
Regulation der Genexpression
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Die moderne Medizin ben�tigt immer
mehr maßgeschneiderte Wirkstoffe, um
die weit verbreiteten und facettenrei-
chen Erkrankungen der heutigen Zeit
wirksam zu bek�mpfen. Deshalb kon-
zentriert sich die chemische Forschung
nicht nur auf die Entwicklung kleiner
Molek#le als pharmakologisch aktive
Wirkstoffe, sondern auch auf viele syn-
thetische Verbindungen, die gezielt zel-
lul�re Funktionen imitieren. Solche Ver-
bindungen reichen von k#nstlichen Re-
zeptoren und ihren Liganden bis zu
Molek#len, die spezifisch DNA erken-
nen. Letztere sind wegen ihrer poten-
ziellen Anwendung zur Manipulation
der Genexpression interessant.
In verschiedensten Organismen, von

einfachen Bakterien bis hin zu h�heren
Eukaryonten wie dem Menschen, wer-
den fast alle biologischen Funktionen
individuell durch zeitliche und r�um-
liche Expression der beteiligten Gene
kontrolliert. Eine Vielzahl von entwick-
lungs- und umweltspezifischen Einfl#s-
sen aktiviert eine komplizierte Kette
intrazellul�rer Reaktionen, an deren
Ende ein regulatorisches Molek#l aus
dem Zytoplasma in den Zellkern trans-
feriert wird, wo es schließlich mit einem
Gen wechselwirkt und dessen Expres-
sion ver�ndert (Abbildung 1). Solche
regulatorischenMolek#le sind entweder
aktivierte Transkriptionsfaktoren oder
Proteine, die ihrerseits Transkriptions-

faktoren aktivieren. Die Expression ei-
nes jeden Gens ist hoch sensibel gegen-
#ber Ver�nderungen in der Zusammen-

setzung der Transkriptionsfaktoren, so-
dass in jedem Zelltyp ein einzigartiges
und charakteristisches Muster von Ge-

Abbildung 1. Schematische Darstellung der transkriptionellen Regulation (nach Darnell).[1] Laten-
te Transkriptionsfaktoren werden gew'hnlich an der Zellmembran aktiviert. Die Aktivierung kann
als Antwort auf Konzentrations-nderungen extrazellul-rer oder intrazellul-rer Molek/le erfolgen.
Die aktivierten Transkriptionsfaktoren werden in den Zellkern transportiert, wo sie an der regu-
lierten Genexpression teilnehmen. Die aktiven Faktoren binden an andere Transkriptionsfakto-
ren, die wiederum an Coaktivatoren und die RNA-Polymerase II binden, um die Transkription
einzuleiten.
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nen exprimiert wird und die Menge der
jeweiligen Genprodukte dem aktuellen
Bedarf angepasst werden kann. St�run-
gen und Eingriffe in dieses Gleichge-
wicht f#hren zu einer Fehlregulation der
Genexpression und damit h�ufig zu
schweren St�rungen in der Entwicklung
oder zu unkontrolliertem Zellwachs-
tum, z.B. bei Krebs. Sowohl die trans-
kriptionelle Aktivierung bestimmter
wachstumsf�rdernder Gene (Oncoge-
ne) als auch die transkriptionelle Re-
pression von Tumorsuppressorgenen
kann das unkontrollierte Wachstum
von Zellen ausl�sen.[1–8] Daher wurden
k#nstliche Aktivatoren und Represso-
ren der Transkription hergestellt, die
eine Expression der betroffenen Gene
regulieren k�nnen, um die normale
Zellregulation wieder herzustellen und
das unkontrollierte Wachstum zu unter-
binden.

Nat�rliche Transkriptionsfaktoren

Nat#rliche Transkriptionsfaktoren
enthalten gew�hnlich zwei funktionelle
Dom�nen, eine DNA bindende Dom�-
ne (DBD) und eine Effektor- oder
Aktivierungsdom�ne (AD). Die DNA
bindende Dom�ne erkennt eine be-
stimmte Region der DNA, w�hrend
die Aktivierungsdom�ne andere Protei-
ne der Transkriptionsmaschinerie in un-
mittelbarer Nachbarschaft zur DNA
rekrutiert, um die Transkription zu star-

ten.[9] Versuche, die Genexpression
k#nstlich zu kontrollieren, basieren h�u-
fig auf der Anwendung dieses grund-
legenden Prinzips.[10] So entstand die
Idee, neue Transkriptionsfaktoren zu
erzeugen, in denen DNA bindende
Dom�nen mit den gew#nschten Bin-
dungsspezifit�ten synthetisiert und mit
den entsprechenden Aktivierungsdom�-
nen verkn#pft werden.
Die Aktivierungsdom�nen sind #bli-

cherweise modular und behalten ihre
Funktion auch nach Verkn#pfung mit
nichtnat#rlichen DNA bindenden Do-
m�nen. Daher k�nnen nach Bedarf
Bibliotheken k#nstlicher Transkripti-
onsfaktoren zur spezifischen Regulation
zahlreicher Gene synthetisiert wer-
den.[11] Dieser Ansatz unterscheidet sich
von vielen neuartigen Methoden wie
RNA-Interferenz oder der Antisense-
technik dahingehend, dass mit ihm die
Genexpression auch angeschaltet wer-
den kann, statt sie ausschließlich zu
unterdr#cken.[12]

Chemisch induzierte artifizielle
Transkriptionsfaktoren

Erste Ans�tze, die transkriptionelle
Regulation zu beeinflussen, stammen
von Schreiber et al. Sie trennten die
DNA bindende Dom�ne von der Ak-
tivierungsdom�ne und verkn#pften bei-
de Einheiten mit dem FK-Bindungspro-
tein-12 (FKBP12). Dieses kann in Ge-

genwart seines synthetischen dimeren
Substrats FK1012, eines zellpermeablen
chemischen Induktors (CID= chemical
inducer), dimerisieren. CIDs, die die
Dimerisierung von FKBP12 induzieren,
wurden zur Zusammenf#hrung und Ver-
kn#pfung von Aktivierungs- und DNA-
Bindungsdom�nen eingesetzt, was zur
Hochregulierung der Genexpression
f#hrte[6,7] (Abbildung 2a).

Zinkfingermotive als Module in
artifiziellen Transkriptions-
faktoren

Seit den Anf�ngen wurden viele
unterschiedliche Strategien verwendet,
um die Genexpression zu modulieren.
Unter anderem wurden Zinkfingermo-
tive als DNA bindende Module in
k#nstlichen Transkriptionsfaktoren ge-
nutzt[10,11] (Abbildung 2b). Mehrere
Proteine der transkriptionellen Regula-
tion haben Zinkfinger als hochselektive
DNA bindende Dom�nen, die #ber ihre
individuelle fingerartige Struktur drei
spezifische Basenpaare erkennen k�n-
nen.[13]

Der große Vorteil von Zinkfinger-
motiven in neuartigen Transkriptions-
faktoren ist ihre F�higkeit, wohlstruktu-
rierte Module auszubilden. Eine Anein-
anderreihung von drei Fingern aus je-
weils 30 Aminos�uren ergibt drei auf-
einanderfolgende DNA bindende
Dom�nen, die jeweils eine unterschied-

Abbildung 2. Aktivierung der Transkription durch artifizielle Transkriptionsfaktoren. a) Schematische Ansicht der CID-induzierbaren transkriptionel-
len Aktivierung. Die DNA bindende Dom-ne (DBD) und die Aktivierungsdom-ne (AD) sind voneinander getrennt und jeweils mit FKBP12 fusio-
niert. Nach Zugabe von FK1012 assoziieren die beiden FKBP12-Dom-nen und vereinen beide Teile des Transkriptionsfaktors. b) K/nstliche Zink-
fingerdom-nen als DBD sind an eine geeignete AD gekoppelt. c) Die k/nstliche DBD besteht aus einem Haarnadel-Pyrrol-/Imidazolpolyamid, das
an die kleine Furche bindet. Die DNA bindende Dom-ne ist /ber einen Linker mit der Aktivierungsdom-ne verkn/pft.
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liche Folge von drei Basenpaaren er-
kennen k�nnen. K#rzlich haben zwei
Arbeitsgruppen mehrere dieser Module
miteinander kombiniert und damit mehr
als 100000 k#nstliche Zinkfingerprotei-
ne mit unterschiedlichen DNA-Bin-
dungsspezifit�ten erzeugt, die jeweils
mit einer Aktivator- oder Repressordo-
m�ne verkn#pft wurden.[13–15] Dies war
die erste Beschreibung einer genomwei-
ten Methode, die Transkriptionsfakto-
ren verwendet, um Genfunktionen in
Zellen zu induzieren oder zu unterdr#-
cken. Bei der Analyse unterschiedlicher
Ph�notypen sollten damit neue Modu-
latoren von Zellwachstum und -entwick-
lung identifiziert werden.
Der Einsatz dieser k#nstlichen

Transkriptionsfaktoren als Therapeuti-
ka bringt zahlreiche Herausforderungen
mit sich, z.B. m#ssen sie am gew#nsch-
ten Zielort verf#gbar sein und d#rfen
keine Immunantwort ausl�sen. Nach
Barbas etal. kann das Problem der
Verf#gbarkeit mit Retroviren gel�st
werden. Allerdings birgt diese Methode
Risiken, etwa unerw#nschte und nicht
vorhersagbare Mutationen des Genoms,
wie sie zuweilen bei der retroviralen
Gentherapie beobachtet werden. Daher
k�nnten niedermolekulare Stoffe als
k#nstliche Transkriptionsfaktoren f#r
therapeutische Anwendungen besser
geeignet sein[11,12] (Abbildung 2c).

Polyamide als Module f�r
artifizielle Transkriptionsfaktoren

Heute ist das allgemeine Augen-
merk auf die Entwicklung kleinerer
organischer Molek#le gerichtet, die
ebenso mit der DNA wechselwirken
wie ihre nat#rlichen und halbsyntheti-
schen Vorbilder. In so genannten artifi-
ziellen Transkriptionsfaktoren (ATFs)
werden nat#rliche DNA bindende Do-
m�nen durch synthetische Varianten wie
Triplex bildende Peptidnucleins�uren
(PNAs) und Haarnadelpolyamide er-
setzt, die mit Aktivierungsdom�nen ver-
kn#pft werden.[10, 11]

Dervan geh�rte zu den ersten Che-
mikern, die derartige DNA bindende
Dom�nen aus Polyamiden herstellten.
Das Design basierte auf der Struktur
nat#rlicher Verbindungen, von denen
bekannt ist, dass sie an DNA binden und
dabei eine Art Tripelhelix bilden. Zu

diesen z�hlt das sichelf�rmige Distamy-
cin, das ein R#ckgrat aus drei aufeinan-
der folgenden Aminos�uren mit einem
N-Methylpyrrolrest (Py) hat. Kristallo-
graphische Untersuchungen am Dista-
mycin-DNA-Komplex ergaben eine an-
tiparallele Dimerisierung des Distamy-
cins in einer AT-reichen Region in der
kleinen DNA-Furche. Mit Distamycin
als Leitstruktur nahm Dervan weitere
Modifikationen am R#ckgrat vor, um
�hnliche antiparallele Strukturen herzu-
stellen, die andere Sequenzen in der
kleinen Furche der DNA erkennen. Ein
Austausch des Pyrrol- gegen einen Imid-
azol- (Im) oder Hydroxypyrrolrest (Hp)
erlaubte die Erkennung und Unter-
scheidung der anderen DNA-Basen G
und C. Eine Verbr#ckung der antiparal-
lelen Molek#le durch einen g-Amino-
butters�urerest f#hrte zu einem U-f�r-
migen Haarnadelpolyamid, das das anti-
parallele Distamycindimer imitiert. Mit-
hilfe einfacher Basenpaarungsregeln –
Py/Im erkennt C-G, Py/Hp erkennt
A-T, HP/Py erkennt T-A und Im/Py
erkennt G-C – wurden maßgeschneider-
te DNA bindende Dom�nen hergestellt,
die viele, aber nicht alle getesteten
DNA-Sequenzen mit Affinit�ten im
nanomolaren Bereich binden und so
mit den nat#rlichen Transkriptionsfak-
toren konkurrieren k�nnen. Die Bin-
dung solcher Polyamide f#hrt h�ufig zur
Verdr�ngung des entsprechenden Trans-
kriptionsfaktors und damit zu einer
Inhibition der Genexpression. Durch
chemische Ligation zweier Haarnadel-
polyamide (Tandem-Hairpins) kann die
Spezifit�t und Affinit�t der DNA-Bin-
dung weiter erh�ht werden, sodass
l�ngere Sequenzen erkannt werden.[16]

Haarnadelmonomere mit Alkin- und
Azidfunktionen k�nnen bei 37 8C eine
intrazellul�re 1,3-dipolare Cycloadditi-
on eingehen. Die h�here Affinit�t von
Tandem-Hairpins kann auf eine koope-
rative kombinatorische Assoziation der
Polyamide zur#ckgef#hrt werden. Sie
imitieren das nat#rliche Ph�nomen, bei
dem genregulatorische Proteine durch
Di- oder Oligomerisierung von DNA-
Erkennungselementen kooperieren, die
jeweils 4–6 Basenpaare besetzen und
benachbarte Stellen in der DNA erken-
nen.[17]

Polyamide als artifizielle Regula-
toren in der Entwicklungsbiologie

Die DNA bindenden Eigenschaften
von Polyamiden wurden genutzt, um
neuartige Transkriptionsinhibitoren
herzustellen, indem man sie an DNA-
intercalierende Agentien wie Acridin
koppelte. Nach Bindung des Polyamids
an die kleine Furche orientiert sich das
Acridin in Richtung der großen Furche,
was zur Deformation einer benachbar-
ten Bindungsstelle f#r Transkriptions-
faktoren f#hrt.[18] Daher stellte sich die
Frage, ob solche Polyamide auch an
transkriptionelle Aktivatordom�nen ge-
koppelt werden k�nnen, um die Genex-
pression hochzuregulieren. Es zeigte
sich, dass Haarnadelpolyamide, die #ber
einen flexiblen aliphatischen oder einen
starren Poly-l-prolin-Linker mit einem
Peptid aus einer Aktivierungsdom�ne
verkn#pft sind, die komplexe Transkrip-
tionsmaschinerie zusammenstellen und
in einem zellfreien System die Expres-
sion von Genen erh�hen k�nnen.[19–21]

K#rzlich wurde diese Methode erfolg-
reich in vitro angewendet, um einen
DNA bindenden Komplex zu imitieren,
der essenziell f#r die richtige Entwick-
lung von Drosophila melanogaster ist.[22]

Transkriptionelle Regulatoren aus
der Familie der Hom�obox(Hox)-Pro-
teine haben eine charakteristische tri-
pelhelicale DNA bindende Dom�ne
(Hom�odom�ne), die sich durch Poly-
amide ersetzen l�sst. Hox-Proteine in-
teragieren oft mit einer ringf�rmigen
Erweiterung aus drei Aminos�uren
(TALE, „Three Amino Acid Loop Ex-
tension“) und bilden dabei ein Hox-
TALE-Heterodimer zur kooperativen
DNA-Bindung[23] (Abbildung 3). Die
beiden Hom�obox-Proteine interagieren
#ber eine kurze konservierte YPWM-
Peptiderkennungsstelle, die #ber einen
variablen Linker mit dem N-Terminus
der Hom�obox verbunden ist.
Wird der Hox-Transkriptionsfaktor

durch ein Polyamid ersetzt, das eine
YPWM-Peptiderkennungsstelle imi-
tiert, so kann damit der zugeh�rige
TALE-Transkriptionsfaktor zu einer
passenden DNA-Region rekrutiert wer-
den. Das YPWM-Polyamid bindet an
die DNAund exponiert gleichzeitig eine
Bindungsstelle aus DNAund Peptid, die
die Affinit�t zum TALE-Transkriptions-
faktor erh�ht.
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Die Daten deuten auf eine neue
Klasse transkriptioneller Regulatoren
hin, die im Zusammenspiel mit nat#r-
lichen Transkriptionsfaktoren funktio-
nieren. Dennoch ist es noch ein weiter
Weg, ehe solche k#nstlichen Verbindun-
gen in der Therapie eingesetzt werden
k�nnen. Zurzeit gibt es noch Probleme
mit der zellul�ren Aufnahmeeffizienz
und der Kernlokalisation sowie beson-
ders mit der Zug�nglichkeit der kleinen
DNA-Furche in den dicht gepackten
Regionen des Genoms (Chromatin).
Trotz einiger Erfolge in In-vivo-An-

wendungen ließ sich mit konfokaler
Mikroskopie an lebenden Zellen eine
#berwiegende Lokalisation von Poly-
amid-Farbstoff-Konjugaten im Zyto-
plasma nachweisen und nicht im Kern,
wo sie ben�tigt werden. Dennoch ist es
wahrscheinlich, dass die transkriptionel-
len Regulatoren Potenzial f#r neue
therapeutische Anwendungen zur Be-
handlung verschiedener Erkrankungen
wie Krebs haben. Cisplatin-gekuppeltes
Distamycin war in ersten Experimenten
wirksamer bei der DNA-Quervernet-
zung als freies Cisplatin, was f#r einen
k#nftigen Einsatz von Polyamiden als
Regulatoren der Genexpression
spricht.[24] Es ist eine Herausforderung,
das Design und die Synthese nichtnat#r-
licher Faktoren f#r Anwendungen in
Biologie und Humanmedizin weiter zu
verbessern.
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Abbildung 3. K/nstliche Entwicklungsregulatoren: a) Struktur des Haarnadel-Pyrrol-/Imidazolpolyamids, das an ein Erkennungspeptid (YPWM) f/r
das Hom'oboxprotein gekuppelt wurde. b) Rekrutierung des TALE-Hom'oboxproteins an die große Furche der DNA durch das peptidgekoppelte
Polyamid.
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