberein.

Die Bindestelle von Pyrrolidon1
iiberlappt teilweise mit der von Fu-
sicoccin (Abbildung 2 a), weist aber
einen deutlich unterschiedlichen
Bindemodus auf. Fusicoccin fiillt
beinahe die komplette Bindetasche

siertes PMA2 bestimmt werden (Abbildung 1b, DMSO-  aus, wohingegen Pyrrolidonl nur einen Teil der Region be-
Kontrolle). setzt (Abbildung 2a—c). Dieser Bindemechanismus legt die

Zur Aufkldrung des Mechanismus fiir die offensichtlich ~ Vermutung nahe, dass entsprechende Derivatisierungen
unterschiedlichen Bindemodi von Pyrrolidonl und Epibe- dieses Inhibitortyps Substanzen liefern konnte, welche die
statin wurden die Kristallstrukturen der terndren Komplexe  Grube an der Grenzfliche zwischen den beiden Proteinen
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Abbildung 2. Vergleich der Bindemodi von Fusicoccin, Pyrrolidon1 und
Epibestatin. a) Uberlagerung von Fusicoccin (grau) und Pyrrolidon1
(gelb), gebunden an den 14-3-3/PMA2-CT30-Komplex (griine bzw.
blaue Oberfliche). b) Fusicoccin (grau) filllt die 14-3-3-Bindegrube
(griin) nahezu komplett, c) Pyrrolidon1 (gelb) besetzt dagegen nur ca.
ein Drittel dieser 14-3-3-Bindegrube. d) Bindung von Epibestatin (gelb)
in einer tunnelférmigen Grube zwischen 14-3-3 (griin) und PMA2-CT30
(blau). ) Aminosidurereste von 14-3-3 (griin) und PMA2 (blau), die an
der Koordinierung von Pyrrolidon1 (gelb) beteiligt sind, sind als Stab-
modelle dargestellt. Polare Kontakte sind als gelbe Linien eingezeich-
net, die 2 Fp—F,a-Elektronendichte von Pyrrolidon1 (konturiert auf
10) und zwei Wassermolekiilen (rote Kugeln) in Weif. f) Aminoséure-
reste des 14-3-3/PMA2-Komplexes (Farben wie in (e)), die an der Bin-
dung von Epibestatin (orange) beteiligt sind, sind mit der 2 F p,—F .-
Elektronendichte von Epibestatin (konturiert auf 10) in Weif darge-
stellt.

komplett ausfiillen. Wie auch Fusicoccin fiillt Epibestatin
seine Bindestelle, einen Spalt zwischen beiden Proteinen, zu
einem deutlich hoheren Anteil als Pyrrolidonl aus (Abbil-
dung 2d). Dies lésst den Schluss zu, dass der Bindemodus von
Epibestatin, dhnlich wie der von Fusicoccin, auf einer stark
formorientierten Komponente beruht. Der engere Kontakt zu
beiden Proteinpartnern spiegelt wahrscheinlich das hohere
Stabilisierungspotenzial fiir den 14-3-3/PMA2-Komplex
wider. Die detaillierten Proteinkontakte beider Substanzen
sind in den Abbildungen 2e und f im Detail dargestellt.

Die Stabilisierung des 14-3-3/PMA2-Komplexes durch
Fusicoccin fithrt zu einer Aktivierung der Protonenpumpe
und damit zur Offnung von Stomata, den Gasaustauschporen
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auf den Blittern einer Pflanze, sodass die Pflanzen schlieBlich
welken."®"] Zur Bestimmung der In-vivo-Aktivitit von Pyr-
rolidonl und Epibestatin haben wir einen Stomata-Off-
nungstest genutzt, bei dem isolierte Blattepidermis der Ge-
meinen Tagblume (Commelina communis) mit den Substan-
zen inkubiert wurde. Nach drei Stunden wurde die Off-
nungsweite der Stomata lichtmikroskopisch bestimmt (Ab-
bildung 3a). In Gegenwart von 50 um Pyrrolidonl oder
Epibestatin 6ffneten sich die Stomata im Durchschnitt 3 um
bzw. 3.2 um. Diese Daten zeigen ein In-vivo-Potenzial fiir
Pyrrolidonl und Epibestatin als Aktivatoren der pflanzlichen
Protonenpumpe.
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Abbildung 3. Pyrrolidon1 und Epibestatin zeigen Fusicoccin-ghnliche
Aktivitdt in Pflanzenzellen. a) Offnungsweite der Stomata in Gegenwart
von Fusicoccin (5 um), Pyrrolidon1 (50 pm) und Epibestatin (50 pm).
Die Blattepidermis der Gemeinen Tagblume (Commelina communis)
wurde drei Stunden in einer gepufferten Lésung mit Fusicoccin, Pyr-
rolidon1, Epibestatin oder DMSO (Kontrolle) inkubiert, und die Off-
nungsweite wurde lichtmikroskopisch bestimmt. b) Gemittelte Off-
nungsweite der Stomata nach der dreistiindigen Behandlung der Epi-
dermis von Commelina communis.

Die Tatsache, dass Pyrrolidonl und Epibestatin chemisch
nicht verwandt sind und des Weiteren keine strukturellen
Gemeinsamkeiten mit Fusicoccin zeigen, ist von besonderer
Bedeutung fiir die Strategie zur Entwicklung von niedermo-
lekularen 14-3-3-PPI-Stabilisatoren. Die Identifizierung un-
terschiedlicher Chemotypen aus einem begrenzten Screening
fiir eine bestimmte 14-3-3-PPI weist darauf hin, dass noch
weitere Substanzklassen gefunden werden konnten. Da die
Bindestelle des Protein-Protein-Stabilisators durch beide
Proteinpartner gebildet wird, ist zu vermuten, dass die in-
trinsische Bindungsspezifitit dieser Molekiile sehr hoch ist.
Um dies zu kldren, haben wir Pyrrolidonl und Epibestatin auf
ihre Fiahigkeit getestet, andere 14-3-3-PPIs zu stabilisieren,
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darunter Rafl, p53, Cdc25¢c, RNF11, Mif1, AICD, Cby und
YAP (Abbildung S3 und S4). Beide Substanzen stabilisierten
keinen dieser Komplexe. Obwohl unsere Untersuchung in
dieser Hinsicht nicht erschopfend ist, zeigen die Daten, dass
es moglich sein konnte, niedermolekulare Verbindungen zu
finden, die in der Lage sind, bestimmte 14-3-3-PPIs spezifisch
zu stabilisieren. Solche spezifischen Substanzen wiren wert-
volle Hilfsmittel, um 14-3-3-PPIs mit einer Vielzahl von
Zielproteinen zu untersuchen und konnten ein vielverspre-
chender Startpunkt fiir die Entwicklung medizinisch aktiver
Substanzen sein.
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