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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.[1] Die f&r das
Durchmustern chemischer Substanzbi-
bliotheken nach biologisch aktiven or-
ganischen Molek&le 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 verl*uft &ber ein ph*notypisches
Screening: Zellen oder Organismen
werden mit niedermolekularen Verbin-
dungen behandelt, und es werden Sub-
stanzen ausgew*hlt, die den gew&nsch-
ten zellul*ren Ph*notyp hervorrufen.
Die anschließende Identifizierung der
zellul*ren Bindungspartner der biolo-
gisch aktiven Substanzen ist f&r den
Erfolg der mit einem ph*notypischen

Screen beginnenden Forschungsprojek-
te von wesentlicher Bedeutung, da eine
sinnvolle Analyse der biologischen Ak-
tivit*ten der niedermolekularen Verbin-
dungen die Kenntnis der jeweiligen zel-
lul*ren Bindungspartner erfordert. Die
meisten gegenw*rtig verwendeten Me-
thoden zur Identifizierung der zellul*-
ren Bindungspartner niedermolekularer
Substanzen k3nnen in zwei Gruppen
eingeteilt werden: 1) biochemische, af-
finit*tsbasierte Methoden, die auf der
Bindung der organischen Substanzen an
ihre Zielproteine und der anschließen-
den Identifizierung dieser Proteine be-
ruhen, und 2) genetische Ans*tze, wel-
che die durch die organischen Substan-
zen hervorgerufenen zellul*ren Ver*n-
derungen verfolgen. Wie am Ende die-
ses Highlights diskutiert werden wird, ist
keiner dieser Ans*tze allgemein an-
wendbar; daher sind alternative Metho-
den zur Identifizierung der molekularen
Zielstrukturen der in ph*notypischen
Screens gefundenen chemischen Sub-
stanzen von großem Interesse.
Die Arbeitsgruppen von Altschuler,

Wu und Mitchison haben k&rzlich eine
Methode vorgestellt, die durch Analyse
einer Reihe von Parametern, wie z.B.
der Expression, der posttranslationalen
Modifikation oder der Lokalisation aus-
gew*hlter Proteine, zur Pr&fung der
zellul*ren Effekte biologisch aktiver
Substanzen verwendet werden kann.[2]

Das Verfahren vergleicht die biologi-
schen Effekte von Substanzen mit un-
bekannten Wirkungsmechanismen auf
ausgew*hlte biologischeMarker mit den
entsprechenden Effekten, die durch Re-
ferenzsubstanzen mit bekannten Wir-
kungsmechanismen hervorgerufen wer-

den.[3] Wenn die biologischen Effekte
der Substanzen mit unbekannten zellu-
l*ren Bindungspartnern den biologi-
schen Profilen einer oder mehrerer Re-
ferenzsubstanzen *hneln, l*sst sich ein
m3glicher Wirkungsmechanismus pos-
tulieren. Dadurch kann die Zahl der
m3glichen Zielproteine einer Substanz,
die nachfolgend n*her analysiert wer-
den m&ssen, eingeschr*nkt werden. Um
das Prinzip der Methode zu demonstrie-
ren, wurden Zellen in Mikrotiterplatten
ausges*t 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 f&r 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 Antik3rpern gegen einige Pro-
teine behandelt, die in der Zellbiologie
und in Signaltransduktionswegen von
Bedeutung sind, um einen ersten groben
?berblick &ber die zellul*ren 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 Ver*nderun-
gen der Fluoreszenz-Parameter als Re-
aktion auf die Behandlung mit verschie-
denen Substanzkonzentrationen wurden
analysiert und durch eine Farbkodie-
rung ausgedr&ckt, wie in Abbildung 1a
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am Beispiel des Topoisomerase-Inhibi-
tors Camptothecin gezeigt wird.
Ein sinnvoller Vergleich zweier Sub-

stanzen ist nur dann m3glich, wenn ihre
biologischen Profile unabh*ngig von
den absoluten Konzentrationen be-
trachtet werden, bei denen sich die
Effekte der Substanzen bemerkbar ma-
chen. Andernfalls w&rde der biologische
Mechanismus zweier Verbindungen mit
identischem Wirkungsmechanismus,
aber unterschiedlich starken Aktivit*-
ten als verschieden erscheinen, weil die
zellul*ren Effekte bei unterschiedlichen
Konzentrationen auftreten. Daher ent-
wickelten die Autoren eine Methode,
die die Ahnlichkeit der Verbindungen
auf konzentrationsunabh*ngige 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,

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 erg*nzen. Naturgem*ß
ergibt sich eine Diagonale aus schwar-
zen Quadraten.
Bei korrekter Gruppierung der Sub-

stanzen w&rden Verbindungen mit *hn-
lichen Wirkungsmechanismen neben-
einander angeordnet, was zu einer An-
einanderreihung von Quadraten auf der
linken Seite der Abbildung 1a f&hren
w&rde sowie zu einer Ansammlung
schwarzer Quadrate um die Diagonale
auf der rechten Seite der Abbildung 1b.
In der Tat wird eine solche Anordnung
f&r 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 f&r 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

Funktionen) richtig klassifiziert werden
konnten. F&nf von sechs unkenntlich
gemachten Referenzsubstanzen (ge-
kennzeichnet als blaue Quadrate auf
der linken Seite der Abbildung 1b)
zeigten interpretierbare Aktivit*tsprofi-
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 zellul*ren Aktivit*ten
glich dem Profil von Verbindungen, die
einen dieser Effekte aus&ben.[4] Von den
drei Verbindungen mit unbekannten
Wirkungsmechanismen konnte lediglich
eine Substanz einer bestimmtem Grup-
pe von Inhibitoren zugeordnet werden;
leider wurden keine Daten pr*sentiert,
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-

Abbildung 1. Zellul�re 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).
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k3rpern nicht erfasst wurden, oder de-
ren Bindungspartner nicht in der ver-
wendeten Zelllinie exprimiert wurden.
Eine gr3ßere Zahl an Referenzsubstan-
zen w&rde die Chancen erh3hen, die
biologische Funktion neuer Substanzen
einzugruppieren. Daher k3nnte das Po-
tenzial der Methode vermutlich durch
eine h3here Zahl von Antik3rpern und
Referenzsubstanzen sowie durch die
Verwendung zus*tzlicher Zelllinien ge-
steigert werden. Die Auswahl der An-
tik3per und der Referenzsubstanzen
kann an die Fragestellung des jeweiligen
Experiments anpasst werden. Ein sehr
positives Merkmal der Methode ist die
M3glichkeit, diejenige Konzentration
einer Verbindung herauszufinden, bei
der sich verschiedenste biologische Pa-
rameter *ndern; solche Informationen
k3nnten n&tzlich f&r die Etablierung
einer optimalen Konzentration sein,
die nicht mit unerw&nschten (z.B. toxi-
schen) Effekten einhergeht. Eine ernst-
hafte Einschr*nkung der Anwendbar-
keit der Methode ist es, dass die not-
wendigen Ger*te sowie die Software in
der Regel nicht in akademischen Labors
vorhanden sind, und dass ihre Anschaf-
fungskosten die M3glichkeiten der aka-
demischen Forschung &bersteigen d&rf-
ten. Die Erh3hung der Zahl der Refe-
renzsubstanzen, der Antik3per und der
Zelllinien k3nnte noch gr3ßere Investi-
tionen in die Screening-Infrastruktur
und die Rechenkapazit*ten erfordern.
Die zellul*ren Zielstrukturen der

meisten chemisch-genetischen Screens
wurden &ber biochemische, affinit*tsba-
sierte Ans*tze identifiziert.[5–8] Diese
Ans*tze erfordern die Verkn&pfung
der biologisch aktiven Substanz mit ei-
nem Hilfsmolek&l („tag“), mit dem das
entstandene Hybridmolek&l an fester
Phase immobilisiert werden kann. Nach
Inkubation dieses Hybridmolek&ls mit
Zell-Lysaten wird die Identit*t der an
die immobilisierte Verbindung gebun-
denen Proteine durch Protein-Mikrose-
quenzierung, massenspektrometrische
Methoden oder Immunblots analysiert.
Als Beispiele f&r erfolgreiche Anwen-
dungen dieses Prinzips k3nnen unter
anderem die Aufkl*rung der Bindungs-
proteine des Naturstoffes FK506[9] sowie
mehrerer Proteinkinase-Inhibitoren ge-
nannt werden.[10–13] Ein m3glicher
Schwachpunkt dieser Methode ist es,
dass die unter den Versuchsbedingun-

gen an die Substanzen bindenden Pro-
teine nicht unbedingt mit den physiolo-
gisch relevanten Bindungspartnern in
einer lebenden Zelle &bereinstimmen
m&ssen. Irreversible Inhibitoren mit re-
aktiven chemischen Funktionalit*ten
weisen diesbez&glich den Vorteil auf,
dass lebende Zellen anstelle von Zell-
Lysaten mit den markierten Inhibitoren
behandelt werden k3nnen, sodass in
diesem Fall anzunehmen ist, dass nur
die tats*chlich physiologisch relevanten
Proteine an die Inhibitoren gebunden
werden. Mit diesem Ansatz wurden
beispielsweise die zellul*ren Bindungs-
partner der irreversibel wirkenden Na-
turstoffe Fumagillin,[14] Parthenolid,[15]

Epoxomicin[16] und Lactacystin[17] iden-
tifiziert.
In einer als „Photoaffinit*ts-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-
kn&pft.[18,19] Trotz ihrer Erfolge weisen
affinit*tsbasierte Ans*tze folgende
Nachteile auf: 1) DieMethode erfordert
eine hohe Affinit*t zwischen der nie-
dermolekularen Substanz und ihrem
zellul*ren Zielprotein, 2) das Zielprote-
in muss in hohenKonzentrationen in der
Zelle vorhanden sein, und 3) die Ver-
kn&pfung eines Hilfsmolek&ls zur Im-
mobilisierung ohne signifikanten Ver-
lust biologischer Aktivit*t erfordert ge-
naue Kenntnisse der Struktur-Wir-
kungs-Beziehungen, und selbst dann
gibt es keine Gewissheit, dass ein mar-
kierter Inhibitor mit gen&gend hoher
Bindungsaffinit*t identifiziert und syn-
thetisiert werden kann.
Zur ?berwindung dieser Schwierig-

keiten wurden verschiedene modifizier-
te Ans*tze vorgeschlagen, z.B. 1) das
Anbringen von Proteinen auf fester
Phase (Protein-Arrays)[20] oder ihre Pr*-
sentation auf der Oberfl*che von Pha-
gen,[21] um die 3rtliche Konzentration
potenzieller Zielproteine k&nstlich zu
erh3hen, 2) das 3-Hybrid-System in
Hefe[22] und 3) das Durchmustern von
Bibliotheken niedermolekularer Sub-
stanzen, die bereits mit einem Linker
ausgestattet sind, &ber den biologisch
aktive Molek&le ohne vorherige chemi-

sche Modifikation an ein Harz gebun-
den werden k3nnen.[23] Das Potenzial
dieser modifiziertenMethoden wird sich
in der Zukunft herausstellen.
Die meisten genetischen Ans*tze

zur Identifizierung von Zielproteinen
wurden f&r Hefe als Modellsystem ent-
wickelt und nutzen die Verf&gbarkeit
vollst*ndiger Sammlungen der &berle-
bensf*higen 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 Hefest*mmen, in denen einzelne
Gene vollst*ndig entfernt wurden.[24–27]

Ein weiterer Ansatz nutzt das Ph*no-
men aus, dass heterozygote Deletions-
mutanten (Hefest*mme, in denen nur
eines der beidenAllele des betreffenden
Genes entfernt wurde) st*rker von Sub-
stanzen inhibiert werden, deren Ziel-
proteine vom verbleibenden Allel ko-
diert werden.[28–30] Genetische Ans*tze
k3nnen eine interessante Alternative zu
affinit*tsbasierten Ans*tzen sein, wenn
letztere nicht zum Erfolg f&hren. Der
bedeutendste Nachteil der Hefe-basier-
ten genetischen Ans*tze k3nnte darin
liegen, dass zum Zielprotein einer Ver-
bindung in menschlichen Zellen
(30000–40000 Gene) nicht unbedingt
ein homologes Genprodukt in Hefe
(etwa 6000 Gene) existieren muss.
Die in diesem Highlight vorgestellte

Methode zur zellul*ren Profilierung der
biologischen Aktivit*ten niedermoleku-
larer Substanzen hat gegen&ber den
bestehenden Methoden zur Aufkl*rung
des Wirkungsmechanismus chemischer
Verbindungen den Vorteil, dass sie we-
der die Verkn&pfung der biologisch ak-
tiven Substanzen mit einem Hilfsmole-
k&l zur Immobilisierung erfordert, noch
dass sie auf Hefe beschr*nkt ist. Aller-
dings erscheint es unwahrscheinlich,
dass mit dieser Methode die zellul*ren
Bindungspartner einer Substanz exakt
auf der Ebene eines einzelnen Proteins
definiert werden k3nnen, da die erhal-
tenen Informationen eher genereller
Natur sind. Daher k3nnte das hier vor-
gestellte Verfahren eine n&tzliche Er-
g*nzung zur Methodenpalette der Che-
mogenetik in F*llen sein, in denen
1) affinit*tsbasierte biochemische An-
s*tze nicht zum Erfolg f&hren oder
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2) das Ziel der Untersuchungen ledig-
lich in der Eingrenzung des Wirkungs-
mechanismus einer Substanz auf einen
Signal&bertragungsweg oder eine Grup-
pe von Proteinen besteht oder 3) andere
Zellsysteme als Hefe von Interesse sind.
Zuk&nftige Anwendungen dieser Me-
thode werden mit Spannung erwartet.
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