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Wéihrend der letzten zwanzig Jahre ist
es Biochemikern, Molekularbiologen
und Genetikern gelungen, eine groBe
Zahl neuer biologischer Targets zu
identifizieren, die fiir die Heilung von
Krankheiten niitzlich sein konnten. An-
fangs schien es, dass nur die Identifizie-
rung chemischer Substanzen, die an
diese Targets binden, fehlte, um diese
Vielzahl therapeutischer Moglichkeiten
zu nutzen. Mit der Kombinatorischen
Chemie bekam die organische Synthese
jenen Riickenwind, der die Herstellung
der Zahl an Verbindungen ermoglichte,
die ein Hochdurchsatz-Screeningsystem
gegen ein spezifisches Zielprotein ver-
arbeiten kann. Dieser Ansatz hat eine
Reihe aufregender Erfolgsgeschichten
geschrieben, die jiingst in der Einfiih-
rung von Glivec, einem Inhibitor der
Brc-Abl-Tyrosin-Kinase, zur Behand-
lung von chronischer myeloischer Leu-
kédmie einen Hohepunkt fanden.!I Nicht
selten aber war dieser Vorgehensweise,
die sich auf vorselektierte Mechanismen
oder Zielproteine konzentriert, der Er-
folg versagt geblieben; auch wenn Ver-
bindungen identifiziert worden waren,
die exzellente Bindungseigenschaften
zu den entsprechenden Zielproteinen
aufweisen. Probleme tauchten vor allem
dann auf, wenn die Untersuchungen auf
die komplexeren Organisationsstruktu-
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ren einer Zelle oder des gesamten Orga-
nismus ausgedehnt wurden. Unspezifi-
sche Bindung, geringe Bioverfiigbarkeit
und ungeniigende Target-Validierung
zdhlen zu den Griinden, warum diese
Verbindungen in der therapeutischen
Entwicklung aufgegeben werden muss-
ten. Eine wachsende Gruppe von Wis-
senschaftlern hat daher angeregt, dass
sich die chemische Biologie ihrer Wur-
zeln besinnen moége und zu phénotypi-
schen Screenings zuriickkehren soll, an-
statt sich ausschlieBlich auf vorselektier-
te und isolierte biologische Targets zu
beschréinken. Das phéanotypische Scree-
ning hatte sich iiber Jahrzehnte vor
allem in jenen Bereichen der Natur-
wissenschaften bewihrt, die wegen ihrer
intrinsischen Komplexitdt wenig ver-
standen sind (wie die Entwicklungsbio-
logie oder die heterogene Katalyse).
Oftmals stief eine phénotypische Beob-
achtung vertiefende Untersuchungen
an, die zur Aufklidrung iiberraschender
und unvorhergesehener Mechanismen
fithrten. Bei der Umsetzung dieses An-
satzes in der chemischen Biologie wer-
den Bibliotheken von chemischen Sub-
stanzen eine wichtige Rolle spielen.
Schreiber und Mitchison waren die
ersten, die jene Elemente eines Pro-
gramms skizzierten, das als ,,chemische
Genetik“ bezeichnet wird®? und das sich
kleiner Molekiile als modulierende Li-
ganden bedient, um zellbiologische Un-
tersuchungen und das Verstdndnis von
Signalwegen bestimmter Genprodukte
zu ermdglichen.’! Chemische Genetik
unterscheidet sich in einigen fundamen-
talen Gesichtspunkten von herkémmli-
chen genetischen Methoden wie Muta-
tionsgenetik und dem Einsatz von
Knockout-Organismen und bietet fol-
gende Vorteile:
e Die Wirkung kleiner Molekiile er-
folgt sehr rasch.
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e In den meisten Fillen ist der bio-
logische Effekt reversibel (aufgrund
von Metabolismus und Ausschei-
dung), wodurch eine zeitabhingige
Untersuchung der Proteinfunktion
moglich ist.

e Der Effekt ist regulierbar; durch
Anderung der Konzentrationen las-
sen sich unterschiedlich starke Aus-
pragungen des Phénotyps einstellen.

e Die Wirkung ist konditional, denn
sie kann in der Entwicklung des
Organismus zu jedem beliebigen
Zeitpunkt ausgelost werden. Ein
fiir die embryonale Entwicklung le-
taler Gen-Knockout kann hingegen
nicht in einem erwachsenen Orga-
nismus untersucht werden.

e Knockout-Studien kénnen nicht un-
terscheiden zwischen verschiedenen
Proteinformen, die vom selben Gen
abstammen. Kleine Molekiile sind
im Prinzip in der Lage, die verschie-
denen Funktionen zu unterscheiden.

Der Erfolg der Chemischen Genetik
héngt entscheidend von der Identifizie-
rung von Liganden ab, die mit hoher
Affinitdt spezifisch an nur eines von
etwa 100000 verschiedenen Proteinen
binden.”! In diesem Highlight soll an
zweil Beispielen die Strategie des phi-
notypischen Screenings von Verbin-
dungsbibliotheken als eine Methode
zur Auffindung solcher Liganden vorge-
stellt werden.

Die Arbeitsgruppen von Schreiber
und Mitchison verwendeten zwei phé-
notypische Assays beim Screening einer
Bibliothek von 16320 Molekiilen auf
ihren Einfluss auf den Zellzyklus.! In
einem ersten Durchlauf verwendeten sie
einen Ganzzellen-Immunodetektions-
Assay (Cytoblot). Nachdem die Zellen
zundchst mit den kleinen Molekiilen
inkubiert worden waren, wurden Anti-
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korper zugesetzt, die spezifisch an das
Protein Phosphonuclein binden. Der
Phénotyp eines erhohten Phosphonu-
cleingehalts kann mit Zellen im mito-
tischen Arrest korreliert werden. Von
der urspriinglichen Bibliothek zeigten
nur 139 Verbindungen diesen Effekt.
Daraus wurden jene Verbindungen aus-
sortiert, die an das Protein Tubulin
binden, das auch an diesem Prozess
beteiligt ist. Die verbliebenen 86 Ver-
bindungen wurden einem zweiten Phé-
notyp-Assay unterzogen, bei dem die
In-vivo-Markierung von Chromosomen
und Tubulin fluoreszenzmikroskopisch
untersucht wurde. Eine Verbindung
zeigte dabei den bis dahin unbekannten
Phénotyp von monastralen Spindeln in
mitotischen Zellen, bei dem die Chro-
mosomen an der dufleren Korona eines
sternformigen Spindelapparats erschei-
nen. Diese Verbindung, Monastrol (1),
lieferte die gewiinschte molekulare Son-
de fiir weiterfiithrende Untersuchungen.

OH

(S)-Monastrol (1)

Das Kinesin-Protein Eg5 wurde als das
molekulare Zielprotein identifiziert.
(S)-Monastrol (1) bindet an eine neu-
artige allosterische Bindungsstelle in-
nerhalb der Motor-Doméne von EgS5,
was die Inhibierung von dessen ATPase-
Aktivitdt zur Folge hat. Damit wurde
auch ein neues Target fiir das Hoch-
durchsatz-Screening von Verbindungs-
bibliotheken identifiziert."!

Eine neue Qualitdt des Phénotyp-
Screenings wurde erreicht, indem ganze
Organismen fiir das Screening von Bi-
bliotheken herangezogen wurden.[®7]
Der Zebrafisch (Danio rerio) hat sich
dabei als ein besonders niitzliches Test-
objekt erwiesen, das auch schon Gegen-
stand der groB angelegten Mutations-
analysen war, die von der Gruppe von
Niisslein-Volhard und den Labors von
Fishman und Driever durchgefiihrt wor-
den waren.’! Der Zebrafisch hat einige
Eigenschaften, die ihn als Modellorga-
nismus auszeichnen: Zum einen ist sein
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Generationszyklus sehr kurz, zum an-
deren wird bei jeder Paarung eine grofie
Zahl von Eiern produziert. Da die
Befruchtung extern erfolgt, konnen
auch alle embryonalen Entwicklungspe-
rioden untersucht werden. Fiir das
Screening von kleinen Molekiilen unab-
dingbar ist die gute Permeabilitidt des
Zebrafisches fiir Wirkstoffmolekiile.
Ungefdhr 48 h nach der Befruchtung
schliipft der Zebrafischembryo und wird
eine frei schwimmende Larve, die
ein breites Verhaltensspektrum wie
Schwimmen oder Beriihrungssensitivi-
tit zeigt. Da der Zebrafisch recht trans-
parent ist, kann seine Entwicklung in
den ersten fiinf Tagen mit optischen
Methoden studiert werden. Schlieflich
besteht zwischen Séugetiergenen und
denen des Zebrafisches eine betréchtli-
che Homologie.

Peterson und Schreiber et al. haben
ein Screening einer Bibliothek aus 1100
Verbindungen gegen Zebrafisch-Eier
durchgefiihrt, die in 96er-Titerplatten
angeordnet waren.’l Durch visuelle Un-
tersuchung mit einem Priparations-Mi-
kroskop konnte man Verdnderungen
des zentralen Nervensystems, des Herz-
kreislaufsystems, der Pigmentierung
und des Ohres erkennen. Ungefdhr
1% der Molekiile bewirkte eine spezi-
fische Verdnderung innerhalb der ge-
nannten Systeme und wurde nédher un-
tersucht. Fine dieser Verbindungen,
Concentramid (2), verandert die globale
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Concentramid (2)

Organisation des Zebrafischherzens mit
einer effektiven Dosis (EDsy) von ca.
2 nMm. Nach Exposition mit Concentra-
mid (2) werden sowohl atriale als auch
ventrikulare Zellen generiert und die
beiden Herzkammern ausgebildet. Da-
bei wird aber das Ventrikulum (Herz-
kammer) innerhalb des Atriums (Vor-
hof) generiert. Die Gruppe um Fishman
analysierte diesen morphologischen Ef-
fekt und verglich ihn mit der Heart-and-
Soul(has)-Mutation.”) Diese in einem
fritheren genetischen Screening gefun-
dene Mutation zeigt einen mit dem oben

Angewandte

beschriebenen nahezu identischen Phé-
notyp. Die has-Mutation bewirkt eine
Punktmutation in der Kinase PKCA, was
zusétzlich noch Defekte in vielen an-
deren Geweben wie der Retina, der
Niere, dem Darm und dem Gehirn zur
Folge hat. Demgegeniiber scheinen
Concentramid-behandelte Embryos we-
niger Entwicklungsdefekte andernorts
aufzuweisen. Den unterschiedlichen
und komplementidren Informationsge-
halt von genetischen und chemischen
Untersuchungsmethoden nutzend,
konnten Fishman et al. zeigen, dass die
Polaritdt der Zusammensetzung der
kardischen Rohre von mindestens zwei
unterschiedlichen molekularen Wegen
kontrolliert wird. Obwohl das moleku-
lare Target von Concentramid (2) noch
nicht gefunden wurde, gibt es starke
Hinweise darauf, dass es die Anterior-
posterior-Auspriagung im Herz unter-
bindet.

Die hier gezeigten Beispiele lassen
vermuten, dass ein Phénotyp-orientier-
tes Screening von kombinatorischen
Bibliotheken gegen Zellen oder Orga-
nismen eine reiche Quelle interessanter
und manchmal génzlich unvorhergese-
hener biologischer Phidnomene sein
wird. Gleichzeitig lehren diese Beispiele
eine weitere Lektion: Das Entdecken
neuer Schitze mag zwar einfacher ge-
worden sein, doch sie zu heben (d.h. die
Identifizierung des biologischen Targets
der kleinen Molekiile) scheint noch
immer schwierig zu sein.!'’)
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