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Bioaktive niedermolekulare Verbindungen stellen heutzu-
tage wichtige chemische Werkzeuge zum Studium biologi-
scher Prozesse dar.[1] Somit ist die Auffindung chemischer
Sonden mit neuartigen Wirkmechanismen von großer Be-
deutung und kann zum Beispiel durch ein systematisches
Durchmustern von Substanzbibliotheken nach Ph�notyp-in-
duzierenden bioaktiven Verbindungen erreicht werden.[2]

Solche ph�notypischen Screens liefern oftmals biologisch re-
levantere Treffer als Target-gerichtete Screens, da sie unter
physiologischen Bedingungen ganze Signalwege und nicht
nur isolierte Proteine ber�cksichtigen. Demgegen�ber steht
der Nachteil, dass in einem zweiten Schritt die entsprechen-
den Zielproteine der aufgefundenen Verbindungen identifi-
ziert werden m�ssen.[3] Obwohl in den letzten Jahren unbe-
streitbar signifikante methodische Fortschritte bei der Tar-
getidentifizierung gemacht wurden, bleibt dieser Schritt eine
Herausforderung und verringert die Effizienz ph�notypischer
Screening-Kampagnen.[4] Dies wird bedingt durch die oft
geringen Bindungsaffinit�ten der im Screening identifizierten
Verbindungen bzw. durch die bei den meisten Targetidenti-
fizierungsmethoden bestehende Notwendigkeit der Anrei-
cherung potentiell bindender Proteine �ber eine Affinit�ts-
chromatographie. So lassen sich z. B. schwach bindende oder
von der nativen Umgebung abh�ngige Targetproteine nur
�ußerst schwer auffinden. Im Gegensatz dazu ist die Target-
identifizierung von bioreaktiven Molek�len, die eine kova-
lente Bindung mit dem Protein bilden, eine viel leichtere
Aufgabe. Zwar basiert auch diese Methode auf einer Prote-
inanreicherung �ber eine Affinit�tsaufreinigung; durch die
irreversible kovalente Wechselwirkung mit dem Targetpro-
tein kçnnen jedoch harschere Aufreinigungsmethoden ver-
wendet werden, wodurch reinere Proteinproben und somit
leichtere und eindeutigere Proteinanalysen mçglich wer-
den.[5]

Die Arbeitsgruppe Cravatt hat in den letzten Jahren
bahnbrechende Arbeit auf dem Gebiet der chemischen Pro-

teomik geleistet und dabei effiziente und zuverl�ssige Me-
thoden zur Targetidentifizierung reaktiver Verbindungen
etabliert.[6] In einer neueren Arbeit wurde nun ein neuartiger,
eleganter Ansatz zur Effizienzsteigerung bei ph�notypischen
Screens vorgestellt.[7] Die geniale, dennoch simple Idee hinter
ihrem Konzept besteht darin, ph�notypische Screens mit
bioreaktiven Verbindungen durchzuf�hren. Interessanter-
weise ist dieses Konzept nicht neu, und die Machbarkeit eines
solchen Ansatzes wurde bereits in vorherigen Studien auf-
gezeigt.[8] Jedoch basierte bei diesen Studien die Ausbildung
der kovalenten Bindung auf einer komplement�ren Reakti-
vit�t zwischen der bioreaktiven Verbindung und einer Ami-
nos�ure in der interagierenden Proteinbindungstasche und ist
somit nicht allgemein anwendbar. Demgegen�ber erlaubt das
Integrieren einer photoreaktiven Gruppe, welche unter UV-
Bestrahlung mit fast allen in r�umlicher N�he vorhandenen
Proteinbestandteilen reagiert, eine Bindungsstellen-unab-
h�ngige Ausbildung einer kovalenten Bindung. Deshalb
schlagen Cisar und Cravatt vor, „vollst�ndig funktionalisier-
te“ Verbindungsbibliotheken herzustellen und in ph�notypi-
schen Screens zu verwenden.[7] Solche „vollst�ndig funktio-
nalisierten“ Verbindungen bestehen aus 1) einer photoreak-
tiven Gruppe (z. B. Benzophenon), welche in das eigentliche
pharmakologische Strukturelement integriert wird und 2) ei-
ner Alkin-Modifizierung, welche nach der Photoaffinit�ts-
markierung der entsprechenden Zielproteine eine anschlie-
ßende Proteinanreicherung mittels Klick-Chemie mçglich
macht (Abbildung 1A). Somit verf�gen diese „vollst�ndig
funktionalisierten“ Verbindungen �ber alle chemischen
Funktionalit�ten, um ph�notypische Screens und anschlie-
ßende Proteomik-basierte Identifikationen der photoaffini-
t�tsmarkierten Proteine durchzuf�hren (Abbildung 1B).
Dementsprechend sollte ein solcher Ansatz neuartige nie-
dermolekulare Sonden in einer besonders effizienten Art und
Weise generieren.

Um einen Machbarkeitsbeweis f�r diesen Ansatz zu lie-
fern, synthetisierten Cisar und Cravatt exemplarisch zwei
Verbindungsbibliotheken, welche entweder auf dem Struk-
turmotiv 5-Benzoylindol (BzIndol, Abbildung 1A) oder 7-
Benzoylbenzo-1,4-diazepin-2,5-dion (BzBD) basierten und
somit eine photoreaktive Benzophenon-Gruppe enthielten.[7]

Anschließende Markierungsexperimente, die mithilfe von
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Gelelektrophorese ausgewertet wurden, mit MDA-MB-231-
Krebszellen lieferten dann den Hinweis, dass die hergestell-
ten Verbindungen trotz der Fokussierung der Bibliotheken
beachtlich verschiedene Bioreaktivit�ten aufwiesen. In einem
anschließenden ph�notypischen Screen wurde dann eine
Substanz (1, Abbildung 1A) aufgefunden, welche bei niedri-
gen, nicht jedoch hohen Glucosekonzentrationen eine anti-
proliferative Aktivit�t in MDA-MB-231 Krebszellen zeigte.
Die strukturell verwandte Verbindung 2 (Abbildung 1A),
welche sich von 1 nur durch eine Verschiebung der tert-Bu-
tyloxycarbamoylpiperazincarbonyl-Gruppe von der meta- zur
para-Position unterscheidet, war hingegen inaktiv. Um die
zellul�ren Zielproteine, die den ph�notypischen Effekt her-
vorrufen, zu identifizieren, f�hrten Cisar und Cravatt dann
SILAC-Experimente durch (SILAC: stable isotope labeling
with amino acids in cell culture). Dazu ließen sie Zellen in
Gegenwart isotopenmarkierter Aminos�uren wachsen, in-
kubierten sie dann mit der aktiven (1) oder inaktiven Ver-
bindung (2), bestrahlten sie mit UV-Licht und reicherten
dann entsprechend gebundene Proteine mittels einer Sequenz
aus Klick-Chemie und Affinit�tschromatographie an. Nach-
folgende massenspektrometrische Analysen f�hrten zur
Identifizierung der Proteine Epoxid-Hydrolase-1 (EPHX1)
und der mitochondrial codierten Dehydrogenase-1 (MT-
ND1), einer Untereinheit des mitochondrialen Komplexes I.
Parallel dazu durchgef�hrte Markierungsexperimente, die
mithilfe von Gelelektrophorese ausgewertet wurden, unter-
mauerten diese Ergebnisse. Daher wurde in einem letzten
Schritt der Effekt der Verbindungen auf den mitochondrialen
Komplex I, welcher eine wichtige Rolle bei der mitochond-
rialen oxidativen Phosphorylierung spielt und MT-ND1 ent-
h�lt, untersucht. Verbindung 1 hemmte den Komplex I im
nanomolaren Konzentrationsbereich, w�hrend die inaktive
Verbindung 2 eine zehnfach geringere Hemmung zeigte.

Obwohl die Autoren nicht weiter untersuchten, ob nicht auch
EPHX1 eine Rolle beim Wachstum der Krebszellen spielt,
zeigten ihre Ergebnisse deutlich, dass der antiproliferative
Effekt mit der Hemmung von MT-ND1 zusammenh�ngt.
Insgesamt haben die Autoren somit eindrucksvoll demon-
striert, dass die Anwendung von „vollst�ndig funktionali-
sierten“ Verbindungskollektionen zu einer maßgeblichen
Effizienzsteigerung der Targetprotein-Identifizierung nach
im Hochdurchsatzverfahren durchgef�hrten ph�notypischen
Screens beitragen kann.

Trotz der Vorteile ist das vorgestellte Konzept nat�rlich
auch mit einigen Handicaps belastet. So werden in Zukunft
viel grçßere Bibliotheken von „vollst�ndig funktionalisier-
ten“ Verbindungen f�r Hochdurchsatzanalysen bençtigt. Da
dieser neue Ansatz jedoch nicht auf bereits bestehende
„klassische“ Verbindungsbibliotheken angewendet werden
kann, muss zur Generierung der Kollektionen ein großer (und
teurer) synthetischer Aufwand betrieben werden. Die geringe
Anzahl unterschiedlicher photoreaktiver Gruppen, die meist
auf Benzophenon- oder Trifluormethyldiazirin-Motiven ba-
sieren, ist ein zweiter schwerwiegender Nachteil. Da diese
Komponenten jedoch ein integraler Teil der zu testenden
Verbindungen sind, hat dies direkte Auswirkungen auf die
chemisch-strukturelle Diversit�t der Verbindungsbibliothe-
ken. Des Weiteren haben photoreaktive Gruppen nur eine
begrenzte chemische Stabilit�t gegen�ber etlichen Reakti-
onsbedingungen, welche h�ufig bei der Synthese von Ver-
bindungskollektionen angewendet werden. Diese Ein-
schr�nkungen machen somit eine Weiterentwicklung von
neuen, strukturell verschiedenen und chemisch stabileren
photoreaktiven Gruppen notwendig, um so den Anwen-
dungsbereich von „vollst�ndig funktionalisierten“ Verbin-
dungsbibliotheken zu erweitern. Zuletzt sollte noch vermerkt
werden, dass die Effizienz der Photomarkierung von Ziel-
proteinen nat�rlich auch von der Bindungsaffinit�t bzw. dem
Bindungsmodus abh�ngt, sodass – ungeachtet der Verwen-
dung von „vollst�ndig funktionalisierten“ Verbindungen – die
Targetprotein-Identifizierung in manchen F�llen auch wei-
terhin sehr anspruchsvoll bleiben wird. Somit verbleiben
weitere Herausforderungen f�r das Design und die Synthese
von Verbindungskollektionen, f�r welche die Arbeit von Ci-
sar und Cravatt als Leitfaden dienen kçnnte. In einem
n�chsten Schritt wird es nun notwendig sein, durch die Syn-
these weiterer „vollst�ndig funktionalisierter“ Verbindungs-
kollektionen eine allgemeinere Anwendbarkeit des Konzep-
tes zu belegen.
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Abbildung 1. A) Strukturformeln der „vollst�ndig funktionalisierten“
Verbindungen 1 (aktiv) und 2 (inaktiv), die mittels ph�notypischem
Screening entdeckt wurden.[7] B) Arbeitsablauf eines ph�notypischen
Screens mit „vollst�ndig funktionalisierten“ Verbindungsbibliotheken.
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