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Ungefc'ihr ein Drittel aller im menschlichen Genom codierten Pro-
teine sind Membranproteine. Funktion und Struktur ihrer Trans-
membrandominen sind weitaus weniger gut verstanden als die der
wasserloslichen Regionen. Die grofite Hiirde bei der Untersuchung
dieser Domdnen ist der Mangel an geeigneten exogenen Substanzen,
die als spezifisch bindende Sonden eingesetzt werden konnten. Trotz
dieser Schwierigkeiten ist es in jiingster Zeit mehrfach gelungen, die
Transmembrandomiinen verschiedener Membranproteine gezielt an-
zusteuern. In biophysikalischen Modellsystemen, bakteriellen Mem-
branen und Sdugerzellen konnten hohe Affinititen und Selektivititen

erzielt werden.

1. Einleitung

Membranproteine sind an nahezu allen Vorgingen der
Zellbiologie und -physiologie beteiligt,!'! und iiber 60% der
aktuell am Markt befindlichen Pharmazeutika wirken an
Membranproteinen. Membranproteine sind durch Trans-
membrandominen (TMs) mit iiberwiegend o-helicaler Se-
kundirstruktur in der Membran verankert.”) Allerdings sind
die Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen den Trans-
membranhelices bislang nur wenig verstanden, da es an mo-
lekularen Sonden von ausreichender Affinitit und Spezifitét
fehlt. Konventionelle Sondenmolekiile, wie sie bei der Un-
tersuchung wasserloslicher Proteine zum Einsatz kommen
(z.B. Antikorper), konnen in Transmembranregionen nicht
angewendet werden. Daher besteht in der Molekularbiologie
ein grofles Interesse an der Entwicklung endogener oder
exogener Sonden, mit denen Strukturen und Prozesse wie die
molekulare Erkennung in Membranen, die Faltung von
Membranproteinen, die zelluldre Signaltransduktion, Lipid-
Rafts oder Protein-Lipid-Wechselwirkungen untersucht wer-
den konnen. Dieser Kurzaufsatz konzentriert sich auf die
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Entwicklung exogener Wirkstoffe zur Untersuchung von
Transmembrandoménen.

2. Eigenschaften von Transmembranregionen
in Proteinen

Die Zellmembran, auch Plasmamembran genannt, ist eine
semipermeable Lipiddoppelschicht, die Bestandteil aller le-
benden Zellen ist. Sie dient zur Verankerung des intrazellu-
laren Zytoskeletts und, sofern vorhanden, der Zellwand. Die
Zellmembran enthilt eine Vielfalt biologischer Molekiile, vor
allem Proteine und Lipide (Abbildung 1), die an einer uner-
messlichen Zahl zelluldrer Prozesse beteiligt sind.”!

Unsere Modellvorstellungen der zelluliren Membran
haben sich in den letzten zehn Jahren stark veridndert. Fort-
schritte im Versténdnis der zelluldiren Membranstrukturen
und der molekularen Erkennungsmechanismen in der Mem-
branumgebung haben wichtige Erkenntnisse geliefert, die die
Entwicklung von Wirkstoffen ermdglicht haben, die spezi-
fisch an Transmembrandoménen ansetzen (TMD-Agentien).
Es ist allgemein akzeptiert, dass die Zellmembran ein un-
symmetrisches, komplexes und dynamisches System ist, das
durch die Membranoberfldchen, Kopfgruppenregionen und
Phospholipidketten seine charakteristische Eigenschaften
erhilt. Hinzu kommen integrale Proteine, die Eigenschaften
wie die Dicke, Fluiditédt/Steifigkeit, Oberflichenspannung
und Kriimmung modulieren. Transmembrandoménen weisen
sehr viel mehr Unterscheidungsmerkmale auf als die was-
serloslichen Regionen, die an anderer Stelle bereits umfas-
send diskutiert wurden.*” Im Folgenden betrachten wir ei-

Angew. Chem. 2008, 120, 2784—2793



Membranproteine

Kanalprotein

Glycoprotein

globulires Protein %

Cholesterin integrales Protein
Glycolipid

: . /
peripheres Protein Zytoskelett-

filamente  cytoplasma

Extrazellularraum

Angewandte

Kohlenhydratkette
hydrophile Kopfgruppen

Phospholipid-
Doppelschicht

Phospholipid-
molekiil

Oberflachenprotein

o-Helix— hydrophobe Ketten

Abbildung 1. Aufbau einer Zellmembran mit den in der Phospholipiddoppelschicht eingebetteten Membranproteinen (Wiedergabe aus http://de.

wikipedia.org/ mit Genehmigung des Autors).

nige FEigenschaften, die beim Entwurf exogener TMD-
Agentien entscheidend zu beachten sind.

2.1. Membrandicke

In den meisten Fillen wird angenommen, dass die Dicke
einer zelluldiren Membran der Lénge der Transmembrando-
ménen angepasst ist, weil sowohl der Kontakt hydrophober
Regionen mit Wasser als auch der Einschluss hydrophiler
Abschnitte im aliphatischen Kern der Lipiddoppelschicht
energetisch ungiinstig ist.”! Um ein geeignetes Modell zu
etablieren, das zum Entwurf von Membranproteinen dienen
kann, benotigt man gute Abschédtzungen der Membrandicke —
Literaturwerte schwanken jedoch zwischen 30 und 100 Al
In fritheren Studien wurden Phospholipid-Modelle verwen-
det, um den Einfluss von Cholesterin auf die Dicke der
Doppelschicht zu bestimmen;® dies stellt jedoch eine starke
Vereinfachung dar. Durch Rontgenstreuung in Losung (so-
lution X-ray scattering, SXS) untersuchten Engelman und
Mitarbeiter den Einfluss von Membranproteinen und Cho-
lesterin auf die Membrandicke von Membranfraktionen aus
Ratten-Hepatozyten und Escherichia coli.’ Die SXS-Technik
misst hierbei den Abstand zwischen den elektronenreichen
Phosphatgruppen auf beiden Seiten der Doppelschicht. Die
Doppelschichtdicken von Membranen des endoplasmati-
schen Retikulums (ER) und des Golgi-Apparats sowie von
basolateralen und apikalen Plasmamembranen (gewonnen
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aus Ratten-Hepatozyten) wurden zu (37.5 £ 0.4), (39.5+0.4),
(35.6 £ 0.6) bzw. (42.5+£0.3) A bestimmt. Interessant ist, dass
das Entfernen von 70-90% des Cholesterins aus den Mem-
branen nur vernachldssigbare Auswirkungen auf die Dicke
hatte (<1 A), wohingegen ein Entfernen der Membranpro-
teine zu einer Verbreiterung oder Verschmélerung der
Membran um 4-5 A fiihrte. Die Ergebnisse belegen, dass die
Hypothese, Cholesterin beeinflusse generell die Dicke bio-
logischer Membranen, nicht stimmt — wenngleich ein lokaler
Einfluss durchaus auftreten kann. Die Autoren schlugen ein
modifiziertes Modell biologischer Membranen vor, demzu-
folge Lipidkomponenten und Proteine nicht zwangsldufig
aufeinander abgestimmt sind, sodass sich die Membran nicht
im energetischen Minimum befindet und auf diese Weise erst
Prozesse wie Membranfusion und Proteininsertion ermog-
licht.

2.2. Wichtige Strukturmotive

Man unterscheidet zwei Hauptklassen von Transmem-
brandoméinen: solche mit a-Helices und solche mit p-Fissern
als Hauptsekundirstrukturen.'”’  Gemeinsam ist beiden
Klassen, dass alle Wasserstoffbriickendonoren und -akzep-
toren des Polypeptidriickgrats gesittigt und im Protein ein-
gebettet vorliegen, wahrend unpolare Seitenketten in die
Membran ragen. Der o-helicale Typ ist verbreiteter und
kommt in Zytoplasmamembranen vor, wogegen [-Fass-
Strukturen gewoOhnlich in Porinen und anderen transmem-
branéren Proteinen in der 4u3eren Membran Gram-negativer
Bakterien, Mitochondrien und Chloroplasten vorzufinden
sind."!

Seit langem weifl man, dass spezielle Sequenzmotive in
Transmembranregionen von Proteinen entscheidend zur
Helix-Helix-Packung beitragen. Walters und Degrado fanden
bei der Analyse einer Bibliothek von 445 helicalen Trans-
membranabschnitten aus 31 hoch aufgelosten Strukturen,
dass es insgesamt nur sehr wenige Arten von Tertidrstruk-
turmotiven gibt, die an der Bildung der helicalen Dimere
beteiligt sind (Abbildung 2).!"! Noch wichtiger ist der Befund,
dass diese Tertidrstrukturen charakteristische Sequenzmotive
haben. So korreliert z.B. ein GXXXG-Motiv, das in Trans-
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Cluster 2

Abbildung 2. Anteil helicaler Paare innerhalb bestimmter Cluster (ein
Cluster ist als Gruppe helicaler Dimere mit tiberlagerbaren Strukturen
definiert). Die meisten der helicalen Paare verteilen sich auf eine gerin-
ge Zahl wohldefinierter Cluster (29% der Paare auf Cluster 1 und
67.4% auf die Cluster 1-4). Dies lasst vermuten, dass fiir natirlich
vorkommende Helix-Helix-Packungen in Membranen nur wenige Bin-
dungsweisen begiinstigt sind.

membrandominen héufig vorkommt, mit einem Helixpaar,
das eine parallele linksgidngige Packung in einem Winkel von
ungefihr 40° bildet.” In weiterfiihrenden Studien beschrie-
ben Bowie und Mitarbeiter, dass eine Unterklasse von Gly-
cinzipper-Proteinen mit (G/A/S)XXXGXXXG- oder
GXXXGXXX(G/S/T)-Motiven an der Bildung von Trans-
membrankanilen beteiligt ist.' Dieser Zusammenhang
dient als Ansatzpunkt bei der Entwicklung exogener Wirk-
stoffe, die an Transmembrandominen binden. Bowie merkte
auflerdem an, dass Helix-Helix-Packungen in Transmem-
brandoménen hiufiger antiparallel sind und kleinere Pa-
ckungswinkel aufweisen (hauptsidchlich durch elektrostati-
sche Wechselwirkungen) als losliche Helixpaare;! dies
konnte auch in Computersimulationen bestitigt werden.!""

2.3. Molekulare Erkennung in der Membran

Der hydrophobe Effekt ist eine bedeutende Triebkraft bei
der Proteinfaltung, er tritt aber bei Transmembranregionen,
die in Membranen eingebettet sind, nicht auf (obwohl ana-
loge solvophobe Effekte auch hier eine Rolle bei der Faltung
spielen konnten). Auerdem sind die Sekundérstrukturen in
Transmembranregionen im Allgemeinen starrer, da zwischen
dem Proteinriickgrat und den Phospholipidketten der Um-
gebung keine Wasserstoffbriicken gebildet werden konnen
und die H-Briicken darum intern abgesittigt werden.!” Beide
Faktoren haben zur Folge, dass Membranproteine andere
Aminosadureverteilungen haben als gewohnliche Proteine.
Zweifelsohne spielen Van-der-Waals-Wechselwirkungen eine
wichtige Rolle bei der Assoziation von Transmembran-
domiénen: Es wurde nachgewiesen, dass Membranproteine
eine hohere Packungsdichte aufweisen als 16sliche Proteine,
was auf mehr Van-der-Waals-Kontakte schliefen lisst.®
Diese verstiarkte Proteinwechselwirkung scheint ein Ma$3 an
Stabilitdt zu erzeugen, welches das Fehlen hydrophober Ef-
fekte zu kompensieren vermag. Es wird allgemein ange-
nommen, dass Wasserstoffbriicken sowohl fiir die Struktur-
bildung von Membranproteinen als auch fiir die Assoziation
von Transmembranproteinen wichtig sind.'>""! Studien
haben gezeigt, dass die Bildung einer Asn-Asn- oder Asp-
Asp-Wasserstoffbriicke einen Transmembranpeptidkomplex
um etwa 1 kcalmol ™! stabilisiert.*”
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2.4. Insertion von Aminosduren

Hydrophobe Komponenten in Transmembransegmenten
spielen eine wichtige Rolle bei der Membraninsertion. Hessa
et al. haben darum die Insertion von systematisch konzipier-
ten Transmembransequenzen in Membranen untersucht und
die Ergebnisse dieser Studien in einer Hydrophobieskala
zusammengestellt.?!! Die Autoren analysierten die Trans-
locon-vermittelte Insertion eines H-Segments mit der Se-
quenz GGPG(L,X;y_,)GPGG (n=0-7, X ist die zu testende
Aminosdure) in ER-Membranen. Die ,biologische“ Skala
der effektiven freien Energie (Abbildung 3) weist einige
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Abbildung 3. G’ -Skala, abgeleitet aus Studien mit synthetischen Pep-

tidsequenzen; die jeweilige Aminosaure wurde im Zentrum eines 19
Aminosiuren langen hydrophoben Abschnitts platziert.

Gemeinsamkeiten mit anderen Hydrophobieskalen auf, die
aus biophysikalischen Messungen und aus statistischen Ana-
lysen lipidexponierter Bereiche bekannter Membranproteine
erhalten wurden.? Dies lisst den Schluss zu, dass die mole-
kulare Erkennung von Transmembransegmenten durch di-
rekte Wechselwirkung mit den umgebenden Lipidmolekiilen
zustande kommt.

In einer nachfolgenden Studie wurde die Energiebarriere
fiir die Insertion einer Arg-Seitenkette in das Zentrum einer
Transmembranhelix auf ca. 2.2 kcalmol™ geschiitzt.”! (In-
teressant ist, dass polare Aminosdurereste ohne groflen
Energieaufwand in eine hydrophobe Doppelschicht eindrin-
gen konnen.) Dorairaj und Allen argumentierten dagegen,
dass die tatsichliche Energiebarriere viel hoher sein kann.”*!
Des Weiteren untersuchten White und von Heijne den Ein-
fluss der Sekundérstruktur bei der Insertion. Aus den Er-
gebnissen wurde gefolgert, dass die Bildung von interhelica-
len Asn- und Asp-Wasserstoffbriicken die Translocon-ver-
mittelte Insertion von Membranproteinen erleichtert.””) Er-
neut Hessa et al. untersuchten Segmente, deren C-terminale
Region mit Prolinresten modifiziert war (diese konnen die
Helixstruktur aufbrechen, wihrend N-terminal endsténdige
Proline eine Helix stabilieren kénnen),m und fanden, dass die
Helixbildung ein bedeutender Faktor bei Membraninser-
tionsprozessen ist. Die Ergebnisse zeigten auch, dass die
Einbettung polarer Aminoséurereste in hydrophobe Umge-
bungen von den lokalen strukturellen Gegebenheiten ab-
hingt.?!
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3. Neue Techniken zur Entwicklung von TMD-Wirk-
stoffen

3.1. Screening-Methoden
3.1.1. On-Bead-Screening

Die Methode des partikelbasierten Screening (On-Bead-
Screening) wurde auf kiinstliche Membransysteme wie Ten-
sidmicellen und Phospholipidvesikel angewendet und er-
moglicht das Durchmustern von Transmembranpeptid-
bibliotheken in vitro. In der Standardprozedur wird eine
kombinatorische Datenbank aus Peptidsequenzen auf sol-
venszuginglichen Partikeln (z.B. TentaGel-Granulat) pripa-
riert, wobei jedes Partikel mit einer spezifischen Spezies
versehen wird (,,one bead one species“-Strategie). Durch
spezifische Signale, etwa die Fluoreszenzemission bei Ligand-
Rezeptor-Bindung, wird eine Leitsequenz identifiziert, die
dann mithilfe von Profilierungstechniken mit hoher Genau-
igkeit sequenziert werden kann. Mit dem gut untersuchten
homodimeren Transmembranprotein Glycophorin A (GpA)
als Modellsystem entwickelten Ashish und Wimley eine On-
Bead-Screeningmethode zur Identifizierung transmembran-
bindender Substanzen, die auch das Potenzial fiir Hoch-
durchsatzanwendungen hat.!

3.1.2. Bioanalytisches Screening

Mehrere bioanalytische Methoden wurden entwickelt,
z.B. TOXCAT- und Hefe-Dihybrid(Y2H)-Assays, die das
Hochdurchsatz-Screening von Transmembransequenzen er-
moglichen.?®*! Von Thaminy et al. wurde eine Hochdurch-
satzmethode fiir das Screening von transmembranéren Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen entwickelt, in der ein modi-
fiziertes Split-Ubiquitin-System Verwendung findet.”®! Das
Verfahren beruht darauf, dass die Rekonstitution zweier
Ubiquitinhélften durch eine Protein-Protein-Wechselwirkung
vermittelt wird. Es konnte genutzt werden, um in vivo die
Interaktion der beiden gut charakterisierten Hefe-Trans-
membranproteine Ostlp und Wbplp zu detektieren (Abbil-
dung 4).”® Die Methode wurde auch eingesetzt, um im gro-
Ben Mafstab Wechselwirkungen integraler Membranprotei-
ne in Hefen zu identifizieren.” Ein moglicher Fallstrick bei
der Anwendung des Y2H-Systems ist, dass die beiden Pro-
teinhilften (z.B. Cub und NubG) bereits eine intrinsische
Affinitdt zueinander aufweisen, was die Analyse der Asso-
ziation der untersuchten Transmembranproteine erschweren
kann.

Freeman-Cook etal. enwickelten eine Strategie zur
Identifizierung neuartiger Transmembransequenzen, die die
Transmembrandoméine des (3-Rezeptors von PDGF (Blut-
plattchen-Wachstumsfaktor) erkennen und dessen Aktivie-
rung sowie Zelltransformationen induzieren kénnen.”” Aus-
gangspunkt der Studie war der Befund, dass Rezeptor-Tyro-
sinkinasen durch virale Transmembranproteine, die mit deren
normalen Liganden nicht verwandt sind, aktiviert werden
konnen. Um zu iiberpriifen, ob laterale Protein-Protein-
Wechselwirkungen unter Beteiligung diverser Transmem-
bransegmente zur Aktivierung von Wachstumsfaktoren be-
fahigt sind, wurde das Protein ES aus dem bovinen Papil-
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Abbildung 4. Prinzip des Split-Ubiquitin-Membran-Y2H-Systems. a) Ei-
ne zu untersuchende Transmembransequenz (TM1) wird mit der Cub-
Domine des Ubiquitins und einem kiinstlichen Transkriptionsfaktor
(TF) fusioniert, wihrend eine andere Transmembransequenz (TM2)
mit der NubG-Doméne (Y-NubG) des Ubiquitins fusioniert wird. Bei
Assoziation von TM1 und TM2 findet eine Rekonstitution des Ubiqui-
tins statt, die eine proteolytische Spaltung durch eine Ubiquitin-spezifi-
sche Protease (UBP) und damit die Abspaltung des Transkriptionsfak-
tors nach sich zieht. Der TF aktiviert Reportergene, die das Auftreten
von HIS3"/lacZ*-Hefezellen zur Folge haben. b) Tritt keine Wechselwir-
kung zwischen TM1 und TM2 auf, findet keine Ubiquitinrekonstituie-
rung und damit keine UBP-vermittelte Spaltung statt, sodass HIS37/
lacZ"-Hefezellen resultieren.

lomavirus als Matrix fiir die Identifizierung kleiner Trans-
membranproteine verwendet, die eine Aktivierung des f3-
Rezeptors von PDGF vermitteln konnen. Entscheidend fiir
die Zelltransformation sind hierbei die GIn17-Thr513- und
die Asp33-Lys449-Wechselwirkungen zwischen Protein und
Rezeptor. Das Protein E5 weist eine sehr hydrophobe
Transmembrandoméne auf, in die eine Reihe von Zufalls-
mutationen eingefiihrt wurden. Die Mehrheit der randomi-
sierten Sequenzen vermittelte keine Transformation. Dieje-
nigen Sequenzen, die positiv getestet wurden, zeigten aber ein
hohes Maf} an Varianz. Eine Untersuchung der transformie-
renden Sequenzen ergab, dass an keiner der zufillig mutier-
ten Positionen die im E5-Wildtyp vorkommende Aminosédure
zwingend benotigt wurde; so gut wie jeder hydrophobe Rest
wurde an allen Positionen der Transmembrandomaéne tole-
riert. Dennoch existierte eine starke lokale Préferenz fiir
bestimmte Aminosduren, etwa an den Positionen 18, 20, 24
und 28. Diese Reste fallen génzlich auf eine Seite der Helix
und iiberlappen mit der Kontaktfliche des E5-Homodimers.
Zur Identifizierung einer Konsensus-Sequenz wurde ein Al-
gorithmus verwendet, der die optimale Sequenz Leul§,
Val20, Val24, Leu25, Val28, Leu29 ergab.

Mithilfe eines TOXCAT-Assays wurde die Féahigkeit der
Transmembransegmente untersucht, in Membranen zu di-
merisieren. Man fand heraus, dass sowohl aktive als auch
inaktive Proteine in der Lage sind, innerhalb der Membran
feste Homooligomere (bevorzugt Dimere) zu bilden. Diese
Aktivitdt wurde um 60% vermindert, wenn GInl7 zu Leu
mutiert wurde. In Simulationen zeigte sich, dass aktive Pro-
teine in den Seitenketten der Kontaktflichen signifikante
Ahnlichkeiten zum Wildtyp des Proteins E5 aufweisen und
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dass die Salzbriicke zwischen Asp33 und Lys499 essenziell fiir
die Bildung des Heterodimers ist. Diese Ergebnisse bestiti-
gen, dass die Sequenz von ES bestimmten Randbedingungen
unterliegt, trotz einer beachtlichen Sequenzflexibilitit sowohl
im E5-Homodimer als auch im ES5-Heterodimer mit dem
PDGF-3-Rezeptor.

3.2. Computersimulationen
3.2.1. Vorhersage von Transmembranstrukturen

Eine Membran ist ein fiir die Modellentwicklung am
Computer giinstiges System, da weder Wassermolekiile noch
hydrophobe Wechselwirkungen vorkommen. Eine Vielzahl
von Methoden zur computerunterstiitzten Analyse von
Membranen wurde beschrieben, z. B. durch Kombination der
Van-der-Waals-Energiefunktion mit Mutationsdaten zur
Strukturvorhersage helicaler Dimere.’” In einem anderen
Fall gelang es, das Transmembrandimer von GpA mithilfe
einer Energiefunktion bestehend aus der Summe nur zweier
Terme vorherzusagen: eines negativen Terms fiir den Kontakt
zweier Seitenketten mit bekannter Tendenz zur Helixbildung
und eines positiven Terms fiir die Einbettung sterisch an-
spruchsvoller Seitenketten.®!! Unlingst entwickelten Baker
und Mitarbeiter ein atomgenaues physikalisches Modell, das
fiir einige Transmembrandoménen Vorhersagen von nahezu
atomarer Auflosung (< 2.5 A) ermoglicht.*

Diverse Methoden, die statistische und physikalische
Energiefunktionen kombinieren, sind auch fiir die Vorher-
sage komplexerer Membranproteinstrukturen eingesetzt
worden.**! Als besonders niitzlich erwies sich die Homo-
logiemodellierung zur Vorhersage von Membranprotein-
strukturen, insbesondere wenn keine hochauflosenden
Strukturen fiir Transmembranproteine verfiigbar sind."®

3.2.2. Tiefenabhdngige Potentiale

Senes et al. entwickelten ein empirisches, tiefenabhéngi-
ges Potential fiir die Insertion von Seitenketten in eine
Membran.””! Insertionstiefen und Insertionswahrscheinlich-
keiten einzelner Aminosduren wurden mithilfe von Struk-
turdaten helicaler Transmembrandominen (aus der Protein-
datenbank) berechnet. Vergleiche von Asp mit Asn und von
Glu mit Gln ergaben, dass die freien Carboxygruppen der
Seitenketten von Asp und Glu diese aus den unpolaren Re-
gionen der Doppelschicht ausschliefen. Aus den Daten ist
ersichtlich, dass langkettige polare Reste tiefer in die Mem-
bran eindringen konnen als polare Seitenketten von gerin-
gerer Linge.®™ Vergleicht man die Wechselwirkung von
Membranen mit sauren (Asp und Glu) und basischen (Arg
und Lys) Aminosduren, so stellt sich heraus, dass zwar der
Transfer basischer Aminosduren von Wasser in das Zentrum
der Doppelschicht energetisch ungiinstiger ist, sie tatsachlich
aber 4-5 A tiefer in die Membran eindringen als die ent-
sprechenden sauren Aminosiduren. Diese Erkenntnisse sind
in Einklang damit, dass die Seitenketten von Lys und Arg
langer und flexibler sind und darum leichter in die Membran
eindringen. Dariiber hinaus fiihrt auch die negative Ladung
der Phosphatgruppen dazu, dass basische Aminoséduren tiefer
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in die Doppelschicht eindringen als saure Aminosduren, was
einem intuitiven Verstindnis der Membraninsertion entge-
genkommt. Mithilfe eines tiefenabhingigen Potentials ist
man in der Lage, die Orientierung eines Transmembran-
peptids in der Membran vorherzusagen, was sich besonders
bei der Analyse und dem gezielten Entwurf von Bindungs-
partnern als niitzlich erweist.

3.2.3. Simulation der Insertion synthetischer Foldamere

FEin effizientes grobkoérniges Computermodell zur Be-
schreibung von Lipidmolekiilen wurde von Klein und Mitar-
beitern entwickelt.® Tew et al. fiihrten eine atomar voll-
standige Molekiildynamik(MD)-Simulation durch, in der die
Konformation synthetischer Foldamere an der Wasser-Lipid-
Phasengrenze in Abhingigkeit von der Sequenz und den
chemischen FEigenschaften des Monomers untersucht wur-
de.™ Solche Simulationen helfen beim gezielten Entwurf
exogener Wirkstoffe zur Bindung an Transmembrandoma-
nen, indem sie Substanzen mit hochsten Tendenzen zur
Membraninsertion identifizieren.*!! Allerdings ist die Frage,
ob Simulationen von Membranstrukturen von der Grof3e des
Systems beeinflusst werden, Gegenstand umfangreicher Dis-
kussionen. Die Abmessungen der in den Simulationen ver-
wendeten Membranmodelle sind begrenzt, sodass Artefakte
moglich sind. So haben die planaren Doppelschichtanord-
nungen und Vesikel, wie sie typischerweise experimentell
genutzt werden, Abmessungen im Bereich von Mikrometern,
wihrend derzeitige Rechenleistungen nur die Simulation von
Membranflecken im Nanometerbereich erlauben. Tobias und
Mitarbeiter untersuchten in MD-Simulationen den Einfluss
der Systemgrofle auf die Struktur einer Doppelschicht aus
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC) unter pe-
riodisch verinderlichen Grenzbedingungen.*”! Ein Vergleich
mit Rontgen- und Neutronenbeugungsdaten zeigte, dass in
diesem Fall die Auswirkungen einer begrenzten Systemgrofie
vernachléssigbar waren.

4. Exogene Agentien zur Regulation der Funktion
von Transmembrandomdnen

Transmembranregionen werden gewohnlich als blofe
Ankerstellen fiir die Verankerung integraler Membranpro-
teine in der Phospholipiddoppelschicht betrachtet (mit Aus-
nahme etwa von Transmembranregionen in Ionenkanilen).
Dennoch wurde gefunden, dass laterale transmembranire
Protein-Protein-Wechselwirkungen neuartige Moglichkeiten
fiir die funktionelle Regulation von Membranproteinen bie-
ten. Im Folgenden werden aktuelle Fortschritte bei der Ent-
wicklung exogener Agentien zur Erkennung von Transmem-
brandoméinen als potenzielle pharmakologische Zielstruktu-
ren beschrieben.

Die Kiristallisation und Expression von Membranprotei-
nen ist experimentell schwierig. Mithilfe von synthetischen
Peptiden gelingt es dennoch gut, das Verhalten von Mem-
branproteinen zu studieren. Zum Beispiel existiert eine Fiille
an Daten iiber Peptidmimetika viraler Fusionsproteine.’!
Diese inserieren in membranédhnliche Umgebungen wie un-
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polare Losungsmittel, Tensidmicellen und Phospholipidop-
pelschichten und nehmen leicht Sekundirstrukturen ein. !

4.1. Kernpeptide an T-Zell-Antigenrezeptoren

Manolios et al. beschrieben eine neuartige Methode zur
Inhibierung von T-Zellen durch synthetische Peptide, die von
der Transmembransequenz der a-Kette des T-Zell-Antigen-
rezeptors (TCR) abgeleitet waren.*”] Das in vitro und in vivo
wirkungsvollste Peptid zur Modulation der T-Zell-Funktion
war ein 9-meres Kernpeptid (CP), GLRILLLKV-OH, das der
zuvor bestimmten Assemblierungssequenz von murinem
TCR-a entspricht. Interessant ist, dass das Peptid zwei basi-
sche Seitenketten im Abstand von vier Aminosduren enthilt.
Natiirlich vorkommende Peptide und Proteindomidnen mit
amphipathischen Sequenzen spielen eine entscheidende
Rolle bei Membranumbildungsprozessen wie Fusion, Auflo-
sung und Porenbildung.*! In einer hieran anschlieBenden
Studie wurde gefunden, dass die Mutation einer oder beider
basischer Seitenketten zum vollstédndigen Verlust der Kern-
peptid-Bindung an unilamellare Vesikel fiihrt, was eine
wichtige Rolle in der Membranerkennung vermuten lisst.[*]
Die Kernpeptide sind in der Lage, sowohl in T-Zellen als auch
in andere Zellen einzudringen. Sie inhibieren T-Zellen, indem
sie mit den Transmembrandominen des CD3-Komplexes
wechselwirken und so die Signaliibermittlung zwischen dem
TCR und CD3 unterbrechen. Ein iiber Tris(hydroxyme-
thyl)aminomethan (Tris) verbundenes Konjugat aus dem
Kernpeptid und Palmitinsdure bewirkte eine stirkere Hem-
mung der T-zelluldren Interleukin-2(IL2)-Produktion als das
Peptid allein.®” Ein #hnlicher Effekt konnte auch nach
Konjugation mit einem Zuckermolekiill (1-Amino-
glucosesuccinat) beobachtet werden,’!! was eine mogliche
Anwendung der Kernpeptide als Wirkstofftransporter nahe-
legt. In vivo wirkte das Kernpeptid bei drei T-Zell-vermit-
telten Krankheitsmodellen entziindungshemmend: bei adju-
vansinduzierter Arthritis, bei experimenteller allergischer
Neuritis und bei cyclophosphamidinduzierter Diabetes in
NOD/Lt(F)-M#usen. Ahnliche Wirkungen konnten auch mit
Peptiden beobachtet werden, die zu den d-, &- und y-Trans-
membransequenzen des CD3-Komplexes komplementir
sind.P?

Die Verwendung von D-Aminosduren ist ein verbreiteter
Ansatz bei der Entwicklung von Peptidanaloga. pD-Amino-
sdauren enthaltende Peptide bilden wohldefinierte Sekundér-
strukturen und sind gegen enzymatischen Abbau resistent.
Diese Strategie kam auch bei der Entwicklung nichtnatiirli-
cher Transmembranfoldamere zur Anwendung. Hierbei
zeigten Shai und Mitarbeiter, dass ein diastereomeres Ana-
logon der GpA-Transmembranhelix (20-GpA), in der zwei L-
Val-Reste durch das entsprechende D-Enantiomer ersetzt
waren, in zelluliren Membranen Heterodimere mit Wildtyp-
GpA bildet.”™ Gerber et al. machten sich diese Strategie bei
Kernpeptiden zu Nutze und identifizierten eine Reihe von
Antagonisten D-Aminosdure-haltiger Transmembranpeptide
(D-CPs).’¥! Die Ergebnisse dieser Studie stellten die kon-
ventionelle Sichtweise in Frage, dass zwischen D- und L-Iso-
meren keine sequenzspezifischen Wechselwirkungen auftre-
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ten. Man fand heraus, dass sowohl das D- als auch das L-
Kernpeptid in der Membran mit dem TCR colokalisiert
vorliegen und die TCR-CD3-Wechselwirkung mit vergleich-
barer Wirkung unterbrechen. Dieses Ergebnis ldsst auf eine
Reorientierung des Molekiils in der Membran schlieB3en, so-
dass transmembranire Protein-Protein-Wechselwirkungen
dhnlich wie im nativen Zustand ermoglicht werden. In Tier-
versuchen konnte gezeigt werden, dass das p-Kernpeptid mit
dhnlicher Effizienz wie das L-Isomer gegen Arthritis in Le-
wis-Ratten wirkt (durch Autoimmunsuppression) und zudem
eine verstiarkte Resistenz gegen enzymatischen Abbau auf-
weist.

4.2. Transmembranregionen von ErbB1 und ErbB2

Gerber et al. untersuchten die Homo- und Heterodime-
risierung von Transmembrandoménen der ErbB-Rezeptor-
familie mithilfe exogener Peptide, die die Transmembran-
sequenz aus ErbB1 enthalten.” Die ErbB-Rezeptorfamilie
spielt eine wichtige Rolle bei der Proliferation und Diffe-
renzierung von Krebszellen.’® ErbB-Rezeptoren koénnen
durch Transmembranassoziation Homo- oder Heterodimere
bilden; dies ist ein fiir die Signaltransduktion entscheidender
Vorgang.”” Die Transmembrandominen von ErbB enthalten
zwei GXXXG-Motive, die als Bindestellen I (N-terminal)
und II (C-terminal) bezeichnet werden. Die Autoren schlugen
vor, dass die jeweilige Homodimerisierung von ErbB1 und
ErbB2 an der Bindestelle II und die Heterodimerisierung an
der Bindestelle I stattfindet. Ein synthetisches Peptid des
Transmembransegments aus ErbB1, das lediglich die Binde-
stelle I enthielt, wurde als molekulare Sonde hergestellt, zu-
sammen mit zwei mutierten Kontrollpeptiden; die Mutatio-
nen im G*XXXG*-Motiv der Bindestelle I waren M81V und
G83I. Das Transmembranpeptid des ErbB1-Wildtyps bildet
selektiv ein Heterodimer mit ErbB2, indem es das bestehende
ErbB2-Homodimer verdringt. Die Mutation M81V zeigte
eine dem Wildtyp dhnliche Affinitidt zu ErbB2, wihrend die
Affinitdt von G831, bei dem der offenbar entscheidende Gly-
Rest ersetzt ist, deutlich verringert ist. Diese interessante
Entdeckung ldsst den Schluss zu, dass eine einzelne Trans-
membrandomine, namentlich ErbB1, zwei Erkennungsmo-
tive enthilt: Bindestelle II zur Homodimerisierung und Bin-
destelle I zur Heterodimerisierung.

4.3. D-Aminosdiure-Peptide als Inhibitoren von gp41

Die N-terminale Fusionsdomine des Glycoproteins gp41
aus der Hiille des humanen Immundefizienzvirus1 (HIV-1)
initiiert die Fusion der viralen mit einer zelluliren Membran,
was unmittelbar zur Infektion der Wirtszelle mit HIV-1
fiihrt.® Ein 33 Aminosiuren langes Fusionspeptid, das dem
N-terminalen Segment von gp41(WT) entspricht, inhibiert
die gp41-vermittelte Zellfusion, indem es an die N-terminale
Domine von gp41 bindet und so die Bildung inaktiver He-
teroaggregate bewirkt.”” Pritsker et al. fanden heraus, dass
das D-Aminosduren enthaltende Peptidmimetikum des
Wildtyps (D-WT) ebenfalls die gp4l-vermittelte Zellfusion
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inhibiert® und zudem resistent gegen proteolytische Spal-
tung ist. Mit Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie wurde
nachgewiesen, dass WT und D-WT in einem Trifluorethan/
Wasser-Gemisch spiegelbildlich zueinander auftreten, wih-
rend mit ATR-IR-Spektroskopie (ATR =abgeschwichte
Totalreflexion) fiir beide Enantiomere dhnliche Strukturen
und Orientierungen in der Membrandoppelschicht nachge-
wiesen wurden. Dieses Ergebnis macht deutlich, dass die
Chiralitat des Wildtyps bei der Erkennung der N-terminalen
Doméne von gp4l in der Membranumgebung keine Rolle
spielt. Es ist zu erwarten, dass weitere Studien Kriterien fiir
die Entwicklung proteaseresistenter antiviraler Therapeutika
liefern konnten.

4.4. Transmembrandomdnen von GPCRs

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) bilden eine
Uberfamilie von Transmembranproteinen, die an der Er-
kennung extrazelluldrer Signale, der Aktivierung interner
Signaltransduktionswege und letztendlich der Zellantwort
beteiligt sind.®! GPCRs sind Zielstruktur von 50% aller ak-
tuell am Markt befindlichen Pharmazeutika, obwohl sie nur
die viertgrofite Proteiniiberfamilie im menschlichen Proteom
stellen (ca. 3% des Genoms).””l GPCRs sind durch sieben
Transmembrandoménen charakterisiert (Abbildung 5). Bou-
vier und Mitarbeiter verwendeten ein von der sechsten
Transmembrandoméne (Position 276-296) abgeleitetes Pep-
tid des f,-adrenergen Rezeptors (f,-AR), das ein dimerisie-
rungsinduzierendes GXXXG-Motiv aufweist, zur Inhibie-
rung der B,-AR-Dimerbildung.® Die Autoren fanden, dass
die meisten der dimeren [3,-ARs in Sf9-Zellmembranen und
Micellen in Gegenwart des Transmembranpeptids VI in die

Abbildung 5. Verschiedene Ansichten des humanen (,-adrenergen G-
Protein-gekoppelten Rezeptors, fusioniert mit T4-Lysozym (rot), das
die Bildung von qualitativ hochwertigen Kristallen erméglicht: a) seit-
lich, b) ,von unten“ (aus Richtung des Zytoplasmas) und c) ,von
oben“ (aus extrazellulirer Richtung).®!
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Momomere iiberfiihrt werden. Dagegen erwies sich die inhi-
bitorische Wirkung eines vom Transmembranpeptid VII des
B,-AR abgeleiteten Peptids als vernachlédssigbar gering. Ta-
rasova et al. fanden beim Screening der Peptide aus allen
sieben Transmembrandominen des CXC-Chemokinrezep-
tors (CXCR4), dass die Transmembranpeptide mit der Se-
quenz der zweiten und sechsten Transmembrandomine die
SDF-1-induzierte Signaltransduktion durch den CXC-Re-
zeptor aufhebt.® Am wirksamsten war das Peptid CXCR4-2-
2 (ein aus der zweiten Transmembrandomine des CXCR4
abgeleitetes, 24 Aminosiduren langes Peptid), das bereits bei
0.2 um jegliche Signaltransduktion blockierte. Weiter wurde
gezeigt, dass auch andere Analoga von Transmembrando-
ménen in der Lage sind, die Aktivitdt ihrer zugehorigen
GPCRs aufzuheben (z.B. von CCRS5 und CCKAR), was
vermuten ldsst, dass dieser Ansatz allgemein zum gezielten
Entwurf modulierender Peptide der GPRC-Uberfamilie an-
gewendet werden kann.

4.5. allb-Transmembranpeptide

Der Thrombozyten-Fibrinogenrezeptor allbf3 liegt im
Gleichgewicht zwischen einer inaktiven und einer aktiven
Konformation vor. Man geht davon aus, dass sich die Trans-
membranhelices der a- und $-Untereinheiten dieses Integrins
in ruhenden Thrombozyten heteromer zusammenlagern und
als Folge einer Thrombozytenaktivierung dissoziieren.[*-5¢-¢7]
Der allb-Transmembrandoméne entsprechende Peptide bil-
den in vitro und in bakteriellen Membranen ebenfalls Ho-
modimere, wobei die an der Wechselwirkung beteiligte
Kontaktfliche mit der transmembraniren ollb-f3-Binde-
stelle iiberlappt.®® Das allb-allb-Homoassoziat ist relativ
stark gebunden, sodass dessen Bildung die heterodimere
allb-B3-Wechselwirkung zu unterbrechen vermag. Entspre-
chend wurden Peptide der allb-Transmembrandoméne zur
Aktivierung des oIlbp3-Integrins verwendet.®! Hierzu wur-
den jeweils aus 23 Aminosduren bestehende Peptide, die der
olIb- und der p3-Transmembrandoméne entsprechen, durch
Festphasensynthese hergestellt. Zur Verbesserung der Was-
serloslichkeit und zur Erleichterung der Membraninsertion
wurden Lysinreste an beide Termini angefiigt. Mit beiden
Peptiden konnte die allb-f3-Wechselwirkung unterbrochen
und so Thrombozytenaggregation induziert werden. Ein nicht
verwandtes Kontrollpeptid, die Modell-Transmembrando-
méne MS-1, zeigte keinen Effekt. Ebenfalls gering war die
Wirkung eines allb-Transmembranpeptids, dessen Glyci-
ne 972 und 975 (entsprechend der ersten und letzten Position
des GXXXG-Motivs) durch Leucin ersetzt waren. Yin et al.
stellten fest, dass ein mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
markiertes ollb-Transmembranpeptid in einer Grofenaus-
schlussgelfiltration mit aufgereinigtem alIbf33 coeluiert, wo-
durch die Bindung des allb-Transmembranpeptids an oIIbf3
bestitigt wurde. Die Selektivitédt dieser Peptide wurde in ei-
nem TOXCAT-Assay untersucht,” der aufzeigte, dass das
ollb-Transmembranpeptid spezifisch die Transmembrando-
ménen der allb-Untereinheit des Integrins allbf3 erkennt,
nicht aber andere homologe Transmembrandoméinen in der
inneren Membran von E. coli.
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4.6. CHAMP-Peptide

Fiir den gezielten Entwurf von Proteinen, die wasserlos-
liche Regionen eines Zielproteins erkennen, steht eine Fiille
rechnergestiitzter Methoden zur Verfiigung,”' " wiihrend fiir
Transmembranregionen nur wenige Verfahren bekannt sind.
DeGrado und Mitarbeiter beschrieben eine allgemeine
Strategie fiir den rechnergestiitzten Entwurf von Anti-TMD-
Peptiden auf der Grundlage tiefenabhéngiger Kraftfelder
(siche Abschnitt 3.2.2). Die hiermit erhaltenen CHAMP-
Peptide (CHAMP =calculated helical anti-membrane pro-
tein) erkennen Transmembranhelices auf sequenzspezifische
Weise. Yin et al. nutzten die Methode zum Entwurf eines
Peptids, das die Transmembranhelix der a-Untereinheit des
Thrombozytenintegrins aIlbf3 spezifisch erkennt.™ Ein fiir
die Erkennung der allbf3-Transmembranhelix entwickeltes
Peptid induzierte durch Unterbrechung der heterodimeren
alIbp3-Helix-Helix-Wechselwirkung die Aktivierung des In-
tegrins (Abbildung 6).

aktiv inaktiv aktiv
CHAMP
-
ADP
— \-»
ry —_—

Abbildung 6. Regulation des Integrins allbB3. Da die Transmembran-
dominen der a- und B-Untereinheit im inaktiven Zustand des Inte-
grins interagieren, fiihrt jede Destabilisierung dieser Wechselwirkung
zu einer Dissoziation der Transmembrandomainen und damit zur Akti-
vierung des Integrins. Dies geschieht in Thrombozyten bei Stimulation
durch Agonisten wie ADP. CHAMP-Peptide destabilisieren diese Wech-
selwirkung, indem sie die Interaktion zwischen den Transmembranheli-
ces der a- und B-Untereinheiten blockieren.

Der gezielte Entwurf von CHAMP-Peptiden zur Erken-
nung der allb-Transmembranhelix begann mit dem Absu-
chen der helicalen Sequenz nach Motiven, die eine hohe
Wahrscheinlichkeit fiir die Beteiligung an Protein-Protein-
Wechselwirkungen aufweisen. Im nédchsten Schritt wurde
basierend auf den bekannten Strukturpréferenzen der in der
Helix gefundenen Motive eine Riickgratkonformation des
erwarteten allb-CHAMP-Komplexes ausgewihlt. Abschlie-
Bend wurde die Sequenz der bindenden Helix mithilfe eines
Algorithmus, der die Packung der Seitenketten beschreibt,
entworfen. Die nach der Methode entwickelten Peptide bin-
den in Micellen an die allb-Transmembransequenz und zei-
gen in Sdugerzellen eine starke Aktivierung nativer alIbB3-
Rezeptoren. Diese Ergebnisse verdeutlichen, welches Po-
tenzial die CHAMP-Methode fiir die Entwicklung hochaffi-
ner Molekiile zur Modulation von Membranproteinen birgt.

Mit dem entworfenen ollb-Peptid war es auBerdem
moglich, den Mechanismus der Integrinaktivierung zu un-
tersuchen. Hierbei wurde gefunden, dass ein Blockieren der
Bindestelle an der allb-Transmembranhelix, die den Kontakt
zur 3-Transmembranhelix herstellt, zur Aktivierung des In-
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tegrins fiihrt. Dieses Ergebnis bestitigte die Hypothese, dass
eine Aktivierung die Trennung der Helices erfordert.l*!

Der CHAMP-Ansatz steht folglich als allgemeine Me-
thode fiir die Untersuchung von Mechanismen, Strukturen
und Funktionen von Membranproteinen zur Verfiigung.
Dariiber hinaus bietet er einen allgemeinen Zugang zu Pep-
tiden, die an die Transmembranregionen beliebiger Ziel-
strukturen binden konnen. Die CHAMP-Methode ergénzt
daher das Spektrum konventioneller antikOrperbasierter
Methoden, die derzeit nur auf wasserlosliche Proteinregionen
anwendbar sind.

4.7. Inhibitoren von ABC-Transportern

Tarasova etal. entwickelten eine Reihe peptidischer
Inhibitoren des P-Glycoproteins (P-gp), eines ABC-Trans-
porters."®1 ABC-Transporter vermitteln den ATP-abhingi-
gen Intermembrantransport vieler Substanzen, die fiir die
Zellfunktion unentbehrlich sind. Der Strukturkern der ABC-
Transporter besteht aus zwei Membrandoménen aus jeweils
sechs helicalen Transmembransegmenten. Basierend auf der
erfolgreichen Entwicklung von GPCR-abgeleiteten Peptiden
synthetisierten Tarasova et al. Derivate aller zwolf Trans-
membranhelices von P-pg mit einem monoterminal einge-
bauten Asp-Asp-Dipeptid. Mit der Modifizierung war beab-
sichtigt, die Membraninsertion zu erleichtern. Das Inhibitor-
vermogen der Peptide wurde mit einem Tiipfelplatten-Assay
untersucht, der auf dem Efflux des fluoreszierenden P-gp-
Substrats  3-Ethyl-2-[3-(3-ethyl-2(3H)-benzoxazolyliden)-1-
propenyl]benzoxazoliumiodid (DiOC,) beruht. Die Unter-
suchungen ergaben, dass die getesteten Transmembranpep-
tide potente und selektive Inhibitoren des ABC-Transporters
sind, indem sie die transmembranire Assemblierung von P-
gp unterbrechen. Interessant ist, dass die Mindestldnge eines
Peptids mit detektierbarer Aktivitdt 15 Aminosduren betrigt,
was darauf hindeutet, dass keine membrandurchspannenden
Peptid-Target-Komplexe gebildet wurden. Aulerdem konnte
gezeigt werden, dass die P-gp-Inhibition nicht von der Chi-
ralitdt der Transmembranpeptide abhéngt. So inhibierte das
25 Aminosduren lange retroinverse Peptid retro-MDR-1-5-4
(all-p), das der fiinften Transmembrandoméne von P-gp
entspricht, den Efflux des fluoreszierenden P-gp-Substrats
mit einem ICs;-Wert von (0.5 £+ 0.2) um. Zum Vergleich ergab
das entsprechende all-L-MDR-1-5-4 einen ICs,-Wert von
(1.1 £0.3) um. All-D-Peptide sind resistent gegen enzymati-
schen Abbau und konnen daher auch in vivo als P-gp-Inhi-
bitoren verwendet werden. Die an P-gp antagonistisch wirk-
samen Transmembranpeptide waren in der Lage, resistente
Krebszellen in vivo effizient gegen Doxorubicin zu sensibili-
sieren, ohne dabei selbst zytotoxisch zu sein. Eine Weiter-
entwicklung dieser Peptide als Resistenzinhibitoren scheint
daher aussichtsreich.

5. Ausblick

Die Regulation von Protein-Protein-Wechselwirkungen
durch niedermolekulare Substanzen gilt als eine gro3e Her-
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ausforderung im Bereich der Wirkstoffentwicklung.”® Mehr
noch ist die Wechselwirkung zwischen Transmembranprotei-
nen ein praktisch unberiihrtes Feld innerhalb der chemischen
Biologie. Kiirzliche Studien von Matile und Mitarbeitern, die
synthetische Oligophenylenderivate zum Aufbau membran-
durchspannender Poren in lebenden Zellen einsetzten, bieten
aber erste vielversprechende Perspektiven.[”! Oligophenylen
war bereits als Mimetikum o-helicaler Proteinregionen ge-
nutzt worden,®* sodass nun eine Strategie zur Regulation
von Protein-Protein-Wechselwirkungen in Membranen zur
Verfiigung steht.

Die hier besprochenen Studien belegen, wie exogene
Wirkstoffe, vor allem Peptide, fiir die hochaffine und spezi-
fische Erkennung von Zielstrukturen eingesetzt werden
konnen. Die Methoden erginzen die bekannten antikorper-
basierten Verfahren, die nicht in zelluldiren Membranen an-
gewendet werden konnen. Angesichts der Tatsache, dass die
Assoziation lateraler Transmembranhelices als zunehmend
wichtig fiir die Faltung, Assemblierung und Signaltransduk-
tion von Membranproteinen erkannt wird,”! kénnten sich
derartige exogene Substanzen als geeignete Reagentien zur
Untersuchung dieser Prozesse erweisen.”-* Trotz zahlrei-
cher Hiirden, die mit den physikalischen Eigenschaften von
Peptiden verbunden sind, steht in Aussicht, dass solche exo-
genen Wirkstoffe letztlich Anwendung in der medizinischen
Diagnostik oder Therapie finden konnten. Mit der zuneh-
menden Ubertragung von ,,wéssrigen Techniken auf Mem-
bransysteme (z.B. das bei der Wirkstoffentwicklung verwen-
dete Tethering)®™ konnten wir in naher Zukunft einen ra-
schen Anstieg der Zahl an TMD-Agentien erleben.

Ich danke der University of Colorado und der Colorado In-
itiative of Molecular Biotechnology fiir die finanzielle Unter-
stiitzung.
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