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Eines der Hauptziele der chemischen
Biologie ist die Identifizierung zellper-
meabler organischer Substanzen, wel-
che die Funktion von Proteinen beein-
flussen, um molekulare Werkzeuge zur
Untersuchung biologischer Fragestel-
lungen bereitzustellen.!! Die fiir das
Durchmustern chemischer Substanzbi-
bliotheken nach biologisch aktiven or-
ganischen Molekiile verwendeten Me-
thoden lassen sich grob in zwei Klassen
einteilen. Im ersten Ansatz werden Sub-
stanzen gesucht, die die Funktion ein-
zelner, vorselektierter Proteine oder
eng definierter Signaltransduktionswe-
ge in vitro beeinflussen. Der zweite
Ansatz verlduft iiber ein phinotypisches
Screening: Zellen oder Organismen
werden mit niedermolekularen Verbin-
dungen behandelt, und es werden Sub-
stanzen ausgewihlt, die den gewiinsch-
ten zelluldiren Phénotyp hervorrufen.
Die anschlieBende Identifizierung der
zelluldren Bindungspartner der biolo-
gisch aktiven Substanzen ist fiir den
Erfolg der mit einem phénotypischen
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Screen beginnenden Forschungsprojek-
te von wesentlicher Bedeutung, da eine
sinnvolle Analyse der biologischen Ak-
tivitdten der niedermolekularen Verbin-
dungen die Kenntnis der jeweiligen zel-
luldren Bindungspartner erfordert. Die
meisten gegenwdrtig verwendeten Me-
thoden zur Identifizierung der zellula-
ren Bindungspartner niedermolekularer
Substanzen konnen in zwei Gruppen
eingeteilt werden: 1) biochemische, af-
finitéitsbasierte Methoden, die auf der
Bindung der organischen Substanzen an
ihre Zielproteine und der anschlie3en-
den Identifizierung dieser Proteine be-
ruhen, und 2) genetische Ansitze, wel-
che die durch die organischen Substan-
zen hervorgerufenen zelluldren Verén-
derungen verfolgen. Wie am Ende die-
ses Highlights diskutiert werden wird, ist
keiner dieser Ansidtze allgemein an-
wendbar; daher sind alternative Metho-
den zur Identifizierung der molekularen
Zielstrukturen der in phénotypischen
Screens gefundenen chemischen Sub-
stanzen von gro3em Interesse.

Die Arbeitsgruppen von Altschuler,
Wu und Mitchison haben kiirzlich eine
Methode vorgestellt, die durch Analyse
einer Reihe von Parametern, wie z.B.
der Expression, der posttranslationalen
Modifikation oder der Lokalisation aus-
gewihlter Proteine, zur Priifung der
zelluldaren Effekte biologisch aktiver
Substanzen verwendet werden kann.”)
Das Verfahren vergleicht die biologi-
schen Effekte von Substanzen mit un-
bekannten Wirkungsmechanismen auf
ausgewahlte biologische Marker mit den
entsprechenden Effekten, die durch Re-
ferenzsubstanzen mit bekannten Wir-
kungsmechanismen hervorgerufen wer-
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den.’! Wenn die biologischen Effekte
der Substanzen mit unbekannten zellu-
laren Bindungspartnern den biologi-
schen Profilen einer oder mehrerer Re-
ferenzsubstanzen dhneln, ldsst sich ein
moglicher Wirkungsmechanismus pos-
tulieren. Dadurch kann die Zahl der
moglichen Zielproteine einer Substanz,
die nachfolgend néher analysiert wer-
den miissen, eingeschrénkt werden. Um
das Prinzip der Methode zu demonstrie-
ren, wurden Zellen in Mikrotiterplatten
ausgesdt und mit 100 chemischen Sub-
stanzen bei einer Vielzahl von Konzen-
trationen behandelt. 90 der 100 Sub-
stanzen hatten einen bekannten Wir-
kungsmechanismus und dienten daher
als Referenzsubstanzen fiir die Klassifi-
zierung der verbleibenden Testsubstan-
zen. Sechs dieser Testsubstanzen waren
unkenntlich gemachte Referenzsubstan-
zen, drei Testsubstanzen hatten einen
unbekannten biologischen Mechanis-
mus, und von einer Testsubstanz waren
mehrere biologische Effekte bekannt.
Die Zellen wurden mit fluoreszenzmar-
kierten Antikorpern gegen einige Pro-
teine behandelt, die in der Zellbiologie
und in Signaltransduktionswegen von
Bedeutung sind, um einen ersten groben
Uberblick iiber die zelluldren Effekte
der Substanzen zu erhalten. Danach
wurden die Zellen mithilfe eines auto-
matisierten Mikroskops photographiert
und die gewonnenen Informationen mit
spezieller Software in interpretierbare
Daten umgewandelt. Die Verdnderun-
gen der Fluoreszenz-Parameter als Re-
aktion auf die Behandlung mit verschie-
denen Substanzkonzentrationen wurden
analysiert und durch eine Farbkodie-
rung ausgedriickt, wie in Abbildung 1a
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Abbildung 1. Zellulire Reaktion auf verschiedene Konzentrationen des Topoisomerase-Inhibitors Camptothecin. Die Reaktion jedes Parameters auf
eine bestimmte Konzentration der Substanz wird mit einem farbigen Rechteck beschrieben. Auf der y-Achse sind 93 biologische Parameter darge-
stellt. b) Klassifizierung der Effekte der Substanzen. Aus Lit. [2] (Copyright 2004 AAAS).

am Beispiel des Topoisomerase-Inhibi-
tors Camptothecin gezeigt wird.

Ein sinnvoller Vergleich zweier Sub-
stanzen ist nur dann méglich, wenn ihre
biologischen Profile unabhingig von
den absoluten Konzentrationen be-
trachtet werden, bei denen sich die
Effekte der Substanzen bemerkbar ma-
chen. Andernfalls wiirde der biologische
Mechanismus zweier Verbindungen mit
identischem Wirkungsmechanismus,
aber unterschiedlich starken Aktiviti-
ten als verschieden erscheinen, weil die
zelluldren Effekte bei unterschiedlichen
Konzentrationen auftreten. Daher ent-
wickelten die Autoren eine Methode,
die die Ahnlichkeit der Verbindungen
auf konzentrationsunabhingige Weise
analysiert, und verwendeten diese In-
formation zur Anordnung der Verbin-
dungen auf der Grundlage von Ahnlich-
keitsbeziehungen (Abbildung 1b). Auf
der linken Seite der Abbildung 1b wer-
den die Substanzen sowie ihre in der
Literatur beschriebenen Wirkungsme-
chanismen angegeben. Die rechte Seite
der Abbildung 1b verdeutlicht paarwei-
se Ahnlichkeiten: Eine starke Ahnlich-
keit zwischen zwei Verbindungen wird
durch ein dunkles Quadrat angezeigt,
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eine geringe Ahnlichkeit durch ein hel-
leres Quadrat. Die Namen der auf der
linken Seite der Abbildung angegebe-
nen Verbindungen sind im Geiste am
oberen Rand der rechten Seite der
Abbildung zu ergénzen. Naturgemil
ergibt sich eine Diagonale aus schwar-
zen Quadraten.

Bei korrekter Gruppierung der Sub-
stanzen wiirden Verbindungen mit dhn-
lichen Wirkungsmechanismen neben-
einander angeordnet, was zu einer An-
einanderreihung von Quadraten auf der
linken Seite der Abbildung 1a fiihren
wiirde sowie zu einer Ansammlung
schwarzer Quadrate um die Diagonale
auf der rechten Seite der Abbildung 1b.
In der Tat wird eine solche Anordnung
fir Histondeacetylase-Inhibitoren, To-
poisomerase-Inhibitoren und auf Mik-
rotubuli wirkende Chemikalien beob-
achtet. Andere Verbindungsklassen,
z.B. Proteinsynthese-Inhibitoren, wur-
den jedoch weniger gut gruppiert.

Ein weiteres Kriterium fiir den Er-
folg der Methode war die Frage, ob die
zehn Testsubstanzen (unkenntlich ge-
machte Referenzsubstanzen, Substan-
zen mit unbekanntem Wirkungsmecha-
nismus oder mit mehreren biologischen
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Funktionen) richtig klassifiziert werden
konnten. Fiinf von sechs unkenntlich
gemachten Referenzsubstanzen (ge-
kennzeichnet als blaue Quadrate auf
der linken Seite der Abbildung 1b)
zeigten interpretierbare Aktivitétsprofi-
le und konnten den entsprechenden
unmaskierten Substanzen oder zumin-
dest Substanzen mit einem &hnlichen
Mechanismus zugeordnet werden. Das
biologische Profil der Substanz mit meh-
reren bekannten zelluliren Aktivitdten
glich dem Profil von Verbindungen, die
einen dieser Effekte ausiiben.!! Von den
drei Verbindungen mit unbekannten
Wirkungsmechanismen konnte lediglich
eine Substanz einer bestimmtem Grup-
pe von Inhibitoren zugeordnet werden;
leider wurden keine Daten présentiert,
die die korrekte Klassifizierung dieser
Substanz belegen.

Wenn auch die Erfolgsquote der hier
vorgestellten Methode in diesem Fall
nicht optimal ist, verdient das Prinzip
Anerkennung. Von etwa 60 der 100
Substanzen wurden interpretierbare
Daten erhalten; es ist wahrscheinlich,
dass die restlichen 40 Verbindungen auf
Proteine oder Signalwege wirkten, die
von dem relativ kleinen Satz an Anti-
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korpern nicht erfasst wurden, oder de-
ren Bindungspartner nicht in der ver-
wendeten Zelllinie exprimiert wurden.
Eine groere Zahl an Referenzsubstan-
zen wiirde die Chancen erhohen, die
biologische Funktion neuer Substanzen
einzugruppieren. Daher kénnte das Po-
tenzial der Methode vermutlich durch
eine hohere Zahl von Antikorpern und
Referenzsubstanzen sowie durch die
Verwendung zuséatzlicher Zelllinien ge-
steigert werden. Die Auswahl der An-
tikoper und der Referenzsubstanzen
kann an die Fragestellung des jeweiligen
Experiments anpasst werden. Ein sehr
positives Merkmal der Methode ist die
Moglichkeit, diejenige Konzentration
einer Verbindung herauszufinden, bei
der sich verschiedenste biologische Pa-
rameter dndern; solche Informationen
konnten niitzlich fiir die Etablierung
einer optimalen Konzentration sein,
die nicht mit unerwiinschten (z.B. toxi-
schen) Effekten einhergeht. Eine ernst-
hafte Einschrankung der Anwendbar-
keit der Methode ist es, dass die not-
wendigen Geréte sowie die Software in
der Regel nicht in akademischen Labors
vorhanden sind, und dass ihre Anschaf-
fungskosten die Moglichkeiten der aka-
demischen Forschung iibersteigen diirf-
ten. Die Erhohung der Zahl der Refe-
renzsubstanzen, der Antikoper und der
Zelllinien konnte noch groBere Investi-
tionen in die Screening-Infrastruktur
und die Rechenkapazititen erfordern.
Die zelluliren Zielstrukturen der
meisten chemisch-genetischen Screens
wurden iiber biochemische, affinitéitsba-
sierte Ansitze identifiziert."¥ Diese
Ansitze erfordern die Verkniipfung
der biologisch aktiven Substanz mit ei-
nem Hilfsmolekiil (,tag*), mit dem das
entstandene Hybridmolekiil an fester
Phase immobilisiert werden kann. Nach
Inkubation dieses Hybridmolekiils mit
Zell-Lysaten wird die Identitdt der an
die immobilisierte Verbindung gebun-
denen Proteine durch Protein-Mikrose-
quenzierung, massenspektrometrische
Methoden oder Immunblots analysiert.
Als Beispiele fiir erfolgreiche Anwen-
dungen dieses Prinzips konnen unter
anderem die Aufkldrung der Bindungs-
proteine des Naturstoffes FK506"! sowie
mehrerer Proteinkinase-Inhibitoren ge-
nannt werden.'""!  Ein moglicher
Schwachpunkt dieser Methode ist es,
dass die unter den Versuchsbedingun-
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gen an die Substanzen bindenden Pro-
teine nicht unbedingt mit den physiolo-
gisch relevanten Bindungspartnern in
einer lebenden Zelle iibereinstimmen
miissen. Irreversible Inhibitoren mit re-
aktiven chemischen Funktionalitdten
weisen diesbeziiglich den Vorteil auf,
dass lebende Zellen anstelle von Zell-
Lysaten mit den markierten Inhibitoren
behandelt werden konnen, sodass in
diesem Fall anzunehmen ist, dass nur
die tatsdchlich physiologisch relevanten
Proteine an die Inhibitoren gebunden
werden. Mit diesem Ansatz wurden
beispielsweise die zelluldren Bindungs-
partner der irreversibel wirkenden Na-
turstoffe Fumagillin,"/! Parthenolid,["”!
Epoxomicin® und Lactacystin!'”! iden-
tifiziert.

In einer als ,,Photoaffinitdts-Markie-
rung” bezeichneten Variante dieses An-
satzes wird ein reversibler Inhibitor mit
einer photoreaktiven Gruppe versehen,
die nach Aktivierung durch Bestrahlung
in chemische Bindungen in der unmit-
telbaren Umgebung inseriert und damit
die niedermolekulare Verbindung kova-
lent mit ihren Bindungspartnern ver-
kniipft."®"! Trotz ihrer Erfolge weisen
affinitdtsbasierte ~ Ansdtze folgende
Nachteile auf: 1) Die Methode erfordert
eine hohe Affinitidt zwischen der nie-
dermolekularen Substanz und ihrem
zelluldren Zielprotein, 2) das Zielprote-
in muss in hohen Konzentrationen in der
Zelle vorhanden sein, und 3) die Ver-
kniipfung eines Hilfsmolekiils zur Im-
mobilisierung ohne signifikanten Ver-
lust biologischer Aktivitit erfordert ge-
naue Kenntnisse der Struktur-Wir-
kungs-Beziehungen, und selbst dann
gibt es keine Gewissheit, dass ein mar-
kierter Inhibitor mit gentigend hoher
Bindungsaffinitét identifiziert und syn-
thetisiert werden kann.

Zur Uberwindung dieser Schwierig-
keiten wurden verschiedene modifizier-
te Ansitze vorgeschlagen, z.B. 1) das
Anbringen von Proteinen auf fester
Phase (Protein-Arrays)®?” oder ihre Pri-
sentation auf der Oberfliche von Pha-
gen,”Y um die ortliche Konzentration
potenzieller Zielproteine kiinstlich zu
erhohen, 2) das 3-Hybrid-System in
Hefe™ und 3) das Durchmustern von
Bibliotheken niedermolekularer Sub-
stanzen, die bereits mit einem Linker
ausgestattet sind, iiber den biologisch
aktive Molekiile ohne vorherige chemi-
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sche Modifikation an ein Harz gebun-
den werden konnen.” Das Potenzial
dieser modifizierten Methoden wird sich
in der Zukunft herausstellen.

Die meisten genetischen Ansétze
zur Identifizierung von Zielproteinen
wurden fiir Hefe als Modellsystem ent-
wickelt und nutzen die Verfiigbarkeit
vollstindiger Sammlungen der iiberle-
bensfihigen homozygoten und hetero-
zygoten Gen-Deletionsmutanten von
Hefe aus. Der naheliegendste Ansatz
ist der Vergleich des Genexpressions-
profils eines Wildtyp-Hefestammes in
Gegenwart einer interferierenden Sub-
stanz mit den Genexpressionsprofilen
von Hefestimmen, in denen einzelne
Gene vollstindig entfernt wurden.?**"
Ein weiterer Ansatz nutzt das Phino-
men aus, dass heterozygote Deletions-
mutanten (Hefestimme, in denen nur
eines der beiden Allele des betreffenden
Genes entfernt wurde) stirker von Sub-
stanzen inhibiert werden, deren Ziel-
proteine vom verbleibenden Allel ko-
diert werden.®®3" Genetische Ansitze
konnen eine interessante Alternative zu
affinitidtsbasierten Ansdtzen sein, wenn
letztere nicht zum Erfolg fithren. Der
bedeutendste Nachteil der Hefe-basier-
ten genetischen Ansétze konnte darin
liegen, dass zum Zielprotein einer Ver-
bindung in menschlichen Zellen
(3000040000 Gene) nicht unbedingt
ein homologes Genprodukt in Hefe
(etwa 6000 Gene) existieren muss.

Die in diesem Highlight vorgestellte
Methode zur zelluldren Profilierung der
biologischen Aktivitdten niedermoleku-
larer Substanzen hat gegeniiber den
bestehenden Methoden zur Aufkldrung
des Wirkungsmechanismus chemischer
Verbindungen den Vorteil, dass sie we-
der die Verkniipfung der biologisch ak-
tiven Substanzen mit einem Hilfsmole-
kiil zur Immobilisierung erfordert, noch
dass sie auf Hefe beschrinkt ist. Aller-
dings erscheint es unwahrscheinlich,
dass mit dieser Methode die zelluldren
Bindungspartner einer Substanz exakt
auf der Ebene eines einzelnen Proteins
definiert werden konnen, da die erhal-
tenen Informationen eher genereller
Natur sind. Daher konnte das hier vor-
gestellte Verfahren eine niitzliche Er-
gidnzung zur Methodenpalette der Che-
mogenetik in Féllen sein, in denen
1) affinitédtsbasierte biochemische An-
sdtze nicht zum Erfolg fiihren oder
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2) das Ziel der Untersuchungen ledig-
lich in der Eingrenzung des Wirkungs-
mechanismus einer Substanz auf einen
Signaliibertragungsweg oder eine Grup-
pe von Proteinen besteht oder 3) andere
Zellsysteme als Hefe von Interesse sind.
Zukiinftige Anwendungen dieser Me-
thode werden mit Spannung erwartet.

Online veroffentlicht am 23. Juni 2005

[1] T. U. Mayer, Trends Cell Biol. 2003, 13,
270-277.

[2] Z. E. Perlman, M. D. Slack, Y. Feng, T. J.
Mitchison, L.F. Wu, S.J. Altschuler,
Science 2004, 306, 1194 -1198.

[3] T.J. Mitchison, ChemBioChem 2005, 6,
33-39.

[4] M. D. Vera, M. M. Joullie, Med. Res.
Rev. 2002, 22, 102 -145.

[5] L. Burdine, T. Kodadek, Chem. Biol.
2004, 71, 593-597.

[6] S. Wang, T.B. Sim, Y.-S. Kim, Y.-T.
Chang, Curr. Opin. Chem. Biol. 2004, 8,
371-377.

[7] G.P. Tochtrop, R.W. King, Comb.
Chem. High Throughput Screening
2004, 7, 677 -688.

[8] S. Ding, T. Y. H. Wu, A. Brinker, E. C.
Peters, W. Hur, N. S. Gray, P. G. Schultz,

Angew. Chem. 2005, 117, 5134—5137

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2003, 100,
7632-7637.

[9] M. W. Harding, A. Galat, D. E. Uehling,
S. L. Schreiber, Nature 1989, 341, 758 —
760.

[10] C. Kung, K. M. Shokat, ChemBioChem
2005, 6, 523 -526.

[11] K. Godl etal., Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 2003, 100, 15434-15439.

G. R. Rosania, J. Merlie, Jr., N. Gray, Y.-

T. Chang, P. G. Schultz, R. Heald, Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96, 4797 -

4802.

M. Knockaert, P. Lenormand, N. Gray, P.

Schultz, J. Pouysségur, L. Meijer, Onco-

gene 2002, 21, 6413 -6424.

N. Sin, L. Meng, M. Q. W. Wang, J.J.

Wen, W.G. Bornmann, C.M. Crews,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997, 94,

6099-6103.

B. H. B. Kwok, B. Koh, M. I. Ndubuisi,

M. Elofsson, C. M. Crews, Chem. Biol.

2001, 8, 759 -766.

L. Meng, R. Mohan, B. H. B. Kwok, M.

Elofsson, N. Sin, C. M. Crews, Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96, 10403 -

10408.

G. Fenteany, R. F. Standaert, W. S. Lane,

S. Choi, E.J. Corey, S.L. Schreiber,

Science 1995, 268, 726 -731.

(12]

(13]

(14]

(15]

16]

(17]

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

[18] J.R. Colca, G.G. Harrigan, Comb.
Chem. High Throughput Screening
2004, 7, 699-704.

[19] G. Dorméan, G.D. Prestwich, Trends
Biotechnol. 2000, 18, 64-77.

[20] J. Huang, H. Zhu, S.J. Haggarty, D. R.
Spring, H. Hwang, F. Jin, M. Snyder,
S. L. Schreiber, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 2004, 101, 16594-16599.

[21] P. P. Sche, K. M. McKenzie, J. D. White,
D. J. Austin, Chem. Biol. 1999, 6, 707 -
716.

[22] E.J. Licitra, J. O. Liu, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1996, 93, 12817-12821.

[23] S. M. Khersonsky etal., J. Am. Chem.
Soc. 2003, 125, 11804-11805.

[24] M. J. Marton et al., Nat. Med. 1998, 4,
1293-1301.

[25] T. R. Hughes et al., Cell 2000, 102, 109 —
126.

[26] T.-F. Chan, J. Carvalho, L. Riles, X. F. S.
Zheng, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2000,
97,13227-13232.

[27] A.B. Parsons etal., Nat. Biotechnol.
2004, 22, 62-69.

[28] P. Y. Lum etal., Cell 2004, 116, 121 -
137.

[29] K. Baetz et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 2004, 101, 4525-4530.

[30] G. Giaever et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 2004, 101, 793 -798.

www.angewandte.de

Chemie

5137


http://www.angewandte.de

