Biochemie und Molekularbiologie 2005

{Trendbericht)

Niedermolekulare chemische Verbindungen helfen bei der Entschliisselung komplexer bio-

logischer Mechanismen. Peptidnukleinséuren erméglich immer empfindlichere Methoden

zur Identifikation von Einzelbasenmutationen und stehen méglicherweise auch bei Anti-

sense-Anwendungen kurz vor einem Durchbruch. Regulatorische RNA-Molekiile haben

das Bild von der Rolle der RNA in biologischen Systemen grundlegend verdindert.

Chemische Biologie

@ Im Zeitalter den Genomfor-
schung und der funktionellen Ge-
nomanalyse reiht sich der experi-
mentelle Ansatz der chemischen
Biologie — Storung biologischer Pro-
zesse durch niedermolekulare Sub-
stanzen — in die Strategien anderer
molekularbiologischer Disziplinen
ein, welche mit anderen Mitteln se-
lektive Storungen in biologische
Systeme einftithren: So nutzt die mo-
lekulare Genetik die zufallige oder
auch gezielte Mutation der entspre-
chenden Gene oder die Inaktivie-
rung der entsprechenden mRNA mit
kurzen

komplementiren  Oligo-

Thorsten Berg (Jahr-
gang 1967) studierte
Chemie als Stipendi-
at der Studienstif-
tung des Deutschen
Volkes an der Univer-
sitdt Koln und pro-
movierte 1996 bei Dieter Enders an der
RWTH Aachen. Als Postdoktorand am
Scripps Research Institute (USA) bei Kim
Janda und Peter Vogt identifizierte er die
ersten nicht-peptidischen Inhibitoren ei-
nes dimeren Transkriptionsfaktors. Seine
2001 gegriindete Arbeitsgruppe am
Max-Planck-Institut fiir Biochemie in
Martinsried befasst sich der Inhibition
von Protein-Protein-Wechselwirkungen
mit organischen Molekiilen.

nukleotiden. Ergo zielt die che-
mische Biologie nur auf die Expres-
sion der genetischen Information,
auf die Ebene der Genprodukte, die
Proteine. Man spricht deshalb auch
oft von chemischer Genetik oder
Genomik.

Einige Eigenschaften der nieder-
Inhibitoren/Aktiva-
toren machen den Ansatz der chemi-

molekularen

schen Biologie besonders attraktiv:
Sie konnen membrangéngig sein, sie
wirken sofort, lassen sich zeitlich
und raumlich gezielt einsetzen und
wieder entfernen und sie konnen se-
lektiv auf einzelne Funktionen mul-
tifunktioneller Proteine gerichtet
werden. Dartber hinaus liefert ihre

Wirkweise direkt Konzepte fir In-

Thomas Mayer (Jahr-
gang 1968) studierte
Biologie an der Univer-
stitdt Heidelberg und
promovierte 1998 bei
Stefan
Zentrum fiir Moleku-

Jentsch am

lare Biologie der Universitat Heidelberg.
Wahrend seines Postdoc-Aufenthalts an
der Harvard University bei Stuart Schreiber
und Timothy Mitchison identifizierte er
Monastrol, den ersten membrangangige n
Inhibitor fiir ein mitotisches Motorprotein.
Seit 2002 leitet er eine Emmy-Noether-For-
schungsgruppe am MPI fiir Biochemie in
Martinsried und befasst sich weiterhin
mit der Inhibition mitotischer Proteine mit
niedermolekularen Verbindungen.
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vivo-Studien; sie sind wirkstoffahn-
lich und daher selbst sowie auch die
getroffenen Proteinwirkorte Leit-
strukturen fiir die Medikamenten-
entwicklung. Einen aktuellen Uber-
blick geben Darvas et al.V

Viele Aspekte chemisch-biologi-
scher Arbeiten ragen weit in Diszip-
linen wie Zellbiologie, medizi-
nischen Chemie und Pharmakologie
hinein. Letztlich wird auch die mo-
derne Systembiologie kleine Mole-
kille nutzen, um die Struktur und
Dynamik regulativer zelluldrer Netz-
werke zu studieren.

Arbeiten zur chemischen Biologie
reichen deutlich weiter zurack als
die erst vor wenigen Jahren getroffe-
ne Wortschopfung, und das Gebiet

Ronald Frank (Jahr-
gang 1948) studierte
Chemie in Hamburg
und promovierte bei
Hubert Koster (ber
chemische  Gensyn-
these. Seit 1980 arbei-
tet er an der GBF in Braunschweig, zu-
nachst iber DNA-Synthese mit ersten Ar-
beiten zur Kombinatorik, spater als Leiter
der Arbeitsgruppe Molekulare Erkennung
lber Peptidsynthese. Seit 2003 ist er Leiter
der Abteilung fiir Chemische Biologie, die
Verfahren zum Hochdurchsatzscreening
entwickelt und fiir die Suche nach Anti-

infektiva einsetzt. Er ist Vorsitzender der
Fachsektion Chemische Biologie der De-
chema, GDCh, GBM und DPhG.
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Abb. 1.
Fiinf DNA-gelenkte
Synthesewege,

schematische Dar-

stellung. (Geneh-

migter Nachdruck

nach Lit.2),

Copy-

right Wiley-VCH,
Weinheim)
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ist umfangreicher als es zunichst
scheint. Dieser Trendbericht behan-
delt nicht die klassischen Felder der
Nukleinsaure- und Peptid/Protein-
mimetika, sondern fokussiert auf Ar-
beiten mit wirkstoffahnlichen nie-
dermolekularen Substanzen.

Die Suche im chemischen
Strukturraum

@ Die Identifizierung einer Sub-
stanz mit den gewtinschten biologi-
schen Eigenschaften folgt einem em-
pirischen Prozess und ist das Ergeb-
nis einer Testung unterschiedlichs-
ter Kandidatenverbindungen, in vivo,
in vitro oder in silico. Verschiedens-
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te Quellen wie Naturstoffe (auch Ex-
trakte) und synthetische Substanzen
kommen zum Einsatz. Die Dynamik
der Entwicklung von Synthesewe-
gen fur neue Strukturen, die fir die
hochparallele oder kombinatorische
Reaktionsfithrung in Losung und an
fester Phase geeignet sind, ist unge-
brochen und erschliefst kontinuier-
lich neue Molekiilrepertoires. Phar-
mazeutische Unternehmen haben
ihre Sammlungen tber viele Jahre
perfektioniert; die Qualitait und Di-
versitat kauflicher Repertoires ist
aber auch deutlich gestiegen. Tat-
sachlich sind jedoch mehr unter-
schiedliche kleine Molekiile mit ei-
nem Molekulargewicht bis 1000 Da
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Abb. 2. A) Ausschnitt aus dem Stammbaum von cyclischen Naturstoffgeriisten mit dem Ast, der die Glycyrrhetin-

sdure mit Dysidiolid verbindet. B) Abgeleitetes Grundgeriist fiir die Bibliothekssynthese. (Genehmigter Nachdruck

nach Lit.3), Copyright National Academy of Sciences, USA)
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denkbar als auf der Erde an Masse
fur deren Synthese vorhanden ist,
und jede Suche wird daher nur einen
des
mischen Strukturraumes durchfors-

winzigen  Ausschnitt che-
ten konnen.

Die unguinstigste Situation ist die
Suche nach einem Liganden fir ein
Zielprotein unbekannter Struktur.
Ohne Auswahlkriterien gilt: je mehr
Verbindungen, desto besser. Ent-
sprechend muss dann aber auch der
materielle und technische Aufwand
fr eine solche Suche angepasst sein,
d.h. weniger und kleiner. Hier wer-
den primar Repertoires aus mehre-
ren Millionen Verbindungen einge-
setzt, erzeugt mit kombinatorischen
Syntheseverfahren wie der Mix-and-
Split-Methode.
entstehen jedoch nach einem linea-

Solche Repertoires

ren Syntheseweg, und die Kom-
ponenten haben jeweils alle das glei-
che Grundgeriist.

Synthesen, die tiber unterschied-
liche Umlagerung der Zwischenpro-
dukte zu verschiedenen Grund-
gerusten fiuthren, stammen aus den
letzten Jahren. Durch kovalente Ver-
kntipfung der Edukte mit jeweils
komplementaren DNA-Fragmenten
haben Calderone und Li ein Verfah-
ren entwickelt, mit dem kontrolliert
und simultan in einem Reaktions-
gemisch unterschiedliche Synthese-
wege zu verschiedenen Produkten
fithren konnen (Abbildung 1).2) Mit
der DNA-Kodierung finden sich die
jeweils produktiven Edukte in der
Losung durch Hybridisierung der
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DNA-Tags; die Produkte konnen
dann tber die DNA-Tags aus dem
Reaktionsgemisch isoliert werden.
Die Reaktionen werden im nmol-
Maf3stab durchgefuhrt und so wie
nukleinsaurecodierte  Peptid/Pro-
tein-Bibliotheken der Molekularbio-
logie fur In-vitro-Selektion auf Bin-
dung an immobilisierte Zielproteine
eingesetzt; auch sehr wenige gebun-
dene Molekiile konnen noch tiber
PCR-Amplifizierung des  DNA-
Codes identifiziert werden.

Auswahlkriterien fir eine Fokus-
sierung auf kleinere Substanzsamm-
lungen lassen sich der Natur selbst
entnehmen, wie u. a. Waldmann in
den letzten Jahren demonstrieren
konnte. Durch Strukturvergleich des
Zielproteins (besser der Bindungs-
domidne) mit anderen Proteinen
konnen Ahnlichkeitsfamilien abge-
leitet werden. Wenn zu einem ande-
ren Mitglied der Familie ein Ligand
bekannt ist, kann man dem Ahnlich-
keitsprinzip folgend diesen als Aus-
gang fur die Herstellung einer Bi-
bliothek nehmen. Naturstoffe haben
den Vorteil, bereits als biologisch vo-
rausgewdhlte Strukturen privilegiert
fur den Einsatz in der chemischen
Biologie zu sein. Leider sind sie je-
doch haufig sehr komplex und pra-
parativ schlecht zuganglich.

Um den von der Natur genutzten
Teil des chemischen Strukturraumes
besser zu charakterisieren und nut-
zen zu konnen, haben Waldmann
und Mitarbeiter jetzt ein Klassifizie-
rungsschema entworfen, welches die
Ringteilstrukturen von 154428 Na-
turstoffen nach Ringart und -zahl
hierarchisch in Beziehung zueinan-
der setzt.” Dieses Schema diente zur
Suche nach einem selektiven synthe-
tischen und naturstoffahnlichen In-
hibitor fur die 118-Hydroxysteroid-
dehydrogenase(118HSD)-Typl. Der
Strukturdhnlichkeitsfamilie dieses
Enzyms wurde auch die Cdc25A-
Phosphatase zugeordnet, zu der ein
naturlicher Inhibitor, Dysidiolid, ein
sehr viel einfacheres Octahydro-
naphthalingeriist aufweist als der
unspezifisch auf 1188HSD-Typ 1 und
2 wirkende Inhibitor Glycyrrhetin-
saure, ein pentacyclisches Steroid-
analogon (Abbildung 2). Unter den

162 Verbindungen um das beiden
Strukturen gemeinsame einfachere
Gertist (Abbildung 2B) waren 20%
Treffer, darunter der bisher potentes-
te (IC5o = 0,35uM) und selektivste
Inhibitor fur 118HSD-Typ 1. RF

Ein

richteter Test auf die biologische

zellbasierter, phanotypge-
Wirkung einer Substanz ist chancen-
reicher, da gleich eine Vielzahl an
Wirkorten simultan abgefragt wird
und Effektoren fur sémtliche an ei-
nem bestimmten biologischen Sig-
nalweg beteiligten Proteine detek-
tiert werden. So sind hier schon klei-
ne Substanzrepertoires von wenigen
Hundert bis Tausend diverser Struk-
turen sehr oft erfolgreich. Allerdings
ist der Wirkort einer gefundenen
Substanz noch nicht bekannt und
muss erst durch weitere Analysen
identifiziert werden. Mit einem
{3-Catenin/TCF-abhangigen Lucife-
rase-Reporter-Assay (TCF = T-Zell-
Faktor) konnten Liu und Kollegen4)
aus einer Kollektion von 100000
Heterocyclen ein Pyrimidinderivat
identifizieren, das aktivierend auf
den Wnt-Pathway wirkt. Dieser Sig-
nalweg ist u.a. fiir die Embryogene-
se verantwortlich. Untersuchungen
an Froschembryonen zeigten dari-
ber hinaus, dass die identifizierte
Substanz, deren Zielmolekul bislang
noch nicht identifiziert wurde, De-
fekte in der Kopfmorphologie be-
handelter Froschembryonen — von
verkleinerten Kopfen bis hin zu
Kopfen ohne Augen — hervorrief
(Abbildung 3). Ahnliche Phano-
typen werden auch durch die Uber-
expression aktivierend wirkender
Proteine des Wnt-Pathways hervor-
gerufen. Diese Beobachtung ist in
Einklang mit der agonistischen Wir-
kung der niedermolekularen Ver-
bindung. ™

Um die Identifizierung des Ziel-
proteins zu vereinfachen, haben
Evans et al. eine an den Merkmalen
von Naturstoffen orientierte Sub-
stanzbibliothek erstellt. Dazu geho-
ren eine proteinreaktive Funktion
(Spiroepoxid) sowie eine Alkingrup-
pe fur spatere Markierung mit einer
Fluoreszenz- und  Biotingruppe
durch Triazolkopplung (Click-Che-
mie) (Abbildung 4).” Eine Biblio-
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Abb. 3.

A) Der Wnt-Pathway in schematischer Darstellung des: Die Bindung
des Wnt-Proteins an seinen Transmembranrezeptor verhindert den
cytosolischen Abbau von -Catenin. Stabilisiertes f-Catenin ge-
langt in den Zellkern und aktiviert im Komplex mit Transkriptions-
faktoren der TCF-Familie die Expression von Proteinen, welche die
Embryonalentwicklung regulieren.

B) Struktur von Verbindung 1, die aktivierend in einem f3-Catenin/
TCF-abhdingigen Luciferase-Reporter Assay wirkt.

C) Verbindung 1 induziert Kopfdefekte bei Froschembryonen.
(Genehmigter Nachdruck nach Lit.4), Copyright Wiley-VCH, Weinheim)
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Abb. 4.

Struktur von MJE3
und das Rhodamin-
fluoreszenzabbild
der Gelelektropho-
rese behandelter
Zellextrakte. (Ge-
nehmigter Nach-
druck nach Lit.5),
Copyright nature
publishing group).

Abb. 5.

Oben: Struktur von
Cotransin.

Unten: Cotransin
inhibiert die Trans-
lokation der VCAM-
Polypeptidkette
durch den Sec61-
Komplex in das ER-
Lumen. (Genehmig-
ter Nachdruck nach
Lit.7), Copyright
nature publishing

group).
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thek von nur 50 Verbindungen ent-
hielt bereits eine Substanz (MJE3),
welche die Proliferation der invasi-
ven humanen Brustkrebszelllinie
MDA-MB-231 inhibieren kann. Zell-
extrakte der behandelten Zelllinie
wurden mit einem Rhodaminazid
markiert und zeigten eine MJE3-spe-
zifische Proteinbande in einem Elek-
trophoresegel. Dieses Protein wurde
durch Markierung des Extraktes mit
einem Rhodamin-Biotin-Azid twber
eine Avidinsaule angereichert, gel-
elektrophoretisch gereinigt und tiber

LC-MS der tryptischen Peptide als
Phosphoglyceratmutase 1 (PGAM1)
erkannt. Rekombinante Expression
von PGAMI in einer anderen Zell-
linie bestitigte, das dieses Enzym

das Zielprotein von MJE3 ist. RF

Substanzen zeigen Profil

@ Das grofSe Potential phianotypge-
richteter zellbasierter Tests zeigen
zwei weitere Publikationen: Yarrow
et al. identifizierten bei der Suche
nach Inhibitoren der Zellwanderung
anhand von weiterfithrenden zellu-
laren Assays die Rock-Kinase als
Zielmolekul einer Substanz namens
Rockout.” Diese Arbeit ist somit ei-
nes der noch wenigen Beispiele, bei
dem das zellulare Zielprotein einer
in einem phanotypbasierten Test ge-
fundenen bioaktiven Substanz iden-
tifiziert werden konnte. Dartiber hi-
naus belegt diese Publikation, wie
die Untersuchung bekannter bio-
aktiver Substanzen und die anschlie-
Sende ,Profilierung“ der beobachte-
ten Phanotypen, Aufschluss dartiber
geben konnen, welche biologischen
Signalwege bei einem Test betroffen
sein konnen. Diese Information
kann einerseits dazu dienen, Sub-

stanzen auszusortieren, deren Profil

., VCAM-

- \\' Polypeptidkette -

Signal-
sequenz ~—
Y

Sec61-Komplex Cotransin

XT=100F

Y
g
I

. I Cytosol
ER-Membran
Sec61-Komplex ER-Lumen

auf die Beeinflussung eines uner-
winschten — Signalweg vermuten
lasst und andererseits kann sie als
Anhaltspunkt fur die Identifizierung
des zelluldren Zielproteins heran-
gezogen werden. Die automatisierte
Bildanalyse von morphologischen
Zellanderungen im Hochdurchsatz
entwickelt sich zu einer sehr ergiebi-
gen Quelle zur unvoreingenomme-
nen Beurteilung der Bioaktivitat be-
kannter und neuer Substanzen.

In einer Reihe eleganter Experi-
mente wiesen Garrison und Kolle-
gen nach, dass Cotransin, ein syn-
thetisches  Cyclodepsipeptid, die
Translokation von Proteinen aus
dem Cytosol in das Endoplasmati-
sche Retikulum (ER) und somit den
Transport von sekretierten oder
Plasmamembran-Proteinen an die
Zelloberflache inhibiert.” Bei Co-
transin handelt es sich um ein ver-
einfachtes Derivat von HUN-7293,
ein aus Pilzextrakten isoliertes cycli-
sches Heptadepsipeptid. Obwohl
HUN-7293 urspringlich aufgrund
seiner inhibitorischen Wirkung auf
die Sekretion des extrazellularen
Proteins VCAM identifiziert wurde,
war das zellulare Zielprotein dieser
Mit
Crosslinking-Experimenten gelang

Substanz bislang unbekannt.

es Garrison und Mitarbeitern den
Sec61-Translokationskomplex  als
das zellulare Target von Cotransin
zu identifizieren (Abbildung 5). Der
Sec61-Proteinkomplex bildet eine
Pore in der ER-Membran, durch den
alle sekretierten Proteine und alle
Plasmamembranproteine transpor-
tiert werden miissen. In Anbetracht
der universellen Funktionen des
Sec61-Komplex tuberrascht es, dass
Cotransin nur die Sekretion von
VCAM, jedoch nicht von Prepro-

lactin, einem ebenfall sekretierten

Protein, inhibiert. ™
Protein-Protein-
Wechselwirkungen

¢ Genomweite Interaktionsana-

lysen mit der Hefe-Zwei-Hybrid-Me-
thode und der Analyse nativer zellu-
larer Proteinkomplexe enthtllen ei-
ne Vielfalt potentieller Protein-Pro-
tein-Wechselwirkungen, die sich fur
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die biologische Validierung durch
chemische Inhibition anbieten. Je-
doch ist die Identifikation hochaffi-
ner niedermolekularer Inhibitoren
von Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen nicht zuletzt aufgrund der Gro-
{3e der Protein-Protein-Grenzflachen
nicht trivial. Zudem stehen nicht
immer Bindungstaschen wie bei En-
zymen fur das Eindocken zur Ver-
fugung.

Ein Highlight des vergangenen
Jahres war die Entdeckung eines na-
nomolaren Inhibitors der Wechsel-
wirkungen zwischen anti-apoptoti-
schen Mitgliedern der Bcl-2-Protein-
familie (Bcl-2, Bcl-x, und Bcl-w)
und ihren pro-apoptotischen Bin-
dungspartnern.”  Anti-apoptotische
Bcl-2-Proteine  unterdriccken den
programmierten Zelltod (Apoptose),
indem sie an pro-apoptotische Pro-
teine binden und diese dadurch des-
aktivieren. Die Substanz mit der Be-
zeichnung ABT-737 haben die Ar-
beitsgruppen von Fesik und Rosen-
berg durch eine Kombination von
NMR-basierter Analyse der Struktur-
Wirkungs-Beziehungen, Parallelsyn-
these und rationales Design ent-
wickelt (Abbildung 6). ABT-737 blo-
ckiert die Bindungsstelle wichtiger
Bcl-2-Proteine fur pro-apoptotische
Proteine. Die Aktivitat und Selekti-
vitat der Substanz in der Zellkultur
und im Tiermodell sollte ABT-737
zu einem nitzlichem Werkzeug fur
die Untersuchung apoptotischer
Mechanismen machen.

Ein weiteres Highlight war die
Entdeckung eines niedermolekula-
ren Inhibitors des Tumornekrose-
faktor-o. (TNF-a). TNF-a spielt ei-
ne wichtige Rolle bei der Reaktion
des
beschdaden sowie virale und bakte-

Immunsystems auf Gewe-
rielle Infektionen. Es bildet Homo-
trimere, die an die TNF-a-Rezep-
toren binden und deren Trimerisie-
rung induzieren. Cunningham und
Mitarbeiter
molekulare Substanz, die im mikro-

fanden eine nieder-

molaren Konzentrationsbereich die
Dissoziation eines der drei TNF-a-
Molekiile des (TNF-a);-Komplexes
induziert und einen Komplex mit
den verbleibenden beiden TNF-o-
Untereinheiten bildet (Abbildun-
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gen 6, 7).9) Der resultierende TNF-
0/TNF-o/Inhibitor-Komplex kann
nicht mehr an die TNF-Rezeptoren
binden und diese deshalb auch
nicht mehr aktivieren — ein tuber-
raschender Wirkungsmechanis-
mus, der Moglichkeiten zur Inakti-
vierung multimerer Proteinkomple-
xe eroffnet.

Niedermolekulare =~ Substanzen
konnen  Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen jedoch nicht nur inhibie-
ren, sondern auch stabilisieren. In
Patienten mit familidarer amyotro-
pher Lateralsklerose treten Mutatio-
nen in dem fur das Enzym Super-
oxid-Dismutase kodierenden Gen
(SOD1) auf, die zur vermehrten Dis-
soziation des als Dimer vorliegenden
Proteins fithren. Die monomeren
Proteinmutanten bilden anschlie-
fend oligomere Proteinaggregate,
die im Zusammenhang mit den
Krankheitssymptomen stehen konn-
ten. Die Arbeitsgruppen von Ray
und Lansbury identifizierten etwa
15 Substanzen, welche die dimere
Form einer dissoziationslabilen Mu-
tante der Superoxid-Dismutase sta-
bilisieren und damit die Aggregation
des Proteins unterdriicken (Abbil-
dungen 6, 8).10) Diese Substanzen
konnten wertvolle Hilfsmittel fur
mechanistische Untersuchungen der
Proteinaggregation sein.

Die Bedeutung der Stabilitat von
Proteinkomplexen demonstrierten
Kessler und Mitarbeiter anhand der
DNA-Bindungseigenschaften ~ von
Mutanten des Tumorsuppressors
p53."” Die Bindung von p53 an
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DNA wird durch eine Salzbriicke
zwischen den Proteinen kooperativ

TNF-a-Inhibitor

verstarkt. Diese Salzbrucke kann
nicht zwischen bestimmten p53-
Mutanten gebildet werden, die bei
der mit p53-Mutationen assoziierten
Krebserkrankung Li-Fraumeni-Syn-

drom vorliegen. 1B

Entwicklung und Ausblick

# Wie kann nun ein Biologe mit ei-
ner spannenden Frage die Methodik
der chemischen Biologie fur sich
nutzen? Teure Substanzsammlungen
sind fur ein universitidres Biologie-
labor, das im wesentlichen an einer
zentralen Frage arbeitet, nicht er-
schwinglich. Dartber hinaus wire
das
durchsatztestung auch nicht aus-

Instrumentarium fir Hoch-

gelastet. Forderung fur solche

,Screening-Projekte* ist eher selten.

Abb. 6.

Chemische Struktu-
ren der im Text ge-
nannten Modulato-
ren von Protein-
Protein-Wechsel-
wirkungen.

a) ABT-737, Inhibi-
tor anti-apoptoti-
scher Bcl-2 Proteine;
b) TNF-a-Inhibitor;
¢) Beispiel fiir einen
Stabilisator von
SOD1-Dimeren.

Abb. 7.
Uberlagerung der
Kristallstrukturen
des TNF-a-Trimers
(grau) und dem aus
zwei TNF-a-Molekii-
len (gelb-blau) und
dem niedermoleku-
laren Inhibitor
(griin) bestehenden
Komplex. (Geneh-
migter Nachdruck

aus Lit.9), Copyright
AAAS)
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Abb. 8.

Docking von
SOD1-Stabilisato-
ren in die Bindungs-
tasche von SOD1.
(Genhmigter Nach-
druck aus Lit. 10),
Copyright National
Academy of
Sciences, USA)

Interdisziplindre = Zusammenarbeit
ist daher gefragt.

In den USA sind Infrastrukturen
entstanden, die Zugang dazu bieten.
Die National Institutes of Health ha-
ben mit ihrer Roadmap die Suche
nach niedermolekularen Liganden
far alle humanen Proteine ausgeru-
fen und fordern mit der ,Molecular
Library Initiative“ den Aufbau einer
entsprechenden Substanzbank.

In Europa zeigen sich erste An-
satze. Das ChemBioNet versucht ein
Netzwerk aus Chemikern und Biolo-
gen fur die akademische Forschung
in Deutschland aufzubauen (www.
chembionet.de). RF
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Peptidnukleinsduren
in der Biomedizin

@ Ende der achtziger Jahre loste die
Entwicklung des Antisense-Kon-
zepts, das auf der selektiven Hem-
mung der Expression einzelner Gene
durch sequenzspezifische Bindung an
zelluldre Nukleinsauren beruht, eine
fieberhafte Suche nach metabolisch
stabilen Nukleinsauremimetika aus.
Die 1991 von Nielsen und Mitarbei-
tern entdeckten Peptid- oder Poly-
amidnukleinsauren (PNA) sind Nu-
kleinsaureanaloga, bei denen das Ri-
bosephosphatriickgrat durch eine Po-
lyamidstruktur ersetzt ist. Sie haben
eine Reihe von Eigenschaften, die sie
fur den Einsatz als Antisense-Thera-
peutika geeignet erscheinen lassen:”
Sie sind nicht nur chemisch und me-
tabolisch tiberaus stabil, sondern sind
in ihren Bindungseigenschaften de-
nen nattrlicher RNA oder DNA tiber-
legen. PNA hybridisieren mit kom-
plementarer DNA oder RNA in Ein-
klang mit den Watson-Crick-Regeln
der Basenpaarung (Abbildung .
Da es sich bei PNA um ungeladene
Molekiile handelt, entfallt jedoch ei-
ne abstoflende Wechselwirkung mit
dem Phosphodiesterruckgrat der Nu-
kleinsduren und ein PNA-DNA-Du-
plex weist, im Vergleich zu einem
DNA-DNA-Duplex, eine um ca. 1K
pro Base erhohte Schmelztemperatur
auf. Eine Einzelbasenfehlpaarung in
einem PNA-DNA-Duplex erniedrigt
aber die Schmelztemperatur um 8 bis
20K. Dieser Wert ist damit fast dop-
pelt so hoch wie der fur eine Einzel-
basenfehlpaarung in einem entspre-
chenden DNA-DNA-Duplex. Vor al-
lem geringe Zellgangigkeit, schlechte
Wasserloslichkeit und die aufgrund
des hydrophoben Charakters relativ
stark ausgepragte
(Selbst-)Aggregation,  verhinderten
bisher jedoch den Einsatz der PNA
als Antisense-Wirkstoffe.

Neigung zur

PNA in der Bioanalytik

@Im Gegensatz zur Nutzung in der
Antisense-Therapie konnte die PNA
in der Bioanalytik einen wahren Sie-
geszug antreten: Fluoreszenzmar-
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