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Strukturbasierte Entwicklung einer Affinititssonde fir Sirtuin 2

Matthias Schiedel, Tobias Rumpf, Berin Karaman, Attila Lehotzky, Stefan Gerhardt,
Judit Ovadi, Wolfgang Sippl, Oliver Einsle und Manfred Jung*

Abstract: Sirtuine spalten NAD"-abhiingig Acylreste von Ly-
sinen in Proteinen ab. Eine Fehlregulation von humanem Sirt2
wurde mit der Entstehung von Krebs, entziindlichen und
neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung gebracht,
was es zu einem vielversprechenden Zielprotein fiir die Wirk-
stoffforschung macht. Hier prasentieren wir die Entwicklung
der ersten Sirt2-selektiven Affinititssonde auf Basis einer
Kristallstruktur von Sirt2 in Komplex mit einem optimierten
Hemmstoff aus der Klasse der SirReals (,,Sirtuin Rearranging
Ligands®). Dieser zeigt verbesserte Wirkpotenz, Wasserlos-
lichkeit und zellulire Wirksamkeit. Die langsame Dissoziation
des Enzym-Sonden-Komplexes ermoglicht die Erschlieffung
neuer Anwendungsgebiete fiir die SirReals, darunter biophy-
sikalische ~ Charakterisierungsmethoden,  fragmentbasiertes
Wirkstoffscreening und Pull-Down-Experimente. Dies macht
unsere SirReal-Sonde zu einem wertvollen Werkzeug fiir wei-
terfiihrende Studien in der Sirtuin-Biologie.

N AD"-abhingige Proteindesacylasen, sogenannte Sirtuine,
wurden urspriinglich als Histondesacetylasen (HDACS) der
Klasse IIT beschrieben.! In den zuriickliegenden Jahren
wurde jedoch auch eine Vielzahl an Nicht-Histon-Substraten,
wie etwa p53,”! NFkB,®! a-Tubulin® und BubR1P! identifi-
ziert. Neben der Ne-Desacetylierung acetylierter Lysinsei-
tenketten sind Sirtuine in der Lage, die Abspaltung weiterer
posttranslationaler Proteinmodifikationen zu katalysieren,
z.B. eine Demyristoylierung!® oder Desuccinylierung.”
Zudem katalysieren Sirtuine ADP-Ribosylierungen.”! Durch
Wechselwirkungen mit ihren Substratproteinen sind Sirtuine
an der Regulation unterschiedlichster zelluldrer Prozesse
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beteiligt, darunter Apoptose, Mitose, entziindliche Prozesse,
Zellalterung und Metabolismus. Das menschliche Genom
kodiert fiir sieben unterschiedliche Sirtuin-Isotypen, die sich
durch ihre subzelluldre Lokalisation und ihre katalytische
Aktivitait unterscheiden.”) Das humane Sirtuin2 (Sirt2)
wurde sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern nachge-
wiesen. Durch die Desacylierung seiner Substrate agiert Sirt2
als wesentlicher Regulator von Zellzyklus,”! Autophagie'”!
und peripherer Myelinierung!!!! sowie als Suppressor von
Entziindungen im ZNS.'? Auch die Beteiligung von Sirt2 an
der Tumorgenese ist Gegenstand aktueller Untersuchungen.
Grundsitzlich kann Sirt2 bei bestimmten Krebsarten als Tu-
morsuppressor angesehen werden,'” jedoch konnte auch
gezeigt werden, dass es in der Lage ist, eine entgegengesetzte
Funktion als Promotor des Tumorwachstums auszuiiben.™
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Sirt2-kataly-
sierte Desacetylierung von H3K18Ac einen entscheidenden
Einfluss auf die Wirtszelltranskription im Verlauf von bak-
teriellen Infektionen hat.”! In Anbetracht der Diversitiit der
Sirt2-Substrate und der damit verbundenen nachgeschalteten
Effekte ist es offensichtlich, dass potente und selektive Sirt2-
Hemmstoffe benotigt werden, um das Potenzial von Sirt2 als
mogliches Zielprotein fiir Therapieansitze zur Bekdmpfung
von Krebs, entziindlichen und neurodegenerativen Erkran-
kungen genauer zu untersuchen. Obwohl in letzter Zeit eine
Reihe hochpotenter Sirt2-Hemmstoffe beschrieben wurde
(siehe Abbildung S1)," ist bis zum heutigen Tage kein Sirt2-
selektiver Inhibitor Gegenstand klinischer Studien. Potente,
isotypselektive und wirkstoffihnliche Modulatoren der Sirt2-
Aktivitit mit nachgewiesener zelluldrer Wirksamkeit sind
immer noch rar. Kiirzlich konnten wir mit den so genannten
SirReals (,,Sirtuin Rearranging Ligands“) eine neue Klasse
von hochpotenten und gleichermafien selektiven Sirt2-
Hemmstoffen etablieren (Abbildung 1).1'"!

Infolge ihrer Bindung verursachen diese Inhibitoren eine
strukturelle Umordnung des aktiven Zentrums von Sirt2 und
erschlieBen so eine bisher unbekannte Bindungstasche.
Dieser besondere Wirkmechanismus bildet die Grundlage
sowohl fiir die hohe Wirkpotenz der SirReals als auch in be-
sonderem Mafe fiir ihre Isotypselektivitdt. Daher wurde die
neu gebildete Bindungstasche als ,,Selektivitdtsbindungsta-
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Abbildung 1. Strukturen der Sirt2-Hemmstoffe SirReall (1) und Sir-
Real2 (2).

SirReal2 (2)
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sche* bezeichnet. SirReal2 (2) ist mit einem ICs,-Wert von
0.4 uM an Sirt2 und einer bemerkenswerten Selektivitdt der
vielversprechendste Vertreter unter den SirReals der ersten
Generation.!'"”! Zur weiteren Charakterisierung dieser Inhi-
bitorklasse und um die einzigartigen Eigenschaften der Sir-
Reals fiir neue Anwendungen zu erschliefen, haben wir uns
entschlossen, eine Affinititssonde fiir Sirt2 zu entwickeln.
Dieser Prozess wurde von den strukturellen Erkenntnissen
gelenkt, die wir aus Sirt2-SirReal-Komplexen gewinnen
konnten. Um Zugang zum Sirt2-gebundenen SirReal zu er-
langen, ohne dass der Ligand an Affinitdt und Selektivitét
einbiifit, wollten wir den Acyllysin-Tunnel nutzen, der vom
aktiven Zentrum von Sirt2 bis hin zur Proteinoberfldche
fithrt. Da die Methylarylgruppe der SirReals diesem Tunnel
zugewandt ist,l'”! brachten wir einen PEG-Linker, der eine
Biotin-Markierung an einem seiner Enden trdgt, an diesen
Teil des Inhibitors an. Da Docking-Experimente ergaben,
dass groBere Substituenten am Naphthylrest des potenteren
SirReal2 (2) zu einer sterischen Hinderung der Liganden-
bindung fiithren sollten, wihlten wir das weniger sperrige
Benzylderivat SirReall (1) als Ausgangspunkt fiir die Ent-
wicklung der Sirt2-Affinitdtssonde (Abbildung S2).

Um unsere Herangehensweise bei der Entwicklung der
Sonde zu iiberpriifen, synthetisierten wir zunéchst die beiden
neuen SirReals (9, 10; Schema 1), angelehnt an die von uns
bereits beschriebene Synthese von SirReall (1).'") Im ersten
Schritt wurde 3-Aminophenol (3) propargyliert, dann wurde 4
iiber eine Meerwein-Reaktion zum a-Chlorpropanal § um-

o =1To =Toy
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gesetzt.™ Durch Kondensation von 5 mit Thioharnstoff
wurde die Verbindung 6 mit Aminothiazol-Grundgertist ge-
wonnen.'! Die Acetylierung von 6 mit Chloracetylchlorid
lieferte Verbindung 7, die anschlieBend durch nukleophile
Substitution mit Dimethylmercaptopyrimidin Verbindung 8
ergab.'” Zuletzt wurde 8 in einer Cu-katalysierten Huisgen-
Cycloaddition zu 9 und 10 oder zur SirReal-Affinitdtssonde
(11) umgesetzt."!

Die Triazole 9 und 10 konnten durch Testung in einem
homogenen fluoreszenzbasierten Sirt2-Aktivititsassay®'! als
neue Sirt2-Hemmstoffe identifiziert werden (Tabelle 1), die
mehr als 20-fach potenter sind als ihre Stammverbindung
SirReall (1).

Diese SirReals der zweiten Generation zeigen neben
einer verstarkten Wirkpotenz eine verbesserte Wasserlos-
lichkeit unter Beibehaltung der exzellenten Isotypselektivitit
der SirReals der ersten Generation (Tabelle 1). Durch eine

Tabelle 1: |C5-Werte der SirReals der zweiten Generation (9, 10), der
SirReal-Sonde (11) und von SirReall und 2 (1, 2) als Vergleichssub-
stanzen.

Verbindung Sirt1 1Cs [um] Sirt2 1Cy [uM] Sirt3 1Cyo [uM]
1 >100 3.745+0.831 >100
2 >100 0.435+0.083 >100
9 >100 0.163+0.014 >100
10 >100 0.118 +0.006 >100
1 >100 0.305+0.111 >100
NH, Kristallstruktur von Sirt2 in Kom-

plex mit 9 gelang es uns, den vor-
hergesagten Bindungsmodus zu be-
6 stiatigen (PDB-ID 5DYS5). 9 bindet
an Sirt2 dhnlich wie SirReall und
2.7 ITm Vergleich zum Benzylrest
von SirReall (1) im Komplex mit
Sirt2 ist jedoch der Benzyloxyrest
von 9 leicht verdreht. So gelang es,
wie geplant mit dem substituierten

O—

DMF (1:1:1), 20°C, 12 h, 37% Ausbeute.
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Schema 1. Synthese von 9, 10 und der SirReal-Sonde (11). Reagentien und Reaktionsbedingungen:
a) Propargylbromid, NaOH, Acetonitril, 20°C, 12 h, 75% Ausbeute; b) NaNO,, HCl, Wasser, 0°C,

20 min; dann Acrolein, CuCl,-2H,0, Aceton, 20°C, 3 h; c) Thioharnstoff, Ethanol, Riickfluss, 2 h,
18 % Ausbeute iiber zwei Stufen; d) Chloracetylchlorid, DIPEA, Acetonitril, 20°C, 2 h, 99% Ausbeute;
e) 4,6-Dimethylmercaptopyrimidin, Na,COs, KI, DMSO, 20°C, 2 h, 76 % Ausbeute; f) Benzylazid,
Natriumascorbat, CuSO,, TBTA, Wasser/tBuOH/DMF (1:1:1), 20°C, 12 h, 72% Ausbeute; g) 1-
Azido-2-methoxyethan, Natriumascorbat, CuSO,, TBTA, Wasser/tBuOH/DMF (1:1:1), 20°C, 12 h,
50% Ausbeute; h) Azido-PEG11-biotin-Konjugat, Natriumascorbat, CuSO,, TBTA, Wasser/tBuOH/

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

h' Triazol auch den Acyllysin-Tunnel
zu besetzen, was bei SirReall und 2

o N/’\ nicht der Fall ist. Eine zusitzliche
HNJQ’S N Stabilisierung der Ligandenbindung
ST wird durch eine Wasserstoffbriicke

zwischen dem Triazolteil und Arg97
SirReal-Sonde (11) »\_NH der Kofaktorbindungsschleife er-
HN moglicht (Abbildung 2 und S3).

Da wir also zeigen konnten, dass
der N-substituierte Triazolrest dem
Eingang des Acyllysin-Tunnels zu-
gewandt ist, konnten wir wie ge-
plant mit der Entwicklung unserer
SirReal-Sonde fortfahren. Um fest-
zustellen, ob die zusitzlichen tria-
zolvermittelten Wechselwirkungen
und die Besetzung des Acyllysin-
Tunnels auch unter physiologischen
Bedingungen von Bedeutung sind,
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Abbildung 2. Bindungsmodus von 9 (Stabmodell, gelb) in Sirt2, wech-
selwirkende Aminosiurereste in blau. Wasserstoffbriicken sind als
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haben wir die zelluldre Aktivitdt von 9 und 10 mittels Im-
munfluoreszenzmikroskopie untersucht. Die SirReals der
zweiten Generation fiihren im Vergleich zur vorherigen
Leitstruktur SirReal2 (2) zu einer verstirkten Tubulin-Hy-
peracetylierung (Abbildung S4), was sowohl eine Folge ihrer
verstarkten Wirkpotenz als auch der verbesserten Wasser-
l6slichkeit sein kann. Daher synthetisierten wir schlieSlich
wie geplant die SirReal-Sonde (11), indem wir das Alkinde-
rivat 8 mit einem pegylierten Biotin mit endstdandiger Azid-
funktion umsetzten (Schema 1). Fiir die erhaltene Sonde
konnten wir in einem homogenen fluoreszenzbasierten Ak-
tivititsassay®!! einen ICs-Wert von 0.3 um bestimmen. Zur
weiteren biophysikalischen Charakterisierung der SirReal-
Sonde verwendeten wir die Biolayer-Interferometrie. Diese
ermoglicht es, Wechselwirkungen zwischen der immobili-
sierten SirReal-Sonde und Sirt2 als Verschiebung des Inter-
ferenzmusters des an einer Biolayer reflektierten Lichtstrahls
nachzuverfolgen. Dabei konnten wir eine dosisabhingige
Bindung von Sirt2 an die immobilisierte Sonde zeigen, und als
Geschwindigkeitskonstanten ~ wurden k., =6.89 £0.22 x
10°m~'s™! und ko;=6.9940.31 x10"*s™! bestimmt. Dies re-
sultiert in einem KD-Wert von 0.1 um (Abbildung 3a). Die
Linearitit der Bindung (+*=0.9774) ist in Abbildung S5 dar-
gestellt. Die bereits erwihnte ,,Selektivitdtsbindungstasche®
wird von zwei Schleifen der Scharnierregion gebildet, die eine
Domiéne mit Rossmann-Faltung mit der Zinkbindungsdo-
méne verkniipfen. Sirt2 vollzieht wihrend des Katalysevor-
gangs eine Konformationsdnderung, bei der sich die ge-
nannten Doménen einander anndhern. Binden SirReals im
aktiven Zentrum von Sirt2, wird dieser Prozess unterbunden,
wobei das Enzym in seiner offenen Konformation stabilisiert
wird."! Durch unsere kinetischen Untersuchungen, die eine
sehr langsame Dissoziation des Liganden belegen, konnte wir
zeigen, dass Sirt2 den gebundenen Liganden im Rahmen der
Konformationsédnderung im aktiven Zentrum einschlief3t.
Dies hat eine verldngerte Verweildauer des Liganden im ak-
tiven Zentrum zur Folge und ist verantwortlich fiir die lang-
same Dissoziation des Enzym-Liganden-Komplexes (siche
Abbildung 3a).”? Tm Unterschied zu einer bereits beschrie-
benen Affinititssonde fiir Sirtuine®! verfiigt unsere SirReal-

Angew. Chem. 2016, 128, 22932297

Zuschriften

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

An

a 12- Grund Assoziation Dissoziation

' i -linie i

1,0 110,5 pg mL*
£ 081 [ e A A T ML,
< 064 66,3 pg mL"’'
~ U 442 pg m
=d
S 0,44 221 g mL
T 0,24 11,1 pgmL”’
s SR

0,0 T ey o ——T—7—
0,24 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275
" tls —»

b c

1,09 1,09 Vehikel

Nicotin-
T 0381 S T 0.8 amid (2 mM)
£ 0561 s 06 L
- 3 - epti
g 0.4 §|r13 §’ 041 substrat (2mM)
T 02 T 3021 ADPR (2 mM)
@ 0,01 @ 04 SirReal2 (50 uM)
20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100 120
-0.2- tls —» -02- tls —»

Abbildung 3. Biophysikalische Charakterisierung der SirReal-Sonde
(17) mittels Biolayer-Interferometrie. a) Représentative Sensorgramme
unterschiedlicher Konzentrationen von Sirt2, die an immobilisiertes 11
binden. b) Reprisentative Sensorgramme (ausschlieRlich Assoziation
dargestellt) unterschiedlicher Sirtuin-Isotypen (1.7 um), die an immo-
bilisiertes 11 binden. c) Reprisentative Sensorgramme (ausschliefRlich
Assoziation dargestellt) von Sirt2 (110.5 uygmL™"), das nach Vorinkuba-
tion mit potenziellen Liganden an immobilisiertes 11 bindet. d) Am
Ende der Assoziationsphase aufgezeichnete Interferenzverschiebung
[nm] nach Vorinkubation von Sirt2 (110.5 ugmL™") mit den angegebe-
nen Liganden, bzw. deren Fragmenten (5 mm, Strukturformeln in Ab-
bildung S6). NA= Nicotinamid, 4,6-DM-2-MSP = 4,6-Dimethyl-2-me-
thylsulfanylpyrimidin, 2-MSP = 2-Methylsulfanylpyrimidin, 2-(4,6-
DMP)SAA = 2-(4,6-Dimethylpyrimidin-2-yl)sulfanylacetamid, MTAA =
N-(5-Methylthiazol-2-yl)acetamid, 1-NAA =1-Naphthylessigsiure,

PTU = Propylthiouracil, ADPR = Adenosindiphosphat-Ribose,

AMP = Adenosinmonophosphat, Statistik (t-Test): * p<0.05;

“* p<0.005; *** p<0.0001

Sonde iiber eine ausgezeichnete Isotypselektivitit fiir Sirt2
(Abbildung 3b). Um den angenommenen Bindungsmodus
unserer Sonde zu bestitigen, wurde Sirt2 mit moglichen Li-
ganden vorinkubiert, bevor es mit der immobilisierten Sonde
zusammengebracht wurde. Wir beobachteten eine Kompeti-
tion unserer SirReal-Sonde mit NAD", einem Acetyllysin-
Oligopeptid, ADPR und SirReal2 (Abbildung3c). Diese
Ergebnisse sind in Einklang mit den kinetischen Untersu-
chungen zur SirReall-vermittelten Hemmung.'" Als Nega-
tivkontrolle verwendeten wir Nicotinamid, den physiologi-
schen Hemmstoff der Sirtuine, der keine Kompetition zur
SirReal-Sonde zeigte. Dieser Befund wird durch vorange-
gangene strukturbiologische Studien aus unserem Labor ge-
stiitzt, die belegen, dass eine gleichzeitige Bindung von Sir-
Reals und Nicotinamid moglich ist. Um die Eignung unserer
SirReal-Sonde fiir weitere Anwendungsgebiete zu untersu-
chen, fithrten wir Machbarkeitsstudien fiir fragmentbasiertes
Wirkstoffscreening und Affinitidts-Pull-Down-Experimente
durch. Wegen der meist geringen Affinitdt von Wirkstoff-
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fragmenten (M, <250 Da) zu ihrem Zielprotein wird frag-
mentbasiertes Screening iiblicherweise bei sehr hohen Lig-
andenkonzentrationen durchgefiihrt. Dies schrinkt den Ein-
satz von biochemischen Aktivitdtsassays, die auf spektro-
skopischen Methoden wie Fluoreszenz- oder UV/Vis-Spek-
troskopie beruhen, deutlich ein.* Biophysikalische Metho-
den wie die Biolayer-Interferometrie sind beziiglich
Assayinterferenzen weniger storanfillig und daher fiir frag-
mentbasiertes Screening besser geeignet.” Um die Eignung
unserer SirReal-Sonde in Kombination mit der Biolayer-In-
terferometrie fiir fragmentbasierte Screeningansidtze zu
priifen, testeten wir Fragmente von SirReal2 (2) und ADPR.
Diese wurden auf ihre Fahigkeit untersucht, die Bindung
zwischen Sirt2 und der immobilisierten Sonde zu verringern
(Abbildung 3d und S6). Wie erwartet fithrten sowohl die
Fragmente von SirReal2 (2) als auch AMP als Fragment von
ADPR zu einer signifikanten Abschwichung der Bindung
von Sirt2 an die Sonde. Zudem konnten wir im Rahmen
dieser Untersuchungen die Bedeutung der Methylierung am
Pyrimidinring fiir die Bindung an Sirt2 bestitigen,'” da das
dimethylierte Fragment (4,6-DM-2-MSP), im Gegensatz zum
Fragment ohne die genannten Methylgruppen (2-MSP), eine
signifikante Abnahme der Sirt2-Bindung bewirkt. Die Ne-
gativkontrolle Nicotinamid (NA) und Propylthiouracil
(PTU), ein Pyrimidinderivat, das sich strukturell von 4,6-DM-
2-MSP unterscheidet, hatten keinen Effekt auf die Bindung
von Sirt2 an die immobilisierte SirReal-Sonde. Des Weiteren
wollten wir die Eignung unserer SirReal-Sonde fiir Affini-
tdtsaufreinigungen und Pull-Down-Experimente untersu-
chen. Mithilfe unsere SirReal-Sonde gelang es uns, Sirt2 se-
lektiv aus unterschiedlichen komplexen Matrices zu extra-
hieren, sogar in Gegenwart des dhnlichen Sirtl oder des un-
spezifisch ligandenbindenden Proteins BSA (bovines Se-
rumalbumin). Wir konnten dies anhand einer modellhaften
Mischung der drei genannten Proteine (Abbildung S7a),
einer Mischung von E.-coli-Lysaten, die iiberexprimiertes
Sirt1 oder Sirt2 enthielten (Abbildung S7b,c) und schlieBlich
eines nativen Lysats von HL60-Zellen (Abbildung 4 und
S7d,e) zeigen. Die Spezifitdt des Pull-Downs konnte durch
effektive Blockade der Sirt2-Anreicherung sowohl durch
Biotin als auch durch SirReal2 (2) demonstriert werden
(Abbildung S7a). Diese Ergebnisse verdeutlichen die Iso-
typselektivitdt, Robustheit und die breite Anwendbarkeit

HL60-Lysat

Uberstand

Eluat
intensitat

Sirt1-

relative Banden-

HL60- Uberstand Eluat
Lysat

Sirt2- -
Abbildung 4. Die SirReal-Sonde (11) extrahiert Sirt2 aus HL60-Lysaten.
a) Western-Blot-Analyse der an Dynabeads-MyOne-Streptavidin T1 ge-
bundenen SirReal-Sonde, nach Inkubation mit HL60-Lysaten. Sirt1 und
Sirt2 wurden durch isotypspezifische Antikérper nachgewiesen (voll-
standige Blots in Abbildung S7d,e). b) Quantifizierung der Banden des
Western-Blots. Das Affinitéts-Pull-Down-Experiment fiihrte zu einer
signifikanten Anreicherung von Sirt2 (n=3). Statistik (t-Test):

** p <0.005
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unserer SirReal-Sonde fiir Affinitdtsaufreinigungen und Pull-
Down-Experimente.

Im Rahmen dieser Studie berichten wir iiber die struk-
turbasierte Entwicklung einer Affinititssonde fiir Sirt2. Un-
terstiitzt wurde das Design der Sonde durch strukturelle
Einblicke aus Sirt2-SirReal-Kokristallstrukturen, durch mo-
lekulare Docking-Experimente und durch die Synthese
wirkstoffdhnlicher Analoga der Sonde. Diese ragen in den
Acyllysin-Tunnel hinein, was mittels Rontgenkristallographie
bestitigt werden konnte. Die neuen Hemmstoffe verfiigen,
im Vergleich zu ihrer vorherigen Leitstruktur SirReal2, iiber
eine verstiarkte Wirkpotenz, eine verbesserte Wasserloslich-
keit und eine gesteigerte zellulire Wirksamkeit. Diese Er-
kenntnisse sind fiir die Wirkstoffforschung im Bereich der
Sirtuin-Inhibitoren von besonderer Bedeutung. Unsere neu-
artige SirReal-Sonde ist, unter Beibehaltung der Wirkpotenz
und Isotypselektivitidt der SirReals, in der Lage, Sirt2 selektiv
aus unterschiedlichen Matrices an sich zu binden. Basierend
auf unseren biophysikalischen Untersuchungen ist die lang-
same Dissoziation des Ligand-Enzym-Komplexes ausschlag-
gebend fiir die starke Bindung. Eine Verringerung von k.
wurde kiirzlich als einer der entscheidenden Schritte bei der
Wirkstoffentwicklung hin zu Hemmstoffen mit optimierter
zellulirer Wirksamkeit postuliert.”” Dieses Prinzip wurde
hier zum ersten Mal systematisch bei der strukturbasierten
Entwicklung einer Affinitdtssonde angewendet. Die neue
SirReal-Sonde bildet die Grundlage fiir vielfiltige Anwen-
dungen, wie fragmentbasiertes Screening, kinetische Mes-
sungen und den Einsatz zur Hemmstoffcharakterisierung.
Dariiber hinaus eroffnet unsere SirReal-Sonde neue Mog-
lichkeiten fiir die Analyse der Funktionen von Sirt2 bei bio-
logischen und medizinisch relevanten Prozessen. Laufende
Untersuchungen zielen darauf ab, neue Sirt2-Wechselwir-
kungspartner mittels Chemoproteomik®! zu identifizieren
und genomweite Bindungsprofile fiir Sirt2 durch Chem-seq”
zu erstellen. Unsere SirReal-Sonde stellt daher ein beispiel-
loses und duBerst vielseitiges Werkzeug dar, das iiber eine
ausgezeichnete Isotypselektivitit und hohe Affinitdt zum
Zielenzym Sirt2 verfiigt. Sie kann nun verwendet werden, um
die Biologie von Sirt2 und dessen Eignung als Angriffspunkt
fiir Arzneistoffe auf eine bislang nicht mogliche Art und
Weise zu untersuchen.
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