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Abstract: Bioaktive Peptidkonformationen kçnnen durch
Makrocyclisierung stabilisiert werden, was zu einer Erhçhung
der biologischen Aktivit�t f�hren kann. Solche makrocycli-
schen Peptide wurden bereits f�r die Modulation einer Reihe
von biologischen Funktionen, im Besonderen als Inhibitoren
von Protein-Protein-Interaktionen (PPIs) verwendet. Aller-
dings handelt es sich bei den meisten Peptid-abgeleiteten PPI-
Inhibitoren um stabilisierte a-Helices, wodurch eine Vielzahl
von Sekund�rstrukturen nicht ber�cksichtigt wird. Hier pr�-
sentieren wir einen rationalen Ansatz zur Stabilisierung von
Peptiden mit irregul�rer Struktur durch die Einf�hrung einer
hydrophoben Kohlenwasserstoffbr�cke. Diese Br�cke ersetzt
dabei Aminos�ureseitenketten, welche f�r die Bindung an das
Zielprotein essentiell sind. Die Wechselwirkung wurde im
molekularen Detail durch Rçntgenstrukturanalyse und iso-
therme Titrationskalorimetrie untersucht. Als Ergebnis ent-
standen intramolekular verbr�ckte Peptide, die die Interaktion
zwischen dem humanen Adapterprotein 14-3-3 und dem Vi-
rulenzfaktor Exoenzym S inhibieren. Da irregul�re Peptid-
strukturen vielfach in PPIs vorkommen, bietet unser Ansatz
Zugang zu neuen Peptid-basierten Inhibitoren.

Protein-Protein-Interaktionen (PPIs) spielen in allen As-
pekten der Zellorganisation und -funktion eine entscheiden-
de Rolle. Die Inhibierung solcher PPIs erlaubt es, biologische
Prozesse zu beeinflussen und wird daher als vielverspre-
chender Ansatz zur Generierung neuartiger Therapeutika
angesehen. PPIs beinhalten h�ufig große Interaktionsfl�chen,
denen es oft an gut definierten Bindungstaschen mangelt.
Dies erschwert den Einsatz von klassischen, niedermoleku-
laren Inhibitoren.[1] Eine vielversprechende Alternative stel-
len peptidbasierte Inhibitoren dar.[2] Kurze Peptidsequenzen

liegen in Lçsung meist hoch flexibel vor und nehmen erst bei
der Bindung eine definierte dreidimensionale Struktur ein.
Die Vororganisierung[3] solcher Peptide in ihre bioaktive
Konformation kann daher die Bindungsaffinit�t und damit
die biologische Aktivit�t erhçhen.[1a] Eine Strategie zur Ein-
f�hrung solcher konformationeller Einschr�nkungen stellt
die Makrocyclisierung dar.[1a,4] So wurden lineare Peptide
intramolekular verbr�ckt, um klassische cyclische und bicyc-
lische Peptide mit erhçhter Bioaktivit�t zu erhalten.[5] Dar-
�ber hinaus wurden b-Faltbl�tter[6] und a-Helices[4] �ber
Makrocyclisierungstrategien stabilisiert. Bei peptidabgelei-
teten PPI-Inhibitoren wurden vor allem a-helicale Konfor-
mationen stabilisiert. Besonders erfolgreich wurden dabei
Wasserstoffbr�ckensurrogate (HBS; hydrogen-bond surro-
gates)[7] und kohlenwasserstoffverbr�ckte, a-methylierte
Aminos�uren (stapled peptides)[8] verwendet.

Das rationale Design von peptidbasierten PPI-Inhibitoren
unterliegt zwei wichtigen Limitierungen: Erstens sind die
eingef�hrten Verbr�ckungen nicht konzipiert, um eine Bin-
dung mit dem entsprechenden Interaktionspartner einzuge-
hen (einige Beispiele weisen jedoch darauf hin, dass direkte
positive Beitr�ge zur Bindung mçglich sind).[9] Zweitens ba-
sieren die meisten peptidabgeleiteten PPI-Inhibitoren auf a-
Helices,[4] was die Auswahl an Interaktionsmotiven deutlich
einschr�nkt.[10] Daher gibt es derzeitig keinen rationalen
Ansatz f�r die Stabilisierung von irregul�ren Peptidstruktu-
ren, welche jedoch h�ufig in PPIs beobachtet werden.[10] Hier
zeigen wir die strukturbasierte Entwicklung makrocyclischer
Peptide, welche bei der Bindung an das Zielprotein eine ir-
regul�re Sekund�rstruktur einnehmen. Die Makrocyclisie-
rung erfolgt durch eine Kohlenwasserstoffbr�cke, die explizit
f�r die Interaktion mit dem Zielprotein entworfen wurde.
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Diese Peptide inhibieren die pathogene Wechselwirkung
zwischen dem Virulenzfaktor Exoenzym S (ExoS) und dem
humanen Protein 14-3-3. Anhand von Kristallstrukturen und
isothermer Titrationskalorimetrie (ITC; isothermal titration
calorimetry) zeigen wir im Detail, wie die hydrophobe
Br�cke zur Bindung beitr�gt.

Unser Ziel war die Entwicklung von makrocyclischen
Peptiden, die die Wechselwirkung zwischen ExoS und 14-3-3
inhibieren. ExoS ist ein Virulenzfaktor des pathogenen
Bakteriums Pseudomonas aeruginosa, einem weitverbreite-
ten opportunistischen Pathogen, das h�ufig an Kranken-
hausinfektionen beteiligt ist.[11] Kein bekanntes Antibiotikum
ist in der Lage, eine etablierte und chronische Infektion mit
multiresistenten St�mmen dieses Bakteriums zu kurieren.[12]

Die Inhibierung der ExoS-(14-3-3)-Wechselwirkung wird
dabei als vielversprechendes therapeutisches Ziel angese-
hen.[13] Diese PPI wird �ber einen Peptidabschnitt von ExoS
vermittelt, welcher 14-3-3 in einer irregul�ren Konformation
bindet.[13] Vorherige Studien haben gezeigt, dass haupts�ch-
lich 11 Aminos�uren (420QGLLDALDLAS430, ESp) zur Bin-
dung beitragen.[13, 14] Daher entschieden wir uns, diese ESp-
Sequenz als Ausgangspunkt f�r die Entwicklung eines ma-
krocyclischen PPI-Inhibitors zu verwenden. Um den genauen
Bindungsmodus von ESp zu ermitteln, wurde eine N-terminal
acetylierte Version des Peptids in Komplex mit 14-3-3z (aa 1–
230) cokristallisiert. Die erhaltenen Kristalle streuten bis zu
einer Auflçsung von 2.3 � (PDB: 4N7G) und erlaubten die
Abbildung aller 11 Aminos�uren (Abbildung 1a), welche
nahezu perfekt (rmsd = 0.171 �) mit der bereits bekannten
ExoS-Struktur �berlagern (Abbildung S8 und S11).[13] ESp
bindet 14-3-3z in einer irregul�ren und gestreckten Struktur,
wobei mit Ausnahme des N-terminalen Asparagins (Q420)
alle Aminos�uren zur Bindung an 14-3-3z beitragen. Dabei
werden entscheidende hydrophobe Kontakte zwischen einem
unpolaren Bereich auf 14-3-3z (orange, Abbildung 1a) und
der Kernregion von ExoS gebildet, welche vier Leucine
(L422, L423, L426, L428) und ein Alanin (A425) beinhaltet.

Die ausgestreckte Struktur des gebundenen ESp schließt
eine Cyclisierung der N- und C-Termini, wie es von klassi-
schen cyclischen Peptiden bekannt ist, aus. Daher unter-
suchten wir die Sequenz auf potentielle Seitenketten, welche
die Einf�hrung einer Verbr�ckung zulassen w�rden. Wir
stellten dabei fest, dass sich drei Paare von hydrophoben
Aminos�uren (L422/L426, L422/A425, L423/L426) f�r die
Cyclisierung eignen kçnnten, auch wenn alle diese Reste
direkt an der Bindung von 14-3-3 beteiligt sind (Abbil-
dung S12). Um den hydrophoben Charakter dieser Amino-
s�uren beizubehalten, entschieden wir uns f�r die Verwen-
dung der Ringschlussmetathese (RCM; ring-closing meta-
thesis) in Analogie zur Cyclisierung von a-methylierten
Aminos�uren beim Peptide-Stapling zur Stabilisierung von a-
Helices.[8] Dieser Ansatz beinhaltet Fmoc-basierte Festpha-
senpeptidsynthese mit olefinhaltigen Bausteinen zur Einf�h-
rung von a-methylierten, a-alkenylierten nichtnat�rlichen
Aminos�uren (Abbildung 1b).[8] Die RCM wurde an der
festen Phase unter Verwendung des Grubbs-Katalysators der
ersten Generation durchgef�hrt. Um ein Gemisch von Dia-
stereomeren mit E- und Z-konfigurierten Doppelbindungen
zu vermeiden, entscheiden wir uns, diese mit 2,4,6-Tri-

isopropylbenzolsulfonylhydrazid (TPSH) zu reduzieren. Je
nach sp�terer Verwendung wurden die N-terminalen Amine
entweder acetyliert oder nach Polyethylenglycol(Peg)-
Kupplung mit Fluorescein modifiziert. Die fluoreszierenden
Peptide werden im Folgenden mit dem Pr�fix „f“ versehen.

Anfangs wurden drei Peptide mit jeweils zwei a-methy-
lierten nichtnat�rlichen Aminos�uren hergestellt, welche in-
tramolekular �ber eine (CH2)8-Kohlenwasserstoffbr�cke
verkn�pft wurden. Eines der Peptide (aSS8) enth�lt zwei S-
konfigurierte nichtnat�rliche Aminos�uren (XS) an Position
i und i + 4. Die anderen beiden Peptide (b- und gRS8) wurden
jeweils mit einem R- und einem S-konfigurierten Baustein in
Position i und i + 3 modifiziert (Abbildung 2a). Die Peptide
wurden auf ihre Bindungsaffinit�t zu 14-3-3z mittels Fluo-
reszenzpolarisation (FP) untersucht. Anhand der FP-Bin-
dungskurven wurden die Dissoziationskonstanten (Kd) be-
stimmt (Abbildung S3). Dies ergab f�r die Interaktion zwi-
schen 14-3-3z und f-ESp einen Kd-Wert von 1.14 mm (Abbil-
dung 2b). Die verbr�ckten Peptide f-aSS8 und f-gRS8 wiesen
eine ungef�hr 20fach schw�chere Bindung zu 14-3-3z auf (Kd

� 20 mm). F�r f-bRS8 wurde eine 4.6fach verst�rkte Bindung
(Kd = 0.25 mm) verglichen mit f-ESp beobachtet. Dies ist be-
sonders beachtlich, da durch die Verbr�ckung Leucin L422
ersetzt wurde, das als essentiell f�r die Bindung an 14-3-3
eingestuft wurde.[13]

Um die molekulare Grundlage der bRS8-(14-3-3)-Inter-
aktion zu verstehen und so eine Optimierung der Kohlen-
wasserstoffbr�cke zu ermçglichen, wurde bRS8 mit 14-3-3z (aa
1–230) cokristallisiert. Die erhaltenen Kristalle streuten bis

Abbildung 1. a) Oben: Kristallstruktur von 14-3-3z im Komplex mit
ESp (Bindungen: schwarz C, rot O, blau N) mit der finalen (2Fo�Fc)-
Elektronendichte (konturiert bei 1s). Unten: Im Detail die interagieren-
den Seitenketten von ESp. Der hydrophobe Bereich von 14-3-3z ist
orange markiert (F117, P165, I166, G169, L172, L216, I217, L220).
b) Syntheseroute zur Makrocyclisierung von Peptiden. Olefin-modifi-
zierte Aminos�uren werden w�hrend der Festphasenpeptidsynthese
eingef�hrt und anschließend �ber 1) Ruthenium-katalysierte RCM ver-
br�ckt, 2) das Olefin mit TPSH reduziert und 3) mit Trifluoressigs�ure
(TFA) abgespalten (Fmoc: Fluorenylmethyloxycarbonyl; TPSH: 2,4,6-
Triisopropylbenzolsulfons�urehydrazid).
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2.1 � (PDB: 4N7Y). Die Elektronendichte f�r bRS8 erlaubte
die Zuordnung des gesamten Peptids, einschließlich der hy-
drophoben Kohlenwasserstoffbr�cke, welche mit unpolaren
Resten von 14-3-3z interagiert (Abbildung 3a sowie Abbil-
dungen S13 und S14). Vergleicht man bRS8 und ESp im
Komplex mit 14-3-3z, zeigt sich, dass beide die gleiche Bin-
detasche besetzen (Abbildung 3b). Bemerkenswert ist aber,
dass der N-terminale Teil des Peptidr�ckgrats von bRS8 im
Vergleich zu ESp umgelagert ist, was zu einem Verlust von
direkten sowie Wasser-vermittelten polaren Kontakten f�hrt.
Am auff�lligsten ist dabei die Abwesenheit eines Wasser-
molek�ls in der Struktur von bRS8 mit 14-3-3 (rot, Abbil-
dung 3b). Dieses Wassermolek�l bildet im ESp-(14-3-3)-
Komplex Wasserstoffbr�cken mit dem R�ckgrat von ESp
(Abbildung S16). Zus�tzlich wurde die Umlagerung des
wichtigen Leucins L423 (rot, Abbildung 3b) in bRS8 beob-
achtet, was zu einem Verlust der Wechselwirkung zwischen
L423 und 14-3-3z f�hrt. Um die Bindung des Peptids weiter
zu verbessern, wurde die Kohlenwasserstoffbr�cke hinsicht-
lich ihrer L�nge und der Konfiguration der nichtnat�rlichen
Aminos�uren optimiert. Zur Erstellung einer kleinen Pep-
tidbibliothek wurde bRS8 (Br�ckenl�nge n = 8) als Startpunkt
gew�hlt. Zuerst wurden Peptide mit der gleichen Konfigura-
tion (R in Position 422 und S in Position 425), aber mit ver-
schiedenen Br�ckenl�ngen synthetisiert (n = 7–11). Die
Peptide wurden Fluorescein-markiert und bez�glich ihrer
Affinit�t zu 14-3-3z mittels FP getestet (Abbildung 3 c). Der
Einbau einer verk�rzten Br�cke (n = 7; Kd = 6.5 mm) f�hrte
zu einem drastischen Affinit�tsverlust im Vergleich zu bRS8
(Kd = 0.25 mm). Interessanterweise f�hrten auch l�ngere
Verbr�ckungen (n = 9–11) nicht zu einer erhçhten Affinit�t
(Kd = 0.65–2.0 mm), womit sich bRS8 als affinster Binder in
dieser Serie herausstellte.

Als n�chstes entschieden wir uns, die Konfiguration der
beiden nichtnat�rlichen Aminos�uren zu variieren. Bei ge-
nauerer Betrachtung der Struktur des bRS8-(14-3-3z)-Kom-
plexes (Abbildung 3a) wird deutlich, dass XS425 entschei-
dend an der Bindung zu 14-3-3z beteiligt ist und diese Position
daher f�r eine �nderung der Konfiguration ungeeignet ist.

Betrachtet man aber das a-C von XR422, so sieht man, dass es
nicht direkt an der Bindung beteiligt ist und sich daher f�r
eine Konfigurations�nderung eignen kçnnte. Daraufhin
wurde eine Reihe von Peptiden mit zwei S-konfigurierten
nichtnat�rlichen Aminos�uren und verschieden langen Koh-
lenwasserstoffketten mit 7 bis 13 CH2-Gruppen synthetisiert
(bSSn). FP-Messungen ergaben eine starke Abh�ngigkeit der
Bindungsaffinit�t zu 14-3-3z von der Br�ckenl�nge (Abbil-
dung 3d). In dieser Serie wiesen lange Br�cken mit 10 bis 13
CH2-Gruppen den st�rksten Anstieg der Affinit�t (2- bis

Abbildung 2. a) Modifizierte Peptide mit drei verschiedenen Verbr�-
ckungsarchitekturen (a, b, g) jede mit einer C8-Br�cke. Die absolute
Konfiguration der a-methylierten, nichtnat�rlichen Aminos�uren wird
durch den tiefgestellten Buchstaben angezeigt (XR: R-konfiguriert, XS:
S-konfiguriert). b) FP-Experiment von Fluorescein-markierten Peptiden
in Wechselwirkung mit 14-3-3z (Dreifachmessung, Fehler f�r 1s).

Abbildung 3. a) Finale (2Fo�Fc)-Elektronendichte (konturiert bei 1s)
um die Verbr�ckung von bRS8. b) Seitenansicht der �berlagerten Struk-
turen von ESp (semitransparent grau) und bRS8 (blau) in B�nderdar-
stellung im Komplex mit 14-3-3z (graue Oberfl�che). Die Kohlenwas-
serstoffverbr�ckung und ausgew�hlte Reste sind als Kugel-Stab-Modell
gezeigt. In ESp sind L422 und A425 an der Stelle der Verbr�ckung in
bRS8 dargestellt (N- und C-Terminus sind im Peptid angezeigt).
c, d) Relative Kd-Werte (Kd(f-ESp)/Kd(f-bRSn)) aus den FP-Messungen
der Fluorescein-markierten Peptide mit 14-3-3z (Dreifachmessung,
Fehler 1s, N�heres in den Hintergrundinformationen). e) Finale
(2Fo�Fc)-Elektronendichte (konturiert bei 1s) um die Verbr�ckung von
bSS12. f) Seitenansicht der �berlagerten Strukturen von ESp (semi-
transparent grau) und bSS12 (orange) in B�nderdarstellung im Kom-
plex mit 14-3-3z (graue Oberfl�che). Kugel-Stab-Modell analog zu (b).

.Angewandte
Zuschriften

2524 www.angewandte.de � 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2014, 126, 2522 –2526

http://www.angewandte.de


28fach) im Vergleich zu f-ESp auf. Das Peptid f-bSS12 erwies
sich als affinster Binder zu 14-3-3z (Kd = 41 nm) mit einer
6fach hçheren Affinit�t als f-bRS8 und einer 28fach hçheren
Affinit�t als f-ESp. Um die strukturellen Auswirkungen der
ver�nderten Verbr�ckungsarchitektur zu untersuchen, wurde
bSS12 im Komplex mit 14-3-3z (aa 1–230) kristallisiert. Die
erhaltenen Kristalle streuten bis zu einer Auflçsung von 2.5 �
(PDB: 4N84). Die hydrophobe Kohlenwasserstoffbr�cke
konnte klar zugeordnet werden (Abbildung 3e) und inter-
agiert wieder mit hydrophoben Resten von 14-3-3z (Abbil-
dung S18). Im Gegensatz zu bRS8 ist das Peptidr�ckgrat von
bSS12 sehr �hnlich dem von ESp angeordnet, was zu nahezu
identischen Interaktionen zwischen 14-3-3z und dem Leucin
L423 von bSS12 bzw. ESp f�hrt (Abbildung 3 f). Wie bei ESp
koordiniert das R�ckgrat von bSS12 ein Wassermolek�l, wel-
ches in der Struktur von bRS8 fehlt (rot, Abbildung 3b,f sowie
Abbildung S20).

Um die FP-Messungen zu validieren und einen Einblick
in die Thermodynamik des Bindeprozesses zu erhalten,
wurden ITC-Messungen mit 14-3-3z in Anwesenheit von
acetylierten Peptiden (ESp, bRS8 bzw. bSS12) durchgef�hrt
(Abbildung 4a). In �bereinstimmung mit den FP-Versuchen
wurde bSS12 als st�rkster Binder ermittelt (Kd = 0.15 mm) und
zeigte eine 3.7- bzw. 15fach hçhere Bindungsaffinit�t als bRS8
(Kd = 0.55 mm) bzw. ESp (Kd = 2.2 mm) (Abbildung 4a). Ein
Vergleich des enthalpischen (DH, weiß) Beitrags zur freien
Bindungsenthalpie (DG, grau) bei 303 K zeigte die geringste
Bindungsenthalpie f�r bRS8 (DH =�4.0 kcalmol�1). Diese
Beobachtung l�sst sich mit der Umlagerung des N-terminalen
Teils von bRS8 und den fehlenden polaren Wechselwirkungen
mit 14-3-3z (Abbildung 3 b) erkl�ren. ESp und bSS12 bilden
dagegen �hnliche Wechselwirkungen mit 14-3-3z aus, was die
vergleichbaren Bindungsenthalpien (DH =�8.2 und
�7.0 kcal mol�1) erkl�ren kçnnte. Die Enthalpie tr�gt nur
geringf�gig zur Bindung von ESp an 14-3-3z bei. Dies deutet
darauf hin, dass unterst�tzende entropische Beitr�ge wie die
Freisetzung von Wassermolek�len (klassischer hydrophober
Effekt) auf der einen Seite und ung�nstige Anteile wie die
konformationelle Einschr�nkung des Liganden auf der an-

deren Seite sich in etwa die Waage halten. Im Vergleich zu
ESp weisen die beiden stabilisierten Peptide deutliche en-
tropische Beitr�ge auf (�TDS =�4.7 f�r bRS8 und
�2.5 kcal mol�1 f�r bSS12; Abbildung 4a), was die erhçhten
Bindungsaffinit�ten erkl�rt.

Die Einschr�nkung der konformationellen Freiheit der
Peptide durch die Einf�hrung der Kohlenwasserstoffbr�cke
bietet eine mçgliche Erkl�rung f�r die verbesserte Bin-
dungsentropie. Um diese Hypothese zu testen, wurden die
strukturellen Eigenschaften der Peptide in Lçsung unter-
sucht. Als erstes wurden die freien Peptide in Lçsung mittels
Circulardichroismus (CD) spektroskopisch untersucht.
Anhand der Messungen ergab sich f�r keines der Peptide eine
ausgepr�gte Sekund�rstruktur, jedoch zeigte sich f�r die
cyclisierten Peptide ein reduzierter Anteil flexibler Random-
Coil-Strukturen (bRS8: 49 %, bSS12: 51%) im Vergleich zu
ESp (61%, Tabelle S8). Des Weiteren wurden die 1H-Kern-
spinresonanzen der R�ckgratamide (-CO-NH-) ermittelt,
welche einen Hinweis auf das Vorhandensein definierter
Peptidr�ckgratstrukturen geben. �blicherweise zeigen dabei
rigide Strukturen eine grçßere Dispersion der chemischen
1HN-Verschiebungen als flexible Strukturen. Wir analysierten
die 1HN-Resonanzen der Peptide in w�ssriger Lçsung (10%
D2O) bei pH 6.3 (Abbildung S23). Die bei 288 K aufgenom-
menen chemischen Verschiebungen des 1HN-R�ckgrats von
ESp zeigten nur eine geringe Dispersion von � 0.18 ppm
(durchschnittliche chemische Verschiebung: d = 8.27 ppm).
Dies weist auf ein konformationell flexibles R�ckgrat hin,
wobei sich die Anteile von dipolaren Interaktionen mitteln
und der 1HN-Wert im Bereich des erwarteten Wertes f�r
Random-Coil-Strukturen liegt.[15] Demgegen�ber zeigen die
Resonanzen von bRS8 und bSS12 eine grçßere Dispersion mit
Werten von � 0.31 bzw. � 0.37 ppm (durchschnittliche che-
mische Verschiebung: d = 8.10 bzw. 8.14 ppm). Die Ergeb-
nisse weisen damit auf eine erhçhte strukturelle Definition
der cyclischen Peptide hin, was die Beobachtungen der vor-
angegangenen CD- und ITC-Versuche st�tzt. Es kann dabei
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass �nderungen in der
chemischen Verschiebung auch von der eingef�hrten Koh-
lenwasserstoffbr�cke selbst herr�hren.

Die modifizierten Peptide mit ihrer erhçhten Bindungs-
affinit�t zu 14-3-3z wurden anschließend hinsichtlich ihrer
F�higkeit zur Inhibierung der Wechselwirkung zwischen dem
Virulenzfaktor ExoS und dem humanen 14-3-3 untersucht.
Hierzu wurde ein Pr�zipitationsversuch („pull-down“) mit
14-3-3z (aa 1–230) und einem MBP-modifizierten (maltose-
binding protein) Fragment von ExoS (aa 355–453) (MBP-
ExoS) durchgef�hrt. Der Komplex aus 14-3-3z und MBP-
ExoS wurde mit dem entsprechenden Peptid (ESp, bRS8 bzw.
bSS12) inkubiert. Anschließend wurde Amylose-Granulat
verwendet, um MBP-ExoS zu immobilisieren. Nach dem
Waschen wurden die gebundenen Proteine mittels Gelelek-
trophorese analysiert (Abbildung 4 b). Das Gel zeigt eine
Abnahme des Anteils an gebundenem 14-3-3z mit anstei-
gender Peptidkonzentration. Die Effizienz zur Inhibierung
der (14-3-3z)-ExoS-Interaktion korreliert dabei mit den er-
mittelten Bindungsaffinit�ten und zeigt die st�rkste Inhibie-
rung durch den besten Binder, bSS12.

Abbildung 4. a) Vergleich des enthalpischen (DH, weiß) und entropi-
schen (�T DS, schwarz) Anteils zur freien Bindungsenthalpie (DG,
grau) aus den ITC-Messungen bei 303 K (30 8C). b) In-vitro-Kompetiti-
on von ESp, bRS8 bzw. bSS12 mit einem N-terminal MBP-modifizierten
ExoS-Fragment (aa 355–453) (MBP-ExoS) um die Bindung an 14-3-3z

(aa 1–230). Der MBP-ExoS-(14-3-3z)-Komplex (2 mm) wurde mit unter-
schiedlichen Peptidkonzentrationen (2, 10, 50 mm) 2 h lang inkubiert.
Dimethylsulfoxid (DMSO) diente als Kontrolle. Amylose-Granulat
wurde f�r die Pr�zipitation (pull-down) verwendet. Nach dem Waschen
wurden die gebundenen Proteine mittels SDS-PAGE getrennt und mit
Coomassie gef�rbt.
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Wir haben hier eine Strategie vorgestellt, die es ermçg-
licht, bioaktive Peptide mit irregul�rer Sekund�rstruktur so
zu cyclisieren, dass die verwendeten hydrophoben Br�cken
direkte Wechselwirkungen mit dem biologischen Zielprotein
eingehen. Als Beispielsystem diente der Komplex zwischen
dem humanen Adapterprotein 14-3-3 und dem Virulenzfak-
tor ExoS. Eine Inhibition dieser PPI wird als ein attraktiver
antibiotischer Ansatz angesehen.[13] Ausgehend vom Inter-
aktionsmotiv von ExoS, einer 11-meren Peptidsequenz,
wurde ein makrocyclisches Molek�l mit einer etwa 20fach
erhçhten Affinit�t zu 14-3-3 entwickelt. Das modifizierte
Peptid ist des Weiteren in der Lage, die Interaktion zwischen
14-3-3 und ExoS in vitro zu inhibieren. Die verwendete Ver-
br�ckungsarchitektur ist bisher einzigartig und wurde in
einem rationalen und iterativen Prozess entwickelt. Wir
gehen davon aus, dass dieses Vorgehen allgemein auf die
Stabilisierung irregul�rer Peptidstrukturen anwendbar ist.
Zieht man in Betracht, dass derartige Strukturen in zahlrei-
chen PPIs zu finden sind,[10] kçnnte unser Ansatz zur Ent-
wicklung neuer Peptid-basierter Inhibitoren f�hren. Dar�ber
hinaus kçnnen die resultierenden makrocyclischen Interak-
tionsmotive ein wichtiger Schritt hin zum rationalen Design
von Peptidmimetika[4,16] sein, einer Stoffklasse, die die aus-
gedehnten Oberfl�chen der Peptide mit den pharmakologi-
schen Vorteilen von niedermolekularen Verbindungen kom-
biniert.
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