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Die Modulation von Protein-Protein-Wechselwirkungen (PPls) galt
lange Zeit als eine der grofiten Herausforderungen der Wirkstoffent-
wicklung. Jedoch hat sich die Ansicht, dass deren zielgerichtete Ent-
wicklung unmoglich ist, in den letzten Jahren grundlegend gedndert,
und erste Wirkstoffkandidaten befinden sich bereits in klinischer
Priifung. Zurzeit handelt es sich bei der iiberwiegenden Mehrheit
dieser PPI-Modulatoren um Wechselwirkungsinhibitoren. Allerdings
widre in vielen biologischen Zusammenhingen eine verlingerte Le-
bensdauer von PPIs wiinschenswert, sodass der komplementire An-
satz — die Stabilisierung von PPIs — zunehmend in den Brennpunkt
riickt. Interessanterweise liefert die Natur bereits eindrucksvolle Bei-
spiele fiir diesen Ansatz, von denen einige schon als Medikamente
zugelassen sind. Dariiber hinaus konnte kiirzlich erstmals gezeigt
werden, dass auch eine zielgerichtete Entwicklung niedermolekularer
PPI-Stabilisatoren moglich ist. Somit ist es an der Zeit, die kon-

chanismen reguliert werden (Abbil-
dung 1).”! Die Gesamtheit der PPIs in
einem Organismus bildet dabei ein
grof3es und komplexes Netzwerk, das

struktive Seite der Modulation von PPls genauer in den Blick zu

nehmen.

1. Einleitung

Protein-Protein-Wechselwirkungen (PPIs) sind in allen
lebenden Organismen von iibergeordneter Bedeutung. Die
zugrundeliegende Assoziation zelluldrer Proteine in funktio-
nale Proteinkomplexe sowie deren Dissoziation sind duf3erst
dynamische Prozesse, die von verschiedenen zelluldren Me-
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als ,, Interaktom* bezeichnet wird und
wesentlich zur Regulation und Aus-
fiihrung der meisten biologischen
Prozesse beitragt. Die Grofle des bi-
ndren menschlichen Interaktoms wur-
de kiirzlich neu bestimmt und umfasst
ungefihr 130000 PPIs, wovon bisher jedoch nur 8 % bekannt
sind.”! Nichtsdestotrotz eréffnet der Wissenszuwachs in die-
sem Feld neue Wege fiir die Entwicklung alternativer thera-
peutischer Ansitze. Eine der vielversprechendsten Strategien
hierzu ist die Modulation von PPIs durch niedermolekulare
Wirkstoffe, wobei sowohl eine Stabilisierung als auch eine
Inhibition dieser Wechselwirkungen moglich ist (Abbil-
dung 1). Bisher ist iiberwiegend die Hemmung von PPIs un-
tersucht worden, was durch zahlreiche und wichtige wissen-
schaftliche Veroffentlichungen und Aufsédtze in diesem Be-
reich belegt wird."!

In diesem Kurzaufsatz wollen wir das ,,zweite Gesicht*
der PPI-Modulation — die Stabilisierung — beleuchten. Der
Schwerpunkt liegt auf niedermolekularen Wirkstoffen, die
natiirliche PPIs durch Bindung an die Oberfliche eines Pro-
teinkomplexes verstirken.
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Abbildung 1. Wichtige regulatorische Kontrollmechanismen fiir den As-
soziationszustand wechselwirkender Proteine. Das Gleichgewicht zwi-
schen monomerer und multimerer Form wird durch die lokale Konzen-
tration der Partner und ihre wechselseitige Bindungsaffinitit reguliert.
Externe Faktoren kénnen um einen Partner konkurrieren oder den mul-
timeren Komplex stabilisieren. (Nach Nooren und Thornton.")

2. Niedermolekulare Stabilisierung von PPIs

Die Wirkungsweise der meisten bisher bekannten PPI-
Inhibitoren basiert auf einer direkten Bindung eines nieder-
molekularen Wirkstoffes an die Oberfliche eines Proteins,
wodurch die weitere Anlagerung eines Bindungspartners
sterisch unterbunden wird."** Allerdings wurden auch bereits
Beispiele einer allosterischen Hemmung von PPIs beschrie-
ben. Bei diesen bindet der Wirkstoff an einen Oberfldchen-
bereich, der nicht in der Kontaktfldche der wechselwirkenden
Partner liegt.”! Fiir niedermolekulare PPI-Stabilisatoren
konnen ebenfalls zwei prinzipielle Mechanismen beobachtet
werden. Beim ersten Mechanismus wird die Affinitdt der
Proteinpartner zueinander in allosterischer Weise durch
Bindung eines niedermolekularen Wirkstoffes an einen ein-
zelnen Partner erhoht. Beim zweiten Mechanismus bindet der
niedermolekulare Wirkstoff am Rand der PPI-Kontaktfldche
in einer gemeinsam gebildeten Bindetasche der wechselwir-
kenden Partner. Dies erhoht ebenfalls die Affinitat der
Partner zueinander. In Anlehnung daran bezeichnen wir die
unterschiedlichen Modulationstypen als allosterische (ein
Proteinpartner) und direkte PPI-Stabilisatoren (mindestens
zwei Proteinpartner).

2.1. Allosterische PPI-Stabilisatoren
2.1.1. Modulatoren der Mikrotubulidynamik

Mikrotubuli (MTs) bestehen aus einzelnen Heterodimer-
Einheiten, welche wiederum aus den Proteinen o- und -
Tubulin aufgebaut sind. Die afi-Heterodimere lagern sich
dabei zu linearen Protofilamenten zusammen und bilden
dadurch zylindrische Polymere. MTs erfiillen wichtige Auf-
gaben in allen Zellen und unterliegen einer stindigen An-
derung ihrer Form, welche durch kontinuierliche Polymeri-
sierung und Depolymerisierung erreicht wird.”! Entspre-
chend haben Eingriffe in diesen komplexen Prozess drasti-
sche Folgen fiir eine lebende Zelle, im Besonderen wihrend
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der Zellteilung, in der MTs die mitotische Spindel zur Tren-
nung der Chromosomen bilden.! So fithren verschiedene
Naturstoffe und deren Derivate iiber eine Modulation der
MT-Polymerisierung und -Depolymerisierung zu einer Arre-
tierung des Zellzyklus. Verstindlicherweise bewirkt dies
schwerwiegende Stérungen in einer lebenden Zelle und kann
sogar deren Apoptose einleiten. Deshalb werden einige die-
ser Substanzen auch als antimitotische Wirkstoffe eingesetzt
und gehoren zu den wichtigsten Medikamenten in der
Krebstherapie.

Einer der am besten erforschten MT-Modulatoren ist
Paclitaxel (Abbildung 2), ein Naturstoff, der aus der Rinde
von Taxus brevifolia isoliert wurde.? Paclitaxel bindet mit
hoher Affinitdt in eine hydrophobe Tasche von polymeri-
siertem Tubulin, die sich ausschlieBlich auf der f-Unterein-
heit befindet, und stabilisiert dadurch die gesamte MT-
Struktur (Abbildungen 3A B).") Wenngleich der genaue
Mechanismus dieses stabilisierenden Effekts noch diskutiert
wird, scheint Paclitaxel unter anderem laterale Kontakte be-
nachbarter B-Untereinheiten in MT-Filamenten zu verstir-
ken.'"! Somit ist Paclitaxel ein allosterischer PPI-Stabilisator.
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Abbildung 2. Beispiele von PPI-stabilisierenden niedermolekularen Wirkstoffen, die in diesem Kurzaufsatz genauer diskutiert werden. Sie verdeutli-
chen die grofle Spanne an unterschiedlichen Chemotypen und ihre diverse Komplexitit.

'Brefeldin A

Abbildung 3. A) a-Tubulin (goldene SES) gebunden an B-Tubulin (griine SES). Die Bindetasche von Paclitaxel, die sich ausschlieRlich auf der f3-
Tubulin-Untereinheit befindet, ist blau hervorgehoben. B) Paclitaxel im Komplex gebunden. (Kugel-Stab-Modell, halbtransparente SES). PDB-Num-
mer: 1JFF.l®! C) Schnitt durch den Komplex von ARF1 (goldene SES und Cartoon-Darstellung) mit einem GTP-Analogon (Stabmodell) und einer
Sec7-Domine (griine SES und Cartoon-Darstellung). Die BFA-Bindetasche ist blau hervorgehoben. D) BFA (Kugel-Stab-Modell, halbtransparente
SES) befindet sich tief vergraben in der Bindetasche der Kontaktfliche. PDB-Nummer: TR8Q.? E) Katalytische Einheit der AC mit einem ATP-
Analogon (Stabmodell). C;,-Domine (griine SES) und C,,-Domine (goldene SES). Die Forskolin-Bindetasche ist blau hervorgehoben. F) Forskolin
(Kugel-Stab-Modell, halbtransparente SES) gebunden in der Dimerkontaktfliche. PDB-Nummer: 1CJU.*

2.2. Direkte PPI-Stabilisatoren

Fir direkte PPI-Stabilisatoren konnen zwei unterschied-
liche Mechanismen beobachtet werden. 1) Das Stabilisator-
molekiil bindet zuerst an ein Protein und erzeugt oder @dndert
dadurch die Interaktionsfliche fiir ein weiteres Protein.
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Dieser Effekt kann so stark sein, dass eine Dimerisierung
zweier Proteine induziert wird, die ohne Wirkstoff nicht an-
einander binden wiirden. Dieser Extremfall ist beispielweise
bei den FKBP-bindenden Substanzen FK506 und Rapamycin
zu beobachten. 2) Das Stabilisatormolekiil bindet direkt am
Rand einer bestehenden Proteininteraktionsfliche und er-
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hoht die Affinitdt der Proteinpartner. Ein solcher Bindungs-
modus ist die Wirkungsgrundlage der Substanzen Forskolin,
Fusicoccin A, Epibestatin und Pyrrolidonl.

2.2.1. FK506 und Rapamycin

Die vermutlich bekanntesten Beispiele von bivalenten
PPI-Stabilisatoren sind die immunsuppressiven Wirkstoffe
FK506 und Rapamycin (Abbildung 2). Trotz offensichtlicher
Strukturunterschiede sind die In-vivo-Effekte dieser Natur-
stoffe erstaunlich dhnlich. In zwei bahnbrechenden Untersu-
chungen konnten Schreiber und Kollegen ihre biologischen
Effektorproteine bestimmen. Im Fall von FK506 ist dies die
Proteinphosphatase Calcineurin und im Fall von Rapamycin
die Proteinkinase mTOR (,mammlian target of rapamy-
cin®)."l Der erste Schritt in ihrem Wirkungsmechanismus ist
eine hochaffine Bindung an FKBP12 (K;=0.2 nm fiir Rapa-
mycin™), einem Protein der Immunophilinfamilie der Pep-
tidyl-Prolyl-Isomerasen.™ Danach binden die Binirkomple-
xe FK506-FKBP12 und Rapamycin'FKBP12 iiber die neu
geschaffene Oberfldche an ihre Effektorproteine Calcineurin
bzw. mTOR und inhibieren dadurch deren katalytische Ak-
tivitdt. Bemerkenswerterweise bindet FKBP12 in Abwesen-
heit der Naturstoffe weder an Calcineurin noch an mTOR.

Die molekulare Grundlage der auBlergewohnlichen Ak-
tivitdt dieser Naturstoffe konnte durch die Losung der Kris-
tallstrukturen der Terndrkomplexe aufgekldrt werden. Im
Komplex FK506-FKBP12-Calcineurin bindet der Wirkstoff
tief vergraben in einer Tasche, die von Calcineurin und
FKBP12 gebildet wird."™™ Zur Komplexstabilitit beitragende
Kontakte werden mehrheitlich zwischen FK506 und den
Proteinen gebildet, und es liegen nur wenige direkte Protein-
Protein-Kontakte vor.

Im Fall von Rapamycin-FKBP12-mTOR ist diese Un-
gleichverteilung noch ausgepriigter (Abbildungen 4 A—C).[""!
Lediglich zwei schwache Proteinkontakte sind vorhanden,
was die geringe Affinitdt von FKBP12 zu mTOR in Abwe-
senheit von Rapamycin erklart.

2.2.2. Brefeldin A

Brefeldin A (BFA) ist ein Naturstoff, der aus dem Pilz
Eupenicillium brefeldianum isoliert wurde und die Sekretion
von Proteinen wirkungsvoll hemmt.'”! BFA stabilisiert dabei
Komplexe des kleinen Guaninnukleotid-bindenden (G-)
Proteins ,,ADP-Ribosylierungsfaktor 1« (ARF1) mit einigen
seiner Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (ARF-GEFs) in
unterschiedlicher Potenz.'¥ Hierdurch wird die GDP-GTP-
Austauschaktivitit der ARF-GEFs blockiert, was letztlich zu
einer Beeintrichtigung der Golgi-Funktion fiihrt." Trotz
seiner moderaten ICsy von 15 pum und einer lediglich 10-fa-
chen Stabilisierung des Komplexes von ARF1-GDP und Sec7
sind die von BFA hervorgerufenen zellularen Effekte auf-
grund der nichtkompetitiven Wirkungsweise sehr stark. Nach
Zugabe von BFA wird innerhalb von Minuten die Fusion von
Golgi und Endoplasmatischem Retikulum sichtbar. Die
Kristallstruktur des ARF1-GDP-Sec7-BFA-Komplexes zeigt
das Molekiil tief vergraben zwischen den Proteinpart-
nern.”*?"! Die mehrheitlich hydrophobe Kontaktfliche teilt
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Abbildung 4. A) Rapamycin-Bindedomine von mTOR (griine SES). Die
Kontaktfliche mit Rapamycin ist blau und die zu FKBP12 rot hervorge-
hoben. B) Terniarkomplex der mTOR-Domine (griine SES), Rapamycin
(Kugel-Stab-Modell, halbtransparente SES) und FKBP12 (goldene SES).
C) Rapamycin gebunden an FKBP12. Die Kontaktfliche mit Rapamycin
ist blau und die zur mTOR-Domine rot hervorgehoben. PDB-Num-
mer: 1FAP." D) TIR1 (goldene SES) mit blau hervorgehobener Auxin-
bindetasche. Das Stabmodell im Hintergrund zeigt den méglichen Co-
faktor Inositol-Hexakisphosphat. E) Auxin (Kugel-Stab-Modell, halb-
transparente SES) gebunden an TIR1. F) Ternarkomplex von TIRT, Au-
xin und einem Aux/IAA-Peptid (griine Cartoon-Darstellung und halb-
transparente SES). PDB-Nummer: 2P1Q.P*! G) Ternirkomplex von 14-
3-3 (goldene SES), C-terminaler PMA-Domine (griine SES) und FCA
(Kugel-Stab-Modell, halbtransparente SES). H) Bindrkomplex von 14-3-
3 und C-terminaler PMA-Domine. Die FCA-Bindetasche ist blau her-
vorgehoben. PDB-Nummer: 2098.% 1) Ternirkomplex von 14-3-3, C-
terminaler PMA-Domine und Pyrrolidon1 (Kugel-Stab-Modell, halb-
transparente SES). Die Struktur von Pyrrolidon1 ist PDB-Nummer
3M51 entnommen und der FCA-Struktur iiberlagert.”*"

sich BFA zu zwei Dritteln mit Sec7 und zu einem Drittel mit
ARF1 (Abbildungen 3C,D). Die Konformation von BFA in
dieser Kristallstruktur und in seiner reinen Molekiilkristall-
struktur offenbart dabei keine signifikanten Unterschiede.
BFA bindet ausschlieBlich an den bindren Komplex, Wech-
selwirkungen mit ARF1-GDP oder Sec7 alleine wurden nicht
beobachtet.?

Auf Basis dieser Erkenntnisse erfolgte die Suche nach
weiteren niedermolekularen Stabilisatoren des ARF1-Sec7-
Komplexes. Uber einen computerchemischen Ansatz wurde
z.B. das Molekiil LM11 (Abbildung 2) identifiziert, das die
Aktivierung von ARF1 in vitro mit einer apparenten Inhibi-
tionskonstante von 50 uM unterdriickt und den ARF-abhin-
gigen Transport in Zellen hemmt.” Hierbei zeigt LM11,
vergleichbar zu BFA, Spezifitit gegeniiber bestimmten ARF-
Isoformen und inhibiert zum Beispiel ARF1 und ARFS5, aber
nicht ARF®6.

2.2.3. Forskolin

Das Diterpenoid Forskolin (Abbildung 2) wurde erstmals
1977 aus Coleus forskohlii isoliert und weist kardioaktive und
blutdrucksenkende Eigenschaften auf® Die molekulare
Grundlage hierfiir ist eine reversible Aktivitdtserhohung der
Adenylylcyclase (AC), die einen deutlichen Anstieg des
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cAMP-Spiegels in verschiedenen Geweben bewirkt.”! AC ist
ein Transmembranprotein mit zwei zytoplasmatischen Do-
minen (C, und C,). Jede dieser Dominen besteht aus zwei
Untereinheiten, wobei die C;,- und C,,-Untereinheiten he-
terodimerisieren und den katalytischen Kern der AC bil-
den.””! Biochemische Studien haben nun gezeigt, dass For-
skolin die apparente Affinitdt der C;- und C,-Doméne von
K;>10 um auf Ky ~1 pm erhoht und dadurch eine ca. 60-
fache Verstiarkung der katalytischen Aktivitit von AC be-
wirkt.?”! Da cAMP, das Produkt der AC, den Prototyp eines
sekundidren Botenstoffes darstellt und wichtige zelluldre
Funktionen erfiillt, wird Forskolin hiufig als chemisches
Werkzeug in der zellbiologischen Forschung eingesetzt. Der
zugrundeliegende Mechanismus von Forskolin wurde durch
zwei Kristallstrukturen des Naturstoffs im Komplex mit AC-
Domaénen aufgeklart. In der ersten Struktur ist Forskolin an
das Homodimer der C,-Doménen der AC-Isoform II (IIG,) in
einem Verhiltnis von 2:1 gebunden.”® Die zweite Struktur
zeigt ein Forskolinderivat im 1:1-Verhéltnis mit dem terndren
Komplex aus der C;-Domine der AC-Isoform V (VC,), der
C,-Domine der AC-Isoform II (IIC,) und der aktivierenden
Untereinheit des stimulierenden G-Proteins (G,,, Abbildun-
gen 3E,F).”l In beiden Strukturen bindet Forskolin in einer
tiefen, vorwiegend hydrophoben Tasche, die sich am Ende
einer langen Spalte am Rand der Interaktionsfliche des II-
C,-IIC,- bzw. des VC,-IIC,-Dimers befindet. Forskolin teilt
sich dabei mit beiden Proteinen in etwa die gleiche Kon-
taktfldche, vergriabt ca. 90 % seiner Oberfldache und schlief3t
eine hydrophobe Liicke zwischen den AC-Doménen.

2.2.4. Auxin

Auxin (Indol-3-essigsdure, Abbildung 2) ist ein wichtiges
Pflanzenhormon, welches eine zentrale Rolle in der Pflan-
zenphysiologie spielt.” Erste biochemische Studien in den
1980er Jahren offenbarten eine erhohte Transkriptionsakti-
vitit in Pflanzen als Reaktion auf die Gabe von Auxin.”"
Genetische Untersuchungen ergaben verschiedene Loci, die
empfindlich beziiglich der Auxinkonzentration sind. Die be-
obachteten Effekte konnten schlussendlich auf einen Eingriff
in das Ubiquitin-Proteasomsystem mit dem F-Box-Protein
TIR1 als zentralem Element zuriickgefiihrt werden.’” F-Box-
Proteine sind Substratrezeptoren in bestimmten E3-Ubiqui-
tinligasen. Dabei konnten Mitglieder der Aux/IAA-Familie
von Transkriptionsrepressoren als direkte Zielproteine von
TIR1 identifiziert werden. Auxin wirkt hier als potenter
Stabilisator der Wechselwirkung von TIR1 und Aux/
IAA. .3 Der molekulare Mechanismus wurde schlieBlich im
Jahr 2007 von Tan und Kollegen durch eine Kristallstruktur-
analyse des terndren Komplexes von TIR1, Aux/IAA und
Vertretern der Auxinfamilie aufgeklidrt (Abbildungen 4 D-
F).’! Die Struktur belegte die Auxin-vermittelte PPI-Stabi-
lisierung als neuartige Wirkungsweise eines Hormons. In
dieser Struktur bindet Auxin in einer Tasche von TIR1, die in
einer leucinreichen Doméne (LLR) lokalisiert ist und neben
einer hydrophoben Haupttasche zwei polare Aminosiduren
aufweist. Die polaren Gruppen wechselwirken mit der
Carboxygruppe von Auxin, und dessen Indolrest besetzt die
hydrophobe Tasche. TIR1 und Auxin erzeugen hierdurch eine
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neue Vertiefung mit gemeinsamer Oberfliche. Aux/IAA
bindet auf dieser Oberfldche iiber einen ungeordneten Se-
quenzbereich mit hydrophobem Kern, der direkt auf dem
Indolrest von Auxin sitzt. Auxin und Derivate schlieen somit
eine hydrophobe Liicke in der TIR1-Aux/IA A-Interaktions-
fliche und erzeugen dadurch den beobachteten Stabilisie-
rungseffekt.

Im Jahr 2010 wurde die Kristallstruktur eines Komplexes
mit einem weiteren Pflanzenhormon (Jasmonat) mit PPI-
stabilisierendem Effekt gelost. Jasmonat verstiarkt die Wech-
selwirkung eines weiteren F-Box-Proteins (COI1) mit einem
transkriptionsregulatorischen Protein und zeigt somit einen
vergleichbaren Mechanismus wie Auxin."

Der Mechanismus dieser Pflanzenhormone ist insbeson-
dere deshalb interessant, weil er die ersten Beispiele von PPI-
Stabilisierung durch endogene Metaboliten darstellt. Diese
Regulation offenbart somit ein neuartiges Konzept fiir die
Wirkungsweise endogener Molekiile und sollte zukiinftig bei
Untersuchungen des Wirkungsmechanismus metabolischer
Produkte beriicksichtigt werden.

2.2.5. Fusicoccin, Epibestatin und Pyrrolidon1

Das Diterpenglykosid Fusicoccin A (FCA, Abbildung 2)
ist ein Metabolit des Pilzes Phomopsis amygdali (frither Fu-
sicoccum amygdali), welcher ein Welken von Pflanzen be-
wirkt. Im Jahr 1964 berichteten Ballio und Kollegen, dass
FCA das toxische Prinzip dieses pathogenen Pilzes dar-
stellt.”” Die Suche nach dem molekularen Ziel von FCA
lieferte einen Komplex aus der regulatorischen Einheit der
Plasmamembran H*-ATPase (PMA) und 14-3-3-Adapter-
proteinen als primiren Rezeptor.”® FCA bindet an den Rand
der Kontaktfldche dieses Komplexes und verstdrkt die Bin-
dungsaffinitit ungefihr 90-fach.® Im Vergleich zur mittleren
Affinitdt von FCA an den Komplex von 14-3-3 und einem
phosphorylierten PMA-Peptid (K, =700 nm) ist die Affinitét
an 14-3-3 alleine recht gering (K; =66 pm) und an das Peptid
sogar nicht messbar. Somit wirkt FCA iiber einen dhnlichen
Mechanismus wie Brefeldin A oder Forskolin und unter-
scheidet sich deutlich von FK506 und Rapamycin. FCA be-
legt mehrheitlich eine hydrophobe Bindetasche am Rand der
Kontaktfliche beider Proteine, wobei der Zuckerrest 16-
sungsmittelexponiert ist (Abbildungen 4 G,H). Das Terpen-
system liegt tief vergraben in einer trichterformigen Tasche,
die von 14-3-3 und dem C-Terminus von PMA gebildet wird.
Neben der Verstarkung der apparenten Affinitédt eines kur-
zen, C-terminalen Phosphopeptides von PMA zu 14-3-3 be-
wirkt FCA auch eine Stabilisierung des Komplexes aus einem
nichtphosphorylierten PMA-Konstrukt der letzten 52 Ami-
nosiuren mit einer apparenten Affinitit von 41 nm.[ !

Um die Anwendbarkeit niedermolekularer, rein synthe-
tischer 14-3-3-PPI-Stabilisatoren zu zeigen, wurde kiirzlich
ein Hochdurchsatz-Screening zur Identifizierung von Stabi-
lisatoren der 14-3-3-PMA-Wechselwirkung durchgefiihrt. Ei-
ne Screeningbibliothek mittlerer GroBe (ca. 37000 Substan-
zen) lieferte dabei zwei chemisch unterschiedliche und FCA-
unihnliche Substanzen."" Die identifizierten Molekiile, das
Dipeptid Epibestatin und ein dreifach substituiertes Pyrroli-
don namens Pyrrolidonl, stabilisierten beide die 14-3-
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3-PMA-Wechselwirkung, besetzten aber faszinierenderweise
zwei verschiedene Bindetaschen an der PPI-Kontaktfldche.
Epibestatin bindet in einer engen Bindetasche der gemein-
samen Oberflache und ist fest zwischen den Proteinen ein-
geklemmt. Das Molekiil wechselwirkt zu gleichen Teilen mit
14-3-3 und PMA. Pyrrolidonl besetzt dagegen eine offenere
Tasche, die groBtenteils mit der FCA-Bindetasche iiberlappt
(Abbildung 41).

2.2.6. Stabilisierung natiirlicher Proteinoligomere

Eine verringerte Stabilitdt bestimmter Proteinoligomere
kann zu schwerwiegenden Erkrankungen fiihren. Deshalb
konnte in diesen Féllen eine Stabilisierung solcher Komplexe
durch niedermolekulare Wirkstoffe einen interessanten the-
rapeutischen Ansatz darstellen. Ein Beispiel ist die Stabili-
sierung des Transthyretin(TTR)-Tetramers.*”’ TTR ist ein
Thyroxin- (T4) und Retinoltransporter und kann amyloide
Fasern bilden, die mit amyloiden Erkrankungen in Zusam-
menhang stehen. Es sind verschiedene Mutationen bekannt,
die das entsprechende Tetramer destabilisieren und die Bil-
dung amyloider Fasern ermoglichen. Miroy und Kollegen
konnten zeigen, dass die Bindung eines niedermolekularen
Wirkstoffes in die T4-Bindetasche das TTR-Tetramer stabi-
lisieren und die Bildung amyloider Fasern in vitro verhindern
kann. Allerdings ist es wichtig zu betonen, dass die Ent-
wicklung von Stabilisatoren, welche wie im Fall von TTR in
die Bindetasche eines nativen Liganden binden sollen, in den
meisten Féllen keine zielfithrende Losung darstellt.

Ein zweites Beispiel konnte im Fall der Amyotrophen
Lateralsklerose (ALS), einer Erkrankung des motorischen
Nervensystems, gezeigt werden. Bei ALS werden verschie-
dene Mutationen im Gen fiir das Enzym Superoxid-Dismu-
tase 1 (SOD1) beobachtet.”! Einige dieser Mutationen be-
wirken eine Monomerisierung von SOD1 und fithren zur
Aggregation dieses Proteins.*! Um die unerwiinschte Mo-
nomerisierung zu verhindern, verfolgten Ray und Kollegen
einen Ansatz zur Stabilisierung des SOD1-Dimers durch
niedermolekulare Wirkstoffe.[*”) Hierzu fiihrten sie ein virtu-
elles Screening gegen eine hydrophobe Tasche am Rand der
Dimerkontaktflache durch und identifizierten 15 Substanzen,
die SODL1 in vitro stabilisieren und dessen Aggregation ver-
hindern.

In einem dritten Beispiel wurde der Transkriptionsfaktor
c-Myc adressiert, welcher in bestimmten Krebsarten iiberex-
primiert wird und dort zu unkontrollierter, pathogener Gen-
expression fiihrt.*! Die Aktivitit von c-Myc ist in groBem
Male von der Heterodimerisierung mit dem Partner ,,Myc-
assoziierter Faktor x“ (Max) abhingig. Neben erfolgreichen
Ansitzen zur Unterdriickung der c-Myc-Aktivitét iiber eine
Hemmung dieser PPI haben Jiang und Kollegen einen Al-
ternativansatz verfolgt, in welchem die Tendenz von Max zur
Bildung von Homodimeren ausgenutzt wurde. Sie versuchten
das Max-Homodimer mit niedermolekularen Wirkstoffen zu
stabilisieren, um die Max-vermittelte c-Myc-Aktivierung zu
unterbinden.*”! Durch ein virtuelles Screening konnten sie
erfolgreich niedermolekulare Wirkstoffe identifizieren, wel-
che das Max-Max-Dimer stabilisierten und somit die
c-Myc-Max-Wechselwirkung unterbanden.
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3. Adressierbarkeit von PPI-Kontaktbereichen

Die aufgefiihrten Beispiele zeigen verschiedene Mecha-
nismen zur Stabilisierung von PPIs und lassen somit den
Schluss zu, dass dieser Ansatz — neben der Hemmung von
PPIs — eine niitzliche Alternative zur Identifizierung neuer,
biologisch aktiver Wirkstoffe darstellt. Allerdings wirft dies
die Frage auf, ob diese Beispiele reprasentativ sind und das
Konzept somit generalisierbar ist. Eine erste Antwort auf
diese Frage gaben Block und Kollegen, die eine systematische
Analyse von Oberfldchentaschen am Rand von PPI-Interak-
tionsflachen durchfithrten und deren Adressierbarkeit un-
tersuchten.”! Eine Analyse von Strukturen aus der Protein
Data Bank (PDB) offenbarte 380 randstdndige Taschen auf
198 transienten PPI-Komplexen.*’) Diese Bindetaschen zei-
gen im Hinblick auf Hydrophilie, Taschenvolumen und Ver-
grabung auffallende Ahnlichkeiten mit enzymatischen Sub-
stratbindetaschen und geben somit Anlass zur begriindeten
Hoffnung, dass PPIs mit niedermolekularen Stabilisatoren
erfolgreich adressiert werden konnen.

Diese Ergebnisse sind besonders interessant, da nieder-
molekulare Inhibitoren von PPIs im herkémmlichen Sinne als
wenig wirkstoffahnlich beschrieben werden, was zur Folge
haben konnte, dass diese Chemotypen in derzeitigen Scree-
ningbibliotheken unterreprisentiert sind.”! Im Gegensatz
hierzu lasst das Vorkommen von randstdndigen Bindetaschen
an Protein-Komplexen mit &hnlichen Eigenschaften wie
Substratbindestellen den Schluss zu, dass eine gute Chance
besteht, stabilisierende Kandidaten in vorhandenen Sub-
stanzbibliotheken zu finden.

Dabei ist natiirlich insbesondere eine Stabilisierung von
PPIs, welche die Normalisierung eines krankhaften Zustands
bewirken, von Interesse. Ein Beispiel ist der ,,Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator® (CFTR), dessen
Funktion moglicherweise durch die Stabilisierung der Wech-
selwirkung mit Proteinen wie NHERF1 wiederhergestellt
werden konnte.’"! Ein anderes Beispiel ist die Stabilisierung
der Wechselwirkung des Tumorsuppressorproteins p53 mit
14-3-3, welche moglicherweise die physiologische Aktivitdt
von p53 verstirken konnte.’!! Des Weiteren konnte eine
Abschwichung schédlicher oder pathogener Signaltransduk-
tionswege iiber eine PPI-Stabilisierung eine Wiederherstel-
lung des gesunden Normalzustandes bewirken. Beispiele
hierfiir konnten eine Stabilisierung der Komplexe von
1xB:NFxB oder Raf-14-3-3 sein.””

4. Zusammenfassung und Ausblick

Die Natur liefert uns zahlreiche Beispiele, die sehr deut-
lich das Konzept der PPI-Stabilisierung als vielversprechende
Strategie in der Wirkstoffentwicklung oder der chemischen
Biologie unterstreichen. Dabei erscheinen insbesondere nie-
dermolekulare Wirkstoffe, die am Rand von Protein-Protein-
Interaktionsflichen binden, vorteilhaft. Da diese in nicht-
kompetitiver Weise an ihr Zielprotein binden, wird im All-
gemeinen keine nanomolare Bindungsaffinitdt benotigt, um
einen ausgeprédgten physiologischen Effekt zu bewirken.
Auflerdem sind die zu adressierenden Oberfldchen bindrer
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Proteinkomplexe im Vergleich zu Enzyminhibitoren, deren
Entwicklung durch die ausgepriagte Homologie innerhalb der
Zielproteinfamilien erschwert wird, weniger konserviert, so-
dass die Entwicklung hoch spezifischer Liganden moglich
wird. Letzteres wird insbesondere auch dadurch ermoglicht,
dass die Ziele von PPI-Stabilisatoren nur zeitweise vorliegen.
Zusitzlich konnte am Beispiel der 14-3-3-PMA2-Wechsel-
wirkung gezeigt werden, dass der Rand von Protein-Protein-
Interaktionsflichen sogar mehrere Bindetaschen bilden kann,
die mit chemisch verschiedenen Stabilisatoren adressiert
werden konnen.

Trotz dieser Aussichten, den beeindruckenden Beispielen
von Naturstoffen als PPI-Stabilisatoren und den computer-
chemischen Analysen zur generellen Adressierbarkeit von
randstdndigen Bindetaschen an PPIs existieren jedoch bisher
nur wenige Beispiele, die aus einer zielgerichteten Wirk-
stoffentwicklung hervorgegangen sind. Dennoch sind wir
davon iiberzeugt, dass mit wachsender Erfahrung — vor allem
aus dem akademischen Bereich — die Stabilisierung von PPIs
zunehmend beliebter wird und damit dem Erfolgsmodell der
PPI-Inhibitoren folgt, das vor 10 Jahren seinen Aufschwung
genommen hat.

Diese Arbeit wurde von der Max-Planck-Gesellschaft und der
DFG (Projekt OT 414/1-2) unterstiitzt. Das Chemical Geno-
mics Centre wurde von Bayer CropScience, Bayer HealthCare,
Merck Serono und MSD unterstiitzt.
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Weitere Informationen zur Ausschreibung kénnen im Dekanat der Fakultat fiir Chemie

an das Dezernat fiir Personalangelegenheiten der Technischen
Universitit Bergakademie Freiberg, AkademiestraRe 6, 09599
Freiberg zu senden.

und Physik, Tel. 03731 39-2333, angefordert werden.

Bewerbungen sind mit den tblichen Unterlagen bis zum 15.04.2012
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www.angewandte.de



