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Epigenetik: Epigenetische Therapiekonzepte bewdhren sich vermehrt in klinischen Studien. Auch die

Grundlagenforschung liefert bahnbrechende Erkenntnisse.

Zuckerchemie: Kohlenhydratbasierte Therapeutika und Impfstoffe stehen im Fokus. Zudem gibt es bei

der Visualisierung von Kohlenhydraten in lebenden Zellen wichtige Fortschritte.

Epigenetische Wirkstoffforschung

4 Warum unterscheidet sich eine
Leberzelle in ihrem Erscheinungs-
bild und ihrer Funktion so deutlich
von einer Haarwurzelzelle, obwohl
beide das gleiche Erbgut tragen?
Und wie bleiben diese Auspragun-
gen (Phanotypen) auch uber die
Zellteilung hinweg erhalten? Die
Epigenetik gibt Antworten auf die-
se Fragen, indem sie Mechanismen
beschreibt, die ein zelltypspezifi-
sches Ablesen von Genen ermogli-
chen. Entscheidend hierfur sind
dynamische Vorgange am Chroma-
tin, die ohne die Anderung des ge-

netischen Codes (Genotyp) zu ei-
ner veranderten Genexpression
fihren konnen. Zu den wichtigsten
epigenetischen Mechanismen zih-
len die Veranderung der Kernbase
Cytosin, dabei vor allem die DNA-
Methylierung, die Interaktion des
Chromatins mit nichtkodierenden
Ribonukleinsduren (ncRNAs) und
die posttranslationalen Histonmo-
difikationen. Bei letzteren werden
vor allem die aus dem Histonokta-
mer herausragenden N-Termini

biochemisch modifiziert.” Dabei

konnen Writer-Enzyme definierte

Abb. 1. Entstehung eines Chromosomis (links) durch Anlagerung von DNA (rechts) an

Histon-Proteine und tiber weitere Verknduelungsschritte.

epigenetische Modifikationen ein-
ftthren. Dies geschieht vor allem an
den basischen Aminosduren Lysin
und Arginin, jedoch sind auch Mo-
difikationen an Serin und Threonin
bekannt.

Zu den Gruppen, die auf die
Aminosaureseitenketten
gen werden, zahlen Methyl-, Ace-
tyl- und Phosphorylgruppen sowie
grofere Molekule wie Ubiquitin,
Fettsauren oder ADP-Ribose.” Die
zweite Gruppe der histonmodifi-
zierenden Enzyme, die Eraser-En-
zyme, katalysiert die Abspaltung
der Markierungen. Das Zusam-
menspiel von epigenetischen Wri-
tern und Erasern erzeugt ein dyna-
misches Gleichgewicht zwischen
modifizierter und nichtmodifizier-
ter Form. Die Lage dieses Gleich-
gewichts beeinflusst die Chroma-
tinplastizitat und somit die Gen-
transkription. Epigenetische Modi-

ubertra-

fikationen konnen tber die Zelltei-
lung hinweg erhalten bleiben und
fithren zu einer vererbbaren Veran-
kerung von Transkriptionsprofi-
len.”
Epigenetische ~ Mechanismen
sind nicht nur daran beteiligt, die
Zellidentitat
sondern spielen auch eine Rolle
bei Krankheiten wie Krebs oder
Diabetes Typ II. Ist etwa ein be-
stimmtes

aufrechtzuerhalten,

Tumorsuppressorgen

Nachrichten aus der Chemie| 62 | Marz 2014 | www.gdch.de/nachrichten



Reader

Writer

—’
Eraser

Abb. 2. Zusammenspiel von epigenetischen Writer-, Eraser- und Readerproteinen.

aufgrund einer epigenetischen
Fehlregulation nicht mehr expri-
mierbar, obwohl die DNA-Sequenz
intakt ist, spricht man von einer
Epimutation. Im Gegensatz zu ei-
ner Mutation im klassischen Sinn
sind die Epimutationen prinzipiell
reversibel.

Die epigenetische Wirkstofffor-
schung versucht deshalb, Substan-
zen zu identifizieren, die histonmo-
difizierende Enzyme beeinflussen
und gestorte epigenetische Markie-
rungsmuster korrigieren. Daher hat
sich die Epigenetik zu einem der
wichtigsten Gebiete in der Krebs-
forschung und der biomedizini-
schen Forschung tiberhaupt entwi-
ckelt.”

Readerproteine

¢ Das Zusammenspiel von epige-
netischen Writern und Erasern
sowie die Vielzahl der Modifikati-
onsmoglichkeiten erzeugen den
Histon-Code. Die Familie der Rea-
der-Proteine ist in der Lage, tber
Protein-Protein-Kontakte definier-
te Histonmodifikationen zu identi-
fizieren und weitere Effektorprotei-
ne an die Bindungsstelle zu rekru-
tieren.

Der BRD4-Inhibitor JQ1 ist der
prominenteste Vertreter der Reader-
protein-Hemmstoffe. BRD4 gehort
zu einer Proteinfamilie, die Acetyl-
Lysin-Bindungsmotive (Bromo-
dominen) besitzen. JQ1 blockiert
kompetitiv die Interaktion von
Acetyllysinen in Histonen mit
BRD4 und beeinflusst so nachge-

schaltete transkriptionelle Prozes-
se. JQ1l hemmt das Onkoprotein
BRD4-NUT, das durch eine translo-
kationsbedingte Fusion der Gene
brd4 und nut (nuclear protein in
testis) entsteht. Diese Chromoso-
menmutation ist fur NMC (NUT
midline carcinoma) verantwort-
lich, eine seltene aggressive Form
des Plattenepithelkarzinoms. JQ1
zeigte im Tiermodell dieser Er-
krankung antiproliferative Effek-
te.” Bei vielen neoplastischen Er-
krankungen ist das myc-Gen am-
plifiziert und wird daher verstarkt
abgelesen. Eine tubermifige Ex-
pression von myc steht in Verbin-
verstarktem  Tumor-
erhohter
und Therapieresistenzen. Bromo-

dung mit
wachstum, Invasivitit
domain-Inhibitoren wie JQI ver-
ringern die myc-Expression und
senken so die Aktivitat von myc in-
direkt. Dies fuihrte in einem Maus-
modell des kleinzelligen Lungen-
karzinoms (NSCLC) zu einer Tu-
morregression.” Mittlerweile gibt
es neben JQ1 eine Reihe anderer
Bromodomain-Inhibitoren, darun-
ter Verbindungen wie das von Gla-
x0 Smith Kline entwickelte I-BET,
weitere Benzodiazepinanaloga so-
wie Dimethylisoxazole und Sulfon-
amide wie das kurzlich publizierte
XD14.719 Im September 2013 gab
Constellation Pharmaceuticals den
Beginn einer klinischen Studie be-
kannt, welche die Wirksamkeit des
Bromodomain-Inhibitors CPI-0610
bei Lymphompatienten untersu-
chen soll.' Ebenso hat Tensha
Therapeutics den Beginn Kklini-
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scher Studien mit einem BRD4-In-
hibitor angekiindigt.'?

Auch in anderen Bereichen ist ei-
ne Therapie mit Bromodomain-In-
hibitoren denkbar. Aufgrund einer
Hemmung des Hoden-Bromodo-
mainproteins BRDT hemmt JQ1 re-
versibel die Spermatogenese bei
Miusen. BRDT-Inhibitoren wurden
daher als potenzielle ,Pille fur den
Mann“ postuliert.” Auch bei ei-
nem zellbasierten phéanotypischen
Screening zur Suche nach neuen
Substanzen zur Behandlung der
Herzhypertrophie war JQ1 im Tier-

modell wirksam.'?

Nukleosom-Modifikationen

@ Wihrend die posttranslationa-
len Modifikationen der unstruktu-
rierten N-terminalen Histonenden
mittlerweile eingehend untersucht
sind, ist iiber Modifikationen der
globularen Domanen, die den Kern
des Nukleosoms bilden, bisher we-
niger bekannt. Im Gegensatz zu
N-terminalen  Histonmodifikatio-
nen beeinflussen die Verdnderun-
gen am nukleosomalen Kern die
Struktur des Nukleosoms stiarker
und somit auch den Bindungsgrad
zwischen DNA und Histonprotei-
nen. Es ist beispielsweise bekannt,
dass  eine
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Abb. 3. Bromodomain-Inhibitoren: (+)-JQ1, I-Bet762, (R)-GW841819X, 3,5-Dimethyl-
isoxazol (links unten), XD14 und ein weiteres Sulfonamid (rechts unten).

H3K122 die Bindung zwischen
DNA und Histonprotein lockert
und so den betreffenden Genab-
schnitt fur Transkriptionsfaktoren
leichter zuganglich macht.'” Bei
epigenetischen DNA-Modifikatio-
nen werden Methylcytosinbasen in
der DNA durch Tet-Oxygenasen
nicht nur zu Hydroxymethylcyto-
sin sondern weiter zu Formyl- und
Carboxyl-Cytosinen oxidiert. Uber

Basenexzision erfolgt dann formal
DNA-Demethylierung, '
Noch ist unklar ob Tet-Oxygenasen

eine

auch Targets fiir die Pharmakothe-
rapie sein konnen. Die kirzlich
veroffentlichte Struktur des Tet2-
DNA-Komplexes wird sicherlich
zur Hemmstoffsuche entscheidend

beitragen.'”

Histonmethyltransferasen

@ Auch aus der Gruppe der His-
tonmethyltransferase ~ (HMTase)-
Inhibitoren kamen im letzten Jahr
die ersten Arzneistoffe in die Phase
I der klinischen Priifung.
EPZ-5676,
hionin-Analogon der Firma Epizy-

ein S-Adenosylmet-

me, ist ein hochwirksamer und se-
lektiver Hemmstoff der HMTase
DOTIL. Er dient zur Behandlung
einer Form der Leukdmie (mixed
lineage leukemia, MLL). Bei MLL
kommt es durch Translokation im
mll-Gen zur Entstehung des MLL-
Fusionsproteins. Dieses fungiert
seinerseits als Transkriptionsregu-
lator und sorgt fur eine erhohte Ex-
pression leukamiespezifischer Ge-
ne. Jedoch benotigt das MLL-Fusi-
onsprotein fur die Bindung an das
Chromatin eine Methylierung von
Lysin 79 in der globularen Domane
von Histon H3, die von DOTIL
wird. Wird DOTIL
pharmakologisch gehemmt, be-
wirkt dies eine H3K79-Hypome-
thylierung und das MLL-Fusions-
protein dissoziiert vom Chromatin.
Im Xenograftmodell bei Ratten bil-
dete sich bei Behandlung mit
EPZ-5676 der Tumor vollstandig
zurtick — ohne dass die Tiere signi-

eingefiihrt

fikant Korpergewicht verloren oder
andere Zeichen systemischer Toxi-
zitat aufwiesen.?”

EPZ-6438 (E7438), ein Hemm-

stoff der HMTase EZH2 (enhancer
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Abb. 4. Bildung von 5-Methylcytosin in der DNA durch DNA-Methyltransferasen (DNMT) iiber den Kofaktor S-Adenosylmethionin (SAM), weitere Oxidation bis hin
zum 5-Carboxycytosin durch TET-Oxygenasen, sowie Basenexzision durch Thymidin-DNA-Glucosidase (TDG) und anschliefSender Basenregeneration (BER = base

excision repair).
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Abb. 5. Histonmethyltransferase-Inhibitoren: EPZ-5671, EPZ-6438 sowie der von Constellation Pharma vorgestellte EZH2-Inhibitor (rechts).

of zeste homolog 2) wird klinisch
gegen bestimmte Formen des
B-Zell-Lymphoms untersucht. Als
Teil des PRC2 (polycomb repressi-
ve complex 2) ist EZH2 durch die
Methylierung von H3K27 fur des-
sen Chromatinbindung verant-
wortlich. PRC2 ist an der Stillle-
gung bestimmter Tumorsuppres-
sorgene beteiligt. Bei einigen
Krebsarten liefs sich eine Mutation
von EZH2 nachweisen, die tber ei-
ne Hypermethylierung von H3K27
zu einer verstarkten Stilllegung von
Tumorsuppressorgenen durch
PRC2 fithrte.””’ Weitere EZH2-In-
hibitoren stellte das Unternehmen

Constellation Pharma vor.??

Epigenetische Antiinfektiva

@ Da eukaryotische Erreger Histo-
ne und ein entsprechendes Modifi-
kationssystem besitzen, kommen
epigenetische Inhibitoren als neue
Antiinfektiva in Betracht. Beim Er-
reger der Bilharziose Schistosoma
mansoni zeigt die Histondesacetyla-
se 8 (smHDACS), im Vergleich zur
(hHDACS),
strukturelle Unterschiede im akti-

humanen  Isoform
ven Zentrum, die das Design von se-
lektiven Hemmstoffen erlauben. Zu-
dem scheint S. mansoni empfindli-
gegentuiber HDACS-
Hemmung zu sein, als dies in den

cher einer
meisten menschlichen Zelltypen der
Fall ist. Der smHDACS8-Inhibitor
J1075 ist in der Lage, bestimmte
Stufen im Lebenszyklus des Parasi-
ten abzutoten und die Trennung
adulter Parchenegel zu induzieren.
Dies verhindert Eiproduktion und
-befruchtung.””

Ausblick

@ Neben den bereits in der klini-
schen Praxis etablierten HDAC-
Hemmstoffen wie Vorinostat und
Romidepsin, befinden sich nun
auch epigenetisch wirksame Arz-
neistoffe in klinischen Priifungen,
die andere Targets adressieren. Ob
sich epigenetische Therapiekon-
zepte auch fiur andere Erkrankun-
gen als Krebs durchsetzen, ist Ge-
genstand vieler Untersuchungen.
Klinische Priufungen dazu liegen
aber noch in der Zukunft.
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Kohlenhydrate -

mehr als nur Energielieferanten

¢ Kohlenhydrate gehoren zusam-
men mit Nukleinsiuren, Proteinen
und Lipiden zu den vier grofien
Klassen von Makromolektlen in
lebenden Systemen. Entgegen der
weit verbreiteten Meinung dienen
sie jedoch zu weit mehr als nur zur
Energieversorgung. Kohlenhydrate
finden sich auf allen Zelloberfla-
chen als Glycokalix. Dort sind sie
Teil von fundamentalen biologi-
schen Erkennungsprozessen bei
der Zell-Zell-Kommunikation und
-Adhasion, etwa bei Entziindungen
oder der Immunmodulation. Auch
Viren und Bakterien nutzen die
Kohlenhydratstrukturen von Wirts-
zellen, um mit Adhéasinen an diese
zu binden und so eine Infektion
einzuleiten oder — im Fall von
nitzlichen Bakterien — die gewebs-
spezifische Kolonialisierung zu be-
wirken. Mikrobielle Kohlenhydrat-
strukturen werden andererseits bei
der Immunabwehr von Antikor-
pern erkannt. Entsprechend sind
sie in den meisten Impfstoffen ge-
gen Infektionskrankheiten enthal-
ten. Kohlenhydrate schutzen auch
Zellen. So blockiert die Glycokalix
als physikalische Barriere die un-
spezifische Bindung von Pathoge-
nen. Bakterien schiitzen sich in
ahnlicher Weise durch die Bildung
kohlenhydrathaltiger Biofilme.
Aktuelle Forschungsthemen mit
medizinischem Hintergrund sind
die Entwicklung kohlenhydratba-
sierter Therapeutika und Impfstof-
fe, wie zahlreiche Arbeiten des ver-
gangenen Jahres zeigen. Um mehr
uber die Rolle der Kohlenhydrate
in biologischen Prozessen zu erfah-
ren, sind zuverlidssige Methoden
zur Visualisierung von Kohlenhy-
draten in lebenden Zellen wiin-
schenswert. Auch hier gab es im
Jahr 2013 wichtige Fortschritte.

Antivirale Strategien

¢ Das Hullprotein gpl20 des hu-
manen Immundefizienz-Virus (HIV)
zdhlt zu den am starksten glycosy-

lierten Proteinen. Die Entdeckung
breit neutralisierender Antikorper
in Menschen, die immun gegen
HIV sind, schurt die Hoffnung auf
die Entwicklung eines HIV-Impf-
stoffs. Im Jahr 2009 wurden mit
PG9 und PG16 zwei neue derartige
Antikorper aus einem HIV-1-infi-
zierten afrikanischen Spender iso-
liert.” Diese Antikorper, die an die
Glycanhulle von HIV binden und
70 bis 80 Prozent der zirkulieren-
den HIV-1-Isolate neutralisieren,
nutzten gleich mehrere Arbeits-
gruppen als Grundlage ihrer Ar-
beit.>™® Ein erster Schritt, um die
Feinstruktur der Epitope neutrali-
sierender Antikorper aufzuklaren,
und damit einen HIV-Impfstoff zu
entwicklen, ist die Synthese von
Glycopeptiden, die von den Anti-
korpern erkannt werden. Im Ge-
gensatz zu isolierten Glycopepti-
den, die aufgrund der natirlichen
Mikroheterogenitit als Mischun-
gen verschiedener Glycoformen
anfallen, bieten synthetische Gly-
copeptide den Vorteil, komplexe
und zugleich homogene Kohlenhy-
dratstrukturen zu untersuchen.

In ihren synthetischen Ansatzen
mussten die Arbeitsgruppen meh-
rere Schwierigkeiten tuberwinden:
Unter anderem waren dies die Ein-
fithrung zweier Oligosaccharide an
zwei, nur vier Positionen vonei-
nander entfernten Aminosduren
sowie die Nachbildung der raumli-
chen Struktur des naturlichen Gly-
copeptids.

Die Arbeitsgruppe von Danishef-
sky wihlte eine Kombination aus
konvergenter Synthese zweier Gly-
copeptid-Fragmente und deren an-
schliefSende Verknupfung durch
native chemische Ligation (NCL)
(Abbildung lab).? Die Synthese
des Heptasaccharids (4) erfolgte
durch
kupplung des Trisaccharid-Thio-

regioselektive ~ Fragment-
glycosids (1) an das Tetrasaccha-
rid-Diol (2). Nach Entschiitzung
von (3) fihrte eine Kochetkov-
Aminierung zum B-konfigurierten
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