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Cytohesine sind cytoplasmatische Multidoménenproteine, die
als Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) an Ras-
dhnlichen GTPasen der Klasse der Adenosin-5'-diphosphat-
(ADP)-Ribosylierungsfaktoren (Arfs) agieren.!! Thre Sec7-
Doméne katalysiert den Austausch von Guanosin-5'-diphos-
phat (GDP) gegen Guanosin-5'-triphosphat (GTP), was zur
Aktivierung von Arf-Proteinen wie Arfl oder Arf6 fiihrt.
Sdugerzellen enthalten vier stark homologe Cytohesine (Cy-
tohesin-1-4), die an zelluldren Prozessen (wie der (32-Inte-
grin-vermittelten Zelladhision oder Aktindynamik) sowie an
Arf-abhingigen Funktionen (wie Membran- und Vesikel-
transport, Endozytose und dergleichen) beteiligt sind.”! Cy-
tohesin-2 (ARNO) fungiert auBerdem als cytoplasmatischer
Aktivator der Signaliibertragung durch Rezeptor-Tyrosinki-
nasen wie den Insulin-® oder den EGF-Rezeptor (EGF =
epidermaler Wachstumsfaktor).!’ ARNO und Arf6 tragen
auch zur Herabsetzung der endothelialen Stabilitdt durch
Interleukin 1p (IL-1p) bei, indem sie an das Adapterprotein
MYDS8S8 binden.”! Bei diesen Entdeckungen hat sich SecinH3,
ein Inhibitor der Cytohesin-Sec7-Doménen, als duBerst hilf-
reich erwiesen.[**

Cytohesine enthalten eine weitere funktionale Doméne
C-terminal zur Sec7-Domine, die Pleckstrin-Homolo-
gie(PH)-Domine (Abbildung 1a). Uber ihre PH-Dominen
werden Cytohesine an die Innenseite der Plasmamembran
rekrutiert, indem sie entweder an Phosphatidylinositphos-
phate wie PIP, oder PIP; oder an aktiviertes Arf6-GTP
binden.”! Die Cytohesin-Sec7-abhingige Aktivierung von
Integrinen bei der Zelladhision benétigt die PH-Domaéne,
wobei diese die Sec7-Doméne zu einem gewissen Grad inhi-
biert, was wihrend der Membranrekrutierung und Wechsel-
wirkung mit PIPs wieder aufgehoben wird.”’ Diese Befunde
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Abbildung 1. Aptamer-Verdrangungsassay durch RiboGreen-Fluores-
zenzmessung. a) Doménenstruktur von Cytohesin-2; CC: Coiled coil;
PBR: polybasische Region. b) Immobilisiertes Cytohesin wird mit Apta-
mer und niedermolekularen organischen Molekiilen inkubiert. Nicht-
bindende Substanzen werden durch Pufferspiilung entfernt. Verblei-
bendes gebundenes Aptamer wird durch RiboGreen-Fluoreszenz detek-
tiert (unten rechts); Fluoreszenzreduktion erhilt man nach Verdrin-
gung des Aptamers durch die niedermolekulare Verbindung (oben
rechts). c) Reprisentativer Primirscreen mit einer Treffersubstanz
(schwarzer Punkt; Nr. 11). Positivkontrolle (dunkelgraue Punkte;

Nr. 87-90) ohne Cytohesin-1; Negativkontrollen (hellgraue Punkte;

Nr. 84-86) enthielten keine niedermolekularen Verbindungen. d) Che-
mische Strukturen der aktivsten Treffersubstanzen (5-Brompyrimidin-
2,4,6-trion-Derivate).

lassen auf eine enge Kopplung der Funktionen der Cytohesin-
Sec7- und Cytohesin-PH-Doménen schlieBen. Der erfolgrei-
che Einsatz von SecinH3 in der chemischen Biologie zur
Aufklarung neuartiger Funktionen der Cytohesin-Sec7-
Domine hat uns motiviert, nun auch niedermolekulare
Inhibitoren fiir die PH-Doméne zu identifizieren. Hier be-
schreiben wir die Entdeckung einer Klasse von Inhibitoren
der Cytohesin-PH-Domine, der Cyplecksine (Cytohesin-
Pleckstrin-Homologiedoméinen-Irhibitoren), die einen ko-
valenten Wirkmechanismus aufweisen.

Zur Entwicklung eines Aptamer-Verdrangungsassays fiir
das Hochdurchsatzscreening (HTS) selektierten wir zunéchst
ein RNA-Aptamer mit Spezifitit fiir die PH-Doméne von
Cytohesin-1. Nach sieben Selektionsrunden wurde die ange-
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reicherte RNA-Bibliothek kloniert und sequenziert und Klon
6.10 als Cytohesin-PH-Doméinenbinder identifiziert (Hinter-
grundinformationen (SI) Abbildung S1a). 6.10 zeigte Kg-
Werte zwischen 0.3 und 0.7 um fiir die Bindung an die PH-
Dominen der Cytohesine-1, -2 und -3. Eine Bindung an die
Sec7-Domine oder verwandte PH-Dominen konnte nicht
detektiert werden (Abbildung S1b,c (SI)). Das Aptamer
zeige eine konzentrationsabhingige Inhibition der Bindung
von Cytohesinen an PIP;-dotierte Liposomen (Abbil-
dung S1d (SI)). Bindung und Inhibition benétigten die Tri-
phosphatgruppe am 5-Ende des Aptamers.

Abbildung 1b illustriert die Entwicklung des Aptamer-
Verdrangungsassays. 96-Loch-Screeningplatten wurden mit
Cytohesin-1-PH beschichtet und mit Aptamer 6.10 in Ge-
genwart der Substanzen inkubiert. Niedermolekulare Ver-
bindungen, die mit 6.10 um die Bindung konkurrieren, fithren
zu einer Verringerung der Aptamerbindung an das immobi-
lisierte Protein, was bei nicht konkurrierenden Substanzen
ausbleibt (Abbildung 1b, Mitte). Die Platten werden zur
Entfernung von ungebundenem Aptamer mit Pufferlésung
gewaschen und anschlie3end mit RiboGreen inkubiert, einem
Farbstoff der entsprechend der Menge an verbliebener Nu-
kleinsédure ein Fluoreszenzsignal liefert. Niedrige Fluoreszenz
weist auf Substanzen hin, die das Aptamer vom Zielprotein
verdringt haben (fiir mogliche falsch-positive Szenarien siche
Abbildung S2 (SI)). Wir durchsuchten eine chemische Bi-
bliothek aus etwa 12000 diversitéitsbasierten, Wirkstoff-ahn-
lichen Substanzen nach moglichen Inhibitoren der Cytohesin-
PH-Domiéne. Der Assay zeigte einen Qualitdtsparameter Z’
von 0.69, was mit HTS-Bedingungen vereinbar ist (Abbil-
dung 1c und Abbildung S3 (SI)). Die Suche ergab eine Serie
substituierter 5-Brompyrimidin-2,4,6-trione 1-3, die mit 6.10
um Bindung an die PH-Doméine konkurrierten (Abbil-
dung 1d).

Zur Quantifizierung der Bindung der Cyplecksine 1-3
und der verwandten Derivate 4 und 5 (Abbildung 2a), denen
der Br-Substituent an Position 5 fehlt, an die Alexa647-mar-
kierte Cytohesin-1 PH-Doméne fithrten wir Thermophore-
semessungen durch (Abbildung 2b). Steigende Konzentra-
tionen von 1-3 ergaben sigmoidale Bindungskurven, aus
denen sich K;-Werte um 2 um ableiten. Dagegen zeigten
weder 4 noch 5 Bindung an die PH-Doméne von Cytohesin-1.
Zur Ermittlung der Spezifitit von 1-3 gegeniiber anderen
PH-Doménen wurden entsprechende Bindungstests an der
Alexa647-markiertem DH-PH-Doméne von ,, T-lymphoma
invasive and metastasis inducing protein 1 (Tiam1) durch-
gefiihrt. Wir konnten keine konzentrationsabhiingige Ande-
rung der Thermophorese feststellen, woraus wir schlieen,
dass die PH-Doméne des Tiaml1-Fragments von 1-3 nicht
erkannt wird (Abbildung 2c¢). Danach untersuchten wir, ob
die Cyplecksine 1-3 mit PIP, um die Bindung an die Cy-
tohesin-1-PH-Domaéne in vitro konkurrieren (Abbildung 2 d).
Dazu verwendeten wir Tetramethylrhodamin(TMR)-mar-
kiertes PIP, und bestimmten die Fluoreszenzpolarisation
(FP) bei steigenden Konzentrationen von 1-5. Der Komplex
aus TMR-PIP, und der Cytohesin-1-PH-Domine ergibt
hohere FP-Werte als freies TMR-PIP,. Tatsichlich ergaben
steigende Cyplecksinkonzentrationen eine Inhibition der
TMR-PIP,-Bindung an die Cytohesin-1-PH-Doméine mit
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Abbildung 2. Bindungsverhalten der Cyplecksine 1-3 und ihrer Analo-
ga 4 und 5. a) Chemische Strukturen der nicht bindenden Cyplecksin-
analoga 4 und 5. b), c) Cyplecksine 1-3 binden spezifisch an Cytohe-
sin-1-PH, aber nicht an Tiam1-DH-PH. 100 nm Alexa647-markierte
Cyth1-PH- (b) oder Tiam1-DH-PH-Doméne (c) wurde mit Substanzen
inkubiert (0.1-20 pum), und die Bindung wurde mittels Mikroskalen-
Thermophorese (MST) analysiert. Legende der Symbole: siehe Kasten
in (c). d),e) Spezifische Inhibition der Bindung von Cytohesin an PIP,
durch Cyplecksine. 250 nm Cyth1-PH (d) oder 500 nm GEP100-PH (e)
wurden mit Substanzen (1-100 pm) und 30 nm Tetramethylrhodamin-
(TMR)-konjugiertem PIP, inkubiert. Die PIP,-Bindung wurde durch
Fluoreszenzpolarisation quantifiziert. mP = Millipolarisation.

1C5-Werten unterhalb von 10 pM. In diesem Assay waren 4
und § wiederum inaktiv.

Das gleiche Experiment fiithrten wir mit den PH-Domai-
nen des Arf6-GEF GEP100 (Abbildung 2 ¢) sowie denen von
DAGK, ARHGAP?25, IRS1, Pleckstrin und Vollldingen-Akt2
durch (Abbildung S4 (S1)). Die Cyplecksine 1 und 2 verhin-
derten die Bindung von TMR-PIP, oder TMR-PIP; an diese
Proteine entweder gar nicht oder zeigten nur schwache In-
hibition mit ICy-Werten oberhalb von wenigstens 100 pm. In
den letztgenannten Fillen konnte kein genauer ICs,-Wert
bestimmt werden, weil dazu Substanzkonzentrationen jen-
seits der Loslichkeitsgrenze notig gewesen wiéren. Lediglich
Cyplecksin 3 zeigte ein etwas weniger spezifisches Inhibi-
tionsprofil. Die Cyplecksine 1-3, nicht jedoch 4 und §, inhi-
bierten auch die Bindung von PIP; an Cytohesin-1-PH oder
an das fast komplette Cytohesin-1 und -2, denen nur die kurze
polybasische Region fehlte (Abbildung S5 (SI)). Zusam-
mengenommen zeigen diese Daten, dass die Cyplecksine
1 und 2 ein hohes Maf} an Spezifitit fiir die Cytohesin-PH-
Domine aufweisen.

Die fehlende inhibitorische Aktivitdt der Cyplecksinana-
loga 4 und 5 weist auf die Bedeutung des Bromsubstituenten
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fiir die Bindung und Inhibition hin. In wéssriger Losung findet
eine langsame Hydrolyse der Cyplecksine im Laufe einiger
Stunden statt, wobei Gemische von Derivaten resultieren,
einschlieBlich solcher, die durch Ringoffnung entstehen
(Daten nicht gezeigt). Bei verwandten 5-Methyl- oder S-
Phenyl-substituierten Pyrimidin-2,4,6-trionen erfolgt in Ge-
genwart von Aminen jedoch eine Substitution des Bromres-
tes.®! Dies lisst vermuten, dass bei der Bindung der Cyp-
lecksine an ihre Bindungsstelle in der Cytohesin-PH-Doméne
eine Substitutionsreaktion erfolgt, in der entweder das C5 in
1-3 durch ein Nukleophil (Lysin oder Cystein) unter Austritt
des Br-Atoms angegriffen wird oder eines der Carbonyl-C-
Atome im Heterocyclus unter Ringoffnung attackiert wird.”!
Beide Mechanismen wiirden zu einer kovalenten Verkniip-
fung der Cyplecksine mit der Cytohesin-PH-Domaéne fiihren.

Um diese Hypothese zu priifen, synthetisierten wir die
Sonde 6, ein biotinyliertes Analogon von Cyplecksin 1 (Ab-
bildung 3a). Die nichtbromierte Variante 7 wurde als Nega-
tivkontrolle verwendet. Danach inkubierten wir die Cytohe-
sin-1-PH-Domine, Vollldngen-Cytohesin-1 und die Sec7-
Domiéne von Cytohesin-2, an die 6 nicht binden sollte, mit
steigenden Konzentrationen an 6 oder 7. Nach denaturie-
render Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) und Wes-
tern blot wurden kovalent verkniipfte Biotingruppen in den
Proteinen mit Neutravidin detektiert. Die Cytohesin-1-PH-
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Abbildung 3. Cyplecksine binden kovalent an Cytohesine. a) Chemische
Struktur der biotinylierten Cyplecksin-2-Analoga 6 und 7. b) Steigende
Konzentrationen von 6 und seinem inaktiven Analogon 7 in Gegenwart
der Cytohesin-1-PH-Domine (oberes Feld), Volllingen-Cytohesin-

1 (Cyth1-l; mittleres Feld) oder Cytohesin-2-Sec7-Domine (unteres
Feld), analysiert mit denaturierender PAGE. Kovalent gebundenes
Biotin wird mit Neutravidin und Gesamtprotein mit einem anti-Hiss-
Antikérper detektiert. Cytohesin-1-PH-Domine und Volllingen-Cytohe-
sin-1, nicht jedoch die Cytohesin-2-Sec7-Domine, wurden biotinyliert.
7 war in allen Experimenten inaktiv. ¢) Kompetition der Bildung bio-
tinylierter Addukte durch 6 mittels Cyplecksin 1-5. Die Cyplecksine 1-
3, aber nicht 4 und 5 konkurrierten mit 6 um die Bindung an die Cy-
tohesin-1-PH-Domine (Analyse wie in (b)).
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Domine und das Vollldngenprotein zeigten eine konzentra-
tionsabhéngige Biotinylierung durch 6, wihrend die Cytohe-
sin-2-Sec7-Doméne unmodifiziert blieb — ein klarer Hinweis
fiir kovalente Adduktbildung (Abbildung 3b).

Um diesen Befund zu bekréftigen, untersuchten wir, ob
die Biotinylierung der Cytohesin-1-PH-Doméne mit 6 durch
die nicht biotinylierten Cyplecksine 1-3 kompetiert werden
kann. Ab Konzentrationen von 50 pum fiithrten die Cyplecksine
1-3 zu einer deutlichen Reduktion der Biotinylierung durch 6,
und auch bei 5 um konnte eine Verringerung bereits detek-
tiert werden. Weder 4 noch 5 konnten mit 6 um die Bindung
an die Cytohesin-1-PH-Doméne konkurrieren, auch nicht bei
Konzentrationen von 100 um (Abbildung 3 c). Diese Befunde
konnen nur mit einer spezifischen kovalenten Modifikation
der Cytohesin-1-PH-Doméne mit der biotinylierten Variante
6 von Cyplecksin 1 erklart werden.

Als ersten Schritt zur Identifizierung des Cyplecksin-re-
aktiven Nukleophils im Protein alkylierten wir die Cystein-
reste in der Cytohesin-1-PH-Doméne mit Iodacetamid.
Weder die Bindung von TMR-PIP, noch die Inhibition durch
die Cyplecksine 1-3 wurden dadurch beeinflusst, was gegen
die Cysteinreste als kovalente Ankniipfungspunkte der Cyp-
lecksine spricht (Abbildung S6 (SI)). Um den Bindungsmo-
dus und die Bindestelle der Cyplecksine zweifelsfrei zu be-
stimmen, wiren massenspektrometrische und kristallogra-
phische Studien nétig, was den Rahmen dieser Arbeit iiber-
steigt.

Um zu untersuchen, ob Cyplecksine die Membranrekru-
tierung von Cytohesin-2-PH-Doménen inhibieren, verwen-
deten wir Nanodisks'"! als Membranersatz. Die Bindung von
Cytohesin-2-PH erfolgte nur an PIP,-dotierte Nanodisks.
Dies zeigt, dass Nanodisks fiir eine zuverléssige Detektion der
PIP,-abhingigen Membranrekrutierung von Cytohesinen
geeignet sind (Abbildung 4a). Die Cyplecksine 1-3, nicht
aber die Kontrollsubstanzen 4 und 5 inhibierten die Bindung.

Nachdem wir gezeigt hatten, dass Cyplecksine in vitro die
Bindung von Cytohesin-PH-Doménen an PIP,/PIP;-Phos-
pholipide nach einem kovalenten Mechanismus inhibieren,
interessierte uns die Aktivitédt dieser Substanzen in lebenden
Zellen. Stimuliert man HeLa-Zellen mit Insulin, wird die
PIP;-Produktion durch Insulinrezeptor(IR)-abhingige Si-
gnalkaskaden angeregt, was wiederum die Translokation von
Cytohesinen iiber ihre PH-Doménen an die Innenseite der
Plasmamembran bewirkt. Um den Effekt der Cyplecksine auf
diesen Prozess zu untersuchen, transfizierten wir Hela-
Zellen mit einem Cytohesin-2-Konstrukt, das an griin fluo-
reszierendes Protein (GFP) fusioniert war (Abbildung4b,
oberste Reihe, Cyth2-GFP). AnschlieBend wurde die Mem-
branrekrutierung von Cytohesin-2-GFP in den Zellen durch
konfokale Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Ohne Insu-
linstimulation kann praktisch kein Cyth2-GFP an der Mem-
bran detektiert werden (Abbildung 4b, Spalte 1). Nach In-
sulinstimulation transloziert Cyth2-GFP an die Membran
(weiBe Pfeile, Spalte 2) und kolokalisiert mit durch Weizen-
keim-Agglutinin gefarbten Membranproteinen (weie Pfeile,
Uberlagerung, Spalte 2). In Gegenwart von 50 um Cypleck-
sin 1, 2 oder 3 findet jedoch keine insulinabhéngige Translo-
kation von Cyth2-GFP an die Plasmamembran statt (Spalten
3-5). Dagegen haben die inaktiven Cyplecksinanaloga 4 und 5
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‘E Abbildung 4. Cyplecksine inhibieren die Bindung von Cytohesin-2-PH an PIP,-haltige Nanodisks
a und Insulin-induzierte Translokation von Cytohesin-2-GFP an die Plasmamembran in Hela-
o Zellen. a) Cytohesin-2-PH, markiert mit einem Streptavidin-bindenden Peptid, wurde mit
% 100 pm Cyplecksin 1-3 oder den inaktiven Analoga 4 und 5 inkubiert und anschlieRend mit
i PIP,-haltigen Nanodisks inkubiert. Nach der Inkubation wurde Cytohesin-2-PH an StrepTactin-
- Kiigelchen priazipitiert. Cytohesin-2-PH und das mitangereicherte Nanodisk-Geriistprotein
J MSP1D1 wurden durch Coomassiefirbung nach PAGE visualisiert. T: Gesamtprotein; PD: Pra-
o zipitat. b) HelLa-Zellen wurden mit Cytohesin-2-GFP transfiziert und mit DMSO, 50 um Cypleck-
5 sin 1-3 oder den inaktiven Analoga 4 und 5 behandelt. Die Membranrekrutierung wurde durch
'% konfokale Fluoreszenzmikroskopie detektiert. Pfeile zeigen auf membranrekrutiertes Cytohesin-
= 2-GFP (Cyth2-GFP, oberste Reihe), das mit der gefirbten Membran (Reihe 3) kolokalisiert (un-
& terste Reihe). Fiir vergroflerte Aufnahmen siehe Abbildung S7-S9 (SI). c) Statistische Analyse
der Membrantranslokation von Cyth2-GFP in Hela-Zellen (n=3, Zellzahl >150) in Prozent.
**%p < 0.001. Daten reprisentieren Mittelwerte + SEM.
bei gleichen Konzentrationen keinen Einfluss auf die Mem- Zusammengenommen zeigt unsere Studie, dass Aptamer-
branrekrutierung von Cyth2-GFP (Spalten 6 und 7). Die  Verdringungsassays eine geeignete Methode zur Identifizie-
Analyse der Membranrekrutierung von Cyth2-GFP in einer  rung niedermolekularer Inhibitoren fiir Cytohesin-PH-Do-
groBen Zahl von Zellen ergab eine statistisch hochsignifi- maénen sind. Aptamer-basierte Screeningassays haben bereits
kante Inhibition durch die Cyplecksine 1-3 (Abbildung4c).  zu niitzlichen Wirkstoff-ahnlichen Inhibitoren gefiihrt.?*®1!
Diese Befunde zeigen eindeutig, dass die Cyplecksine 1-3 die  Unser auf RiboGreen-Detektion aufgebauter Screeningassay
Bindung von PIP; an Cytohesin-PH-Doménen auch in le-  ergab eine Serie substituierter 5-Brompyrimidin-2,4,6-trione
benden Zellen sehr effektiv inhibieren. 1-3, die Cyplecksine, welche die Bindung von Phospholipiden
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an die Cytohesin-PH-Doméne inhibieren. Innerhalb der hier
getesteten PH-Doménen anderer Proteine zeigten die Cyp-
lecksine eine hohe Selektivitit fiir die Cytohesin-PH-Domi-
nen, konnten jedoch nicht innerhalb der Cytohesin-Familie
diskriminieren. In dieser Hinsicht verhalten sich Cyplecksine
dhnlich wie SecinH3, ein Inhibitor, der sich spezifisch gegen
die Sec7-Dominen von Cytohesin-1, -2 und -3 richtet, nicht
jedoch gegen andere Sec7-Dominen. Ob die Cyplecksine
diese Cytohesin-Spezifitdt iiber das gesamte Proteom mit
iiber 250 PH-Dominen enthaltenden Proteinen? beibehal-
ten, muss noch untersucht werden.

PH-Doménen sind in den Proteomen hoherer Organis-
men weit verbreitet.” Thnen ist eine hochkonservierte drei-
dimensionale Architektur gemeinsam, wobei ihre Primérse-
quenzen wenig Ahnlichkeiten aufweisen. AuBer den ge-
meinsamen Strukturelementen enthalten PH-Doménen va-
riable Schleifenregionen, die antiparallele p-Faltblitter in-
nerhalb eines 3-Sandwich-Motivs miteinander verbinden und
oft einen gewissen Beitrag zur Ligandenspezifitit leisten.!'*
Kiirzlich wurde gezeigt, dass bestimmte PH-Doménen genii-
gend Spezifitit aufweisen, um zwischen verschiedenen Inosit-
Pentakisphosphat-Isomeren unterscheiden zu koénnen, wih-
rend andere dazu nicht in der Lage waren.™ Diese Struk-
turunterschiede konnten trotz der allgemeinen Ahnlichkeit
dieser Doméne durchaus die Erkennung spezifischer PH-
Doménen durch einen bestimmten Inhibitor ermoglichen.
Eine andere Studie berichtete iiber die Identifizierung einer
Klasse von (Thio-)Harnstoffderivaten, den PITeninen, aus ca.
50000 Substanzen, welche die Bindung von PIP, an die Akt-
PH-Domine inhibierten.'” PITenine zeigten K,-Werte von
20-40 pm gegeniiber einer Teilmenge von PIP;-spezifischen
PH-Doménen und wirkten auf die PIP;-Bindung von Cy-
tohesin-PH-Doménen mit noch geringeren Affinitéiten.

Eine besonderes Merkmal der hier beschriebenen Cy-
plecksine ist, dass sie kovalente Inhibitoren sind. Unseres
Wissens repriasentieren sie das erste Beispiel kovalenter
Inhibitoren von PH-Doméinen und sogar fiir GEF-Proteine
allgemein. Im Hinblick auf die Aussichten kiinftiger Wirk-
stoff-Entwicklung dieser Substanzklasse hat diese Eigen-
schaft nicht nur mogliche Vorteile beziiglich verbesserter
Pharmakodynamik, Selektivitit oder Wirksamkeit.'”! Thr
kovalenter Inhibitionsmechanismus wird auch die Verwen-
dung von Cyplecksinen als Forschungswerkzeuge zur weite-
ren Aufkliarung der biologischen Funktion der Cytohesine
befliigeln, besonders hinsichtlich des Zusammenspiels ihrer
Sec7- und PH-Dominen, einschlieBlich Struktur-/Funktions-
analysen, Bestimmung der Bindestelle und rationalem
Design." Dariiber hinaus kénnte es nun moglich werden, die
Cyplecksine chemisch an die Inhibitoren der Secin-Klasse zu
kuppeln, die spezifisch fiir die Cytohesin-Sec7-Doméne
sind.[*" Dies konnte ein gleichzeitiges Targeting zweier un-
terschiedlicher Doménen der Cytohesin-Familie ermogli-
chen, was fiir die Validierung dieser interessanten Protein-
klasse als Wirkstoff-Targets von Bedeutung wére.
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