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1. Einleitung

Die in der zellul
ren DNA codierte genetische Informa-
tion kann erst durch die regulierte Expression Gestalt an-
nehmen, d.h. nach ihrer Transkription in pr
-RNA. Dieser
Transkriptionsprozess wird von Zellkernproteinen kontrol-
liert, die in komplexe zellul
re Regulationsnetzwerke einge-
bunden sind. Man geht zurzeit davon aus, dass in h&heren
Organismen 5–10% der genetischen Information f-r Proteine
codiert, die den Transkriptionsprozess regeln.[1] Das Ausmaß
der Expression einzelner Gene 
ußert sich im Allgemeinen in
spezifischen Ph
notypen, und die fehlregulierte Expression
von genetischer Information ist mit einer Vielzahl von
Krankheiten verkn-pft. Aus diesem Grund w
ren kleine
Molek-le, die direkt mit der Transkriptionsmaschinerie
wechselwirken k&nnten, von großem Interesse. Dies gilt nicht
nur f-r eine therapeutische Verwendung, sondern insbeson-
dere auch f-r das Gebiet der chemischen Biologie, wo solche
Molek-le einen wichtigen Beitrag zur Aufkl
rung der hoch-
komplexenWechselwirkungen zwischen dem Chromatin, den

Transkriptionsfaktoren und dem Ex-
pressionsgrad bestimmter Gene leisten
k&nnten.

Die Verwendung von inh
rent
ligandenabh
ngigen Transkriptions-
faktoren, den so genannten Kernre-
zeptoren (nuclear receptors, NRs), ist

der wohl wichtigste Ansatz zur Adressierung von Genen mit
kleinen Molek-len.[2,3] Eine Vielzahl von steroid- und nicht-
steroidbasierten Effektormolek-len befindet sich in der wis-
senschaftlichen Entwicklung oder klinischen Nutzung (z.B.
selektive <strogenrezeptor-Modulatoren, „SERMs“). Aller-
dings l
sst sich deren Anwendung nur schwer auf Gene oder
Ph
notypen -bertragen, die nicht von Kernrezeptoren ab-
h
ngig sind.

Bei der Suche nach neuartigen Aktivit
tsprofilen w
re
eine spezifische Adressierung weiterer Komponenten der
Transkriptionsmaschinerie mit kleinenMolek-len vorteilhaft.
Die Anwendung solcher Verbindungen k&nnte helfen, unser
Verst
ndnis des Transkriptionsprozesses zu vertiefen, und
Untersuchungen zu den vorgelagerten Signaltransduktions-
kaskaden erg
nzen. Auch ist in der Wirkstoffentwicklung die
direkte Modulierung der Transkription bisher nur wenig un-
tersucht (mit der bereits erw
hnten Ausnahme auf dem Ge-
biet der Kernrezeptoren); neue Erkenntnisse k&nnten hier zu
alternativen Therapien f-hren, besonders in der Krebsbe-
handlung.[4] In den folgenden Abschnitten werden die Fort-
schritte zusammengefasst, die auf diesem Gebiet im Bezug
auf kleine Molek-le erzielt worden sind.[5]

2. Transkriptionsinitiierung

Die promotorspezifische Initiierung der Transkription
(Abbildung 1) bedarf sowohl genspezifischer (TF) als auch
allgemeiner, „basaler“ Transkriptionsfaktoren (GTF), die
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sich kooperativ auf passenden DNA-Elementen anordnen,
die dem codierenden DNA-Bereich vorgelagert sind („Pro-
motor“).[6] Transkriptionsfaktoren sind in der Lage, Coakti-
vatorproteine zu binden,[7] die dann wiederum die allgemei-
nen Transkriptionsfaktoren auf dem Promotorkern stabili-
sieren k&nnen. Dar-ber hinaus induzieren Coaktivatoren die
Reorganisation des Chromatins („remodeling“) und rekru-
tieren weitere Proteine. Diese bilden schließlich einen gro-
ßen, auch „Mediator“ genannten Komplex, der viele DNA-
bindende Faktoren verbr-ckt.[8] F-r die vielf
ltigenMediator-
und Mediator-
hnlichen Komponenten wurde erst vor kur-
zem eine einheitliche, spezies-bergreifende Nomenklatur
vorgeschlagen.[8c] Alle diese Faktoren wirken schließlich in
der Bildung eines stabilen Pr
initiationskomplexes zusam-

men, der die RNA-Polymerase II rekrutiert und so die
Transkription eines Gens ausl&st.[8d]

Die Hinweise mehren sich, dass die Bindung dieser Zell-
kernproteine an das Chromatin unerwartet dynamisch ist
(Sekundenskala) und wahrscheinlich mit dem Modell eines
stochastischen Abtastprozesses erkl
rt werden kann.[9,10]

Statisch DNA-gebundene Proteinfraktionen scheinen eher
die Ausnahme als die Regel zu sein. Dar-ber hinaus konnte
selbst f-r die Bereiche, die gerade aktiv an der Transkription
beteiligt sind, eine stetige und dynamische Reorganisation im
Minutenbereich nachgewiesen werden.[10a] Obwohl in die
Transkriptionsinitiierung mehrere Dutzend unterschiedlicher
Proteine eingebunden sind, sollte also ein Eingriff in diesen
Prozess m&glich sein und auf der Zellebene schnell ablaufen.
In einer einfachen Modellvorstellung k&nnten kleine Mole-
k-le an Transkriptionsfaktoren, Coaktivatoren oder auch
DNA binden und deren Assoziation dynamisch st&ren, was
eine verlangsamte Rekrutierung der RNA-Polymerase II und
damit eine Reduktion der Expression eines codierten Gens
zur Folge h
tte. Dieses Antagonistenkonzept konnte inzwi-
schen in mehreren F
llen experimentell best
tigt werden. Die
alternative Stabilisierung von Multiproteinkomplexen aus
Transkriptionsfaktoren gelang in Modellstudien ebenfalls
(siehe Abschnitt 5).

3. Inhibitoren der Assoziation von Transkriptions-
faktoren

Transkriptionsfaktoren -ben ihre Funktion h&chst selten
allein aus, sondern agieren meist gemeinsam mit weiteren
Transkriptionsfaktoren, die an Promotor-DNA binden. In
vielen F
llen bilden Transkriptionsfaktoren kooperativ Ho-
mo- oder Heterodimere als kleinste Untereinheit, und meis-
tens haben nur diese Dimere eine gen-gend hohe Affinit
t
und Spezifit
t f-r ihre entsprechenden DNA-Elemente. Ein
vielversprechender Ansatz zur Beeinflussung der Genex-
pression k&nnte also das Hemmen der Dimerisierung eines
wichtigen Transkriptionsfaktors sein (Schema 1).

3.1. Myc/Max

Die erste derartige Wechselwirkung, f-r die ein nieder-
molekularer Antagonist identifiziert werden konnte, war
Myc/Max.[11] c-Myc ist als basischer Helix-Schleife-Helix-
Transkriptionsfaktor mit einer Leucin-Reißverschlussdom
-
ne entscheidend an der Zellproliferation und Unterdr-ckung
der Zelldifferenzierung beteiligt, und es konnte gezeigt wer-
den, dass c-Myc in menschlichen Krebsarten h
ufig -berex-
primiert auftritt.[12] Die aktivierende Wirkung geht jedoch
von Heterodimeren aus, die von c-Myc mit dem Partnerpro-
tein Max gebildet werden. Zur Identifizierung von Antago-
nisten der Myc/Max-Wechselwirkung wurden von Vogt et al.
Fusionsproteine mit dem cyan (CFP) und gelb fluoreszie-
renden Protein (YFP) in FRET-basierten Experimenten
eingesetzt (FRET= resonanter Fluoreszenzenergietrans-
fer).[11] Es gelang so, in einem Hochdurchsatzscreening einige
Antagonisten mit Aktivit
ten im mittleren mikromolaren
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Abbildung 1. Vereinfachte Darstellung der Bildung des Transkriptions-
initiationskomplexes. Gezeigt sind kleine Molek9le, die mit DNA wech-
selwirken kDnnen (dunkelblau), Transkriptionsfaktoren adressieren
(gelb) oder Coaktivatoren bzw. den Mediatorkomplex binden (orange).
Ein Coaktivator kann auch an die basalen Transkriptionsfaktoren
(GTFs) und an das Chromatin binden sowie weitere Coaktivatoren sta-
bilisieren (nicht gezeigt). TF: Transkriptionsfaktor, GTF: basaler Tran-
skriptionsfaktor, RNAPol II: RNA-Polymerase II, TATA: TATA-Element,
TBP: TATA-Element bindendes Protein, TAF: TBP assoziierter Faktor,
„+1“: Ort des Transkriptionsbeginns.
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Bereich zu finden, wobei sich in dieser Studie das Isoindolin 1
(Schema 1) als aktivste Verbindung herausstellte (50 mm).
Weiterhin unterband 1 eine onkogene Transformation von
Fibroblasten aus H-hnerembryos (ca. 20 mm), was den Beleg
lieferte, dass eine Beeinflussung dieser TF-Dimerisierung
generell m&glich ist.[11] Anschließend wurden auch von Pro-
chownik et al. Verbindungen vorgestellt, die Antagonisten
der Myc/Max-Wechselwirkung sind.[13] In diesem Fall wurde
ein Hefe-Zwei-Hybrid-Assay (yeast two-hybrid assay) ein-
gesetzt, um nach Ausl&sern der Aufl&sung des c-Myc/Max-
Komplexes zu suchen. Dabei wurde in einer kommerziellen
Verbindungsbibliothek das Dichlorcarbazol 2 nebst einigen
weiteren wirksamen Inhibitoren gefunden. 2 wies nicht nur
eine Wirkung im niedrigen mikromolaren Bereich in vitro
auf, sondern es unterdr-ckte auch die Proliferation von Fi-
broblasten in einer c-Myc-abh
ngigen Weise. Dar-ber hinaus
konnte das Wachstum von Modelltumoren in der Nacktmaus
komplett gestoppt werden, nachdem diese vor der Inokula-
tion mit 2 behandelt worden waren (39 mm). Zwar ist die
Wirkung von 2 noch nicht sehr stark, das generelle Potenzial
von c-Myc/Max-Antagonisten f-r die Krebsbehandlung wird
aber deutlich. Dies wird von einer weiteren, k-rzlich ver&f-
fentlichten Studie unterstrichen, in der strukturell verwandte
Naphthole als Antagonisten der c-Myc/Max-Wechselwirkung
in vitro identifiziert wurden (17–36 mm), die dann in zellul
ren
Transformationsstudien ebenfalls Wirkung zeigten.[14]

3.2. STAT3

Als zweite Gruppe von m&glicherweise interessanten
Transkriptionsfaktoren wurden STATs untersucht (STAT=
signal transducer and activator of transcription). STATs
k&nnen extrazellul
re Signale vermitteln und dabei gleich-
zeitig die Transkription direkt regulieren. Sie k&nnen von

Wachstumsfaktor- und Cytokinrezeptor-, aber auch von
nichtrezeptorassoziierten Tyrosinkinasen wie Abl oder c-Src
phosphoryliert werden, wodurch ihre Dimerisierung -ber
reziproke Wechselwirkung von Phosphotyrosin in den SH2-
Dom
nen ausgel&st wird. Nach der Translokation in den
Zellkern bewirken diese Dimere diverse Transkriptionspro-
zesse, die mit der Immunantwort und Entz-ndungen, aber
auch mit Proliferation, Differenzierung, Entwicklung und
Apoptose verkn-pft sind.[15] STAT-vermittelte Signale wer-
den in der Zelle streng reguliert. Es wird angenommen, dass
die Fehlregulation einiger STAT-Subtypen, besonders die
Mberaktivierung von STAT3 und STAT5, die B&sartigkeit
mancher Tumoren verursacht.[15b] Turkson et al. konnten das
Tripeptidmimetikum 3, das von einem STAT3 bindenden
Phosphopeptid abgeleitet ist, als Inhibitor der reziproken
Dimerisierung von STAT3 identifizieren (40 mm).[16] Unge-
achtet der m&glicherweise geringen Zellpermeabilit
t und
Stabilit
t von 3 gelang es den Autoren zu zeigen, dass 3 nicht
nur STAT3-Dimere aufl&sen kann, sondern auch das Zell-
wachstum in zellul
ren Experimenten unterdr-ckt. Dies be-
st
tigt die Hypothese einer effektiven direkten Hemmung der
Dimerisierung von STAT3 (und damit des aktivierenden Po-
tenzials); dies k&nnte eine konzeptionelle Alternative zur
Untersuchung STAT3 phosphorylierender Kinasen ergeben
(Abl, c-Src).[17]

3.3. HAP3

In einem ganz unterschiedlichen Ansatz, ausgehend von
einem Mikroarray kleiner Molek-le, erwies sich das Dihy-
dropyran 4 als selektiver Ligand f-r den Transkriptionsfaktor
HAP3 aus Hefe.[18] HAP2/3/5 (heme activated proteins) bin-
den als Heterotrimere an hochkonservierte CCAAT-DNA-
Sequenzenmit subnanomolaren Affinit
ten, genauso wie ihre
Homologen NF-Y und CBF in h&heren Eukaryonten. Die
Daten aus Oberfl
chenplasmonenresonanzexperimenten,
Reporterstudien und der Analyse von Gesamtgenomexpres-
sionsprofilen in Hefe zeigten, dass 4 direkt an HAP3 bindet
(0.3 mm), die HAP-abh
ngige Transkription herunterreguliert
(24 mm) und HAP-abh
ngige Genregulation auf genomischer
Ebene moduliert. Es wird interessant sein zu sehen, ob 4 auch
den NF-Y-Komplex beeinflussen kann, der in S
ugetierzellen
allgemeinere und vielf
ltigere Aufgaben erf-llt als das ho-
mologe HAP in Hefe.[19]

4. Modulatoren der Wechselwirkung mit Cofaktoren

Transkriptionsfaktoren sind immer mit mindestens zwei
funktionalenDom
nen ausgestattet: Zum einen binden sie an
die genomische DNA, um das Auslesen und die Prozessierung
genetischer Programme in Abh
ngigkeit von der Promotor-
sequenz zu erm&glichen. Zum anderen wechselwirken sie mit
weiteren Cofaktoren, um ihre Funktion auszu-ben, und
k&nnen daher auch als quasikombinatorische Adapterpro-
teine betrachtet werden, die den DNA-Sequenzkontext ver-
mitteln.[20] Viele der von Transkriptionsfaktoren adressierten
Proteine sind entweder Coaktivatorproteine, die die Chro-

Schema 1. Inhibitoren 1–4 der Assoziation von Transkriptionsfaktoren.
Boc= tert-Butoxycarbonyl.
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matinreorganisation und Transkriptionsinitiierung steuern,
oder Corepressorproteine, die ein Gen oder einen ganzen
Locus stilllegen k&nnen. Dar-ber hinaus k&nnen sich Wech-
selwirkungen auch auf die basalen Transkriptionsfaktoren
oder Mediatorkomponenten erstrecken. Dies bedeutet, dass
außer den Wechselwirkungen zwischen einzelnen Transkrip-
tionsfaktoren auch die Kommunikation zwischen Transkrip-
tionsfaktoren und Coregulatoren einen Angriffspunkt f-r
kleine Molek-le wie den in Schema 2 gezeigten bieten

k&nnte. Auf diesem Gebiet hat es deutliche Fortschritte ge-
geben, in einigen F
llen gelang es sogar, die Wirksamkeit im
Tiermodell zu demonstrieren. Interessanterweise zeigen ei-
nige dieser Verbindungen eine klare Selektivit
t f-r einzelne
Bindestellen innerhalb eines multivalenten Proteins (d.h. ei-
nes Proteins mit mehreren Bindungsstellen).

4.1. b-Catenin

Das multifunktionale Protein b-Catenin vermittelt die
Signale des Wnt-Signalpfades als transkriptioneller Coakti-
vator und wird infolge onkogener Mutationen leicht hyper-
aktiv.[21] b-Catenin bildet im Zellkern Komplexe, wobei die
Bindung an die Transkriptionsfaktoren der TCF- und LEF-
Familie hervorzuheben ist. Diese Bindung wird von einer
großen, flachen Oberfl
che vermittelt, die von einem 12fa-
chen „armadillo repeat“ des b-Catenins gebildet wird (>
3600 P2).[22] Es gilt gemeinhin als sehr schwierig, niedermo-
lekulare Inhibitoren f-r solche Oberfl
chenwechselwirkun-
gen zu finden. Dennoch gelang es in einem Hoch-
durchsatzscreening mit 7000 Naturstoffen, einige kleine Mo-
lek-le daf-r zu identifizieren und diese dann im Detail zu
untersuchen.[23] Das planare Chinon 5 (Schema 2), ein Pilz-

metabolit, erwies sich als interessanter Kandidat. 5 unter-
bindet die Bildung eines reinen b-Catenin/TCF-Komplexes in
vitro (3 mm ELISA) sowie in Zellextrakten, verhindert ab-
h
ngig vom Zelltyp die Proliferation (0.4–3.4 mm), verringert
die Expression von b-Catenin-abh
ngigen Zielgenen (cyc-
lin D1, c-myc) in HCT116-Zellen und nimmt starken Einfluss
auf die b-Catenin-abh
ngige Entwicklung in Froschembryo-
nen. Auch wenn die Autoren nicht ausschließen, dass 5 noch
weitere Zielproteine ansteuern k&nnte, ist es ein starker
Kandidat f-r eine direkte St&rung der Komplexbildung aus b-
Catenin und TCF. Bemerkenswert ist in diesem Zusammen-
hang, dass eine Sammlung von 45000 synthetischen Verbin-
dungen im gleichen Screening kein einziges positives Ergeb-
nis erbrachte.[24]

4.2. Das CREB-bindende Protein (CBP) und p300

Das CREB-bindende Protein (CBP) und das dazu hoch
homologe Protein p300 haben als Multidom
nen-Coaktiva-
torproteine mit hohem Molekulargewicht (300 kDa) die
Aufgabe, das Chromatin zu reorganisieren und die Tran-
skription zu aktivieren, nachdem sie von Transkriptionsfak-
toren rekrutiert wurden.[25] CBP/p300 gilt allgemein als limi-
tierender Faktor innerhalb der Transkriptionsnetzwerke, im
Hinblick sowohl auf die Umsatzrate als auch auf die Kon-
zentrationen. CBP/p300 tr
gt mindestens sechs Wechselwir-
kungsdom
nen, die mit einer Vielzahl von Transkriptions-
faktoren und Mediatorkomponenten wechselwirken k&nnen.
Dies macht CBP und p300 zu sehr komplexen Zielproteinen.
Es gelang jedoch k-rzlich, drei Molek-le zu finden, die in die
Bindung von CBP/p300 an Transkriptionsfaktoren eingreifen,
wobei zudem drei unterschiedliche Wechselwirkungen ange-
steuert werden (Schema 2).

In einer Untersuchung von 5000 Verbindungen zeigte
sich, dass das Piperazinon 6 in der Lage ist, die b-Catenin/
TCF-abh
ngige Signalkaskade herunterzuregulieren (TCF=
T-Zell-Faktor).[26] Bei affinit
tschromatographischen Experi-
menten stellte sich heraus, dass 6 anders als 5 selektiv an CBP
bindet, dabei allerdings direkt mit b-Catenin konkurriert. Die
Binderegion f-r 6 konnte auf den N-Terminus von CBP ein-
gegrenzt werden, an dem auch die Kernrezeptoren binden
(z.B. RAR/RXR). Mberraschenderweise bindet 6 dabei nicht
an den hoch homologen Coaktivator p300. Verschiedene
onkogene Zielgene stromabw
rts von b-Catenin (wie survivin
oder cyclin-D1) waren nach einer Behandlung mit 6 deutlich
herunterreguliert. Dies galt sowohl f-r kultivierte Darm-
krebszellen (25 mm) als auch f-r ein Mausmodell (150 mgkg�1

i.v.), was die Effektivit
t dieser Verbindung in vivo belegt.
F-r den prototypischen Effektor von CBP, das CREB

(cAMP response element binding protein), wurde vor kurzem
ein Antagonist vorgestellt.[27] In einem NMR-basierten Ex-
periment fiel das Naphtholphosphat 7 als niedermolekularer
Antagonist der CREB/CBP-Wechselwirkung auf. Detaillierte
NMR-Experimente f-hrten die Autoren zu dem Schluss, dass
7 eine Bindestelle fernab der CREB-bindenden Furche auf
der KIX-Dom
ne des CBP ansteuert und dabei wahrschein-
lich -ber einen allosterischen Mechanismus wirkt. Die Ei-
genschaft von 7, CREB abzul&sen, konnte mit In-vivo-Re-

Schema 2. Modulatoren 5–9 der Assoziation von Transkriptionscofak-
toren.
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porterstudien best
tigt werden (10 mm). Da die KIX-Dom
ne
auf CBP als Bindeplattform f-r unterschiedlichste Tran-
skriptionsfaktoren fungiert, zeigen Verbindungen wie 7 auch,
dass diese Plattform m&glicherweise auf verschiedene Weise
angesteuert werden kann. CREB ist entscheidend an der
Gluconeogenese in der Leber beteiligt und wird daher auch
als m&gliches Zielprotein f-r die Behandlung von Diabetes
Typ II diskutiert.

Weiterhin wurde in einem Hochdurchsatzscreening ge-
zeigt, dass der Naturstoff Chetomin (8) in der Lage ist, die
Bindung von p300 an HIF-1a zu st&ren.[28] HIF-1a ist als
Transkriptionsfaktor entscheidend an der Reaktion von Ge-
weben auf Hypoxie (Sauerstoffmangel) beteiligt und gilt da-
her als wichtiges Zielprotein in der Antiangiogenesefor-
schung. Allerdings vermittelt erst der Coaktivator p300 die
Wirkung von HIF-1a, indem er mit seiner TAZ1-Dom
ne
(auch CH1-Dom
ne genannt) an den Transkriptionsfaktor
bindet. Chetomin (8) scheint die Faltung der TAZ1-Dom
ne
auf p300 zu st&ren; HIF-1a kann nun seine Funktion nicht
mehr aus-ben, da hierf-r die Bindung an p300 -ber diese
Dom
ne notwendig ist. Dies sollte ebenfalls f-r andere
Transkriptionsfaktoren gelten, die an die TAZ1-Dom
ne
binden, was auch f-r HIF-2a und STAT2 gezeigt werden
konnte. Wichtig ist, dass die Wirkung wohl nicht -ber eine
kovalente Modifikation des potenziell reaktiven Cys-800 in
der Aktivatordom
ne von HIF-1a erzielt wird. Der genaue
Bindungsmodus von 8 an p300 muss noch aufgekl
rt werden;
allerdings l
sst die hohe Potenz in vitro (nm) sowie in Tu-
mormodellen in der Nacktmaus in vivo (1 mgkg�1 i.v.) eine
Erforschung dieser Art von Wirkung vielversprechend er-
scheinen.

4.3. Kernrezeptoren

Ein Kernrezeptor (NR) 
ndert in Reaktion auf die Bin-
dung eines Liganden im Allgemeinen die Konformation sei-
ner ligandenbindenden Dom
ne und pr
sentiert so eine mo-
dulierte Bindeoberfl
che, die entweder Coaktivator- (Ago-
nisten) oder Corepressorrekrutierung (Antagonisten oder
Apoform) beg-nstigt.[29] Es wurde gezeigt, dass Coaktivato-
ren auf der Ligandenbindedom
ne mit einem hochkonser-
vierten, helicalen LxxLL-Motiv andocken, das oft als „nuc-
lear receptor interaction box“ bezeichnet wird. Die Adres-
sierung dieser Bindestelle mit konformativ eingeschr
nkten
Peptiden und Peptidmimetika hat bereits ein hohes Niveau
erreicht.[30] Katzenellenbogen et al. konnten nun zeigen, dass
auch ein kleines Molek-l in der Lage sein kann, die Bindung
von Coaktivatorpeptiden an den <strogenrezeptor a-Subtyp
(ER-a) zu verhindern.[31] Mithilfe der Information -ber NR-
Coaktivatorpeptide entwarfen die AutorenMolek-le, die drei
Leucin-artige Seitenketten pr
sentieren, und untersuchten sie
auf ihre Eignung f-r die Destabilisierung von ER-a/Coakti-
vatorpeptid-Komplexen. Zwar wies das identifizierte Pyr-
imidin 9 nur eine moderate Aktivit
t auf (Kd� 30 mm), es ist
aber die erste nichtpeptidische Verbindung, die Coaktivato-
ren reversibel von einem Agonist-gebundenen Kernrezeptor
verdr
ngen kann. Sollte sich dieser wichtige Nachweis des
Wirkprinzips auch f-r potentere Liganden f-hren lassen,

w-rde dies bedeuten, dass sich steroidartige NR-Liganden
auf eine neuartigeWeise selektiv beeinflussen lassen. Neueste
Befunde aus einemHochdurchsatzscreening mit Coregulator-
Antagonisten des thyroidalen Hormonrezeptors (TR) weisen
in diese Richtung: Guy et al. gelang es, Vinylarylketone als
kovalent-reaktive Liganden des TR zu identifizieren, die im
submikromolaren Bereich die Bindung von Coaktivatoren
verhindern.[32]

4.4. p53

Von allen Transkriptionsfaktoren ist wahrscheinlich der
Tumorsuppressor p53 am besten untersucht worden.[33,34]

Dieser potente Transkriptionsfaktor integriert verschiedene
Stresssignale und beeinflusst die Kontrolle des Zellzyklus, der
Zellalterung und der Apoptose. Wegen seiner Rolle als
„zellul
rer W
chter“ finden sich in Krebszellen sehr h
ufig
onkogene Mutationen im p53-Regulationsweg, die genau
diese Funktion beeintr
chtigen. In gesunden menschlichen
Zellen wird die Kontrolle der Menge an p53 durch das Re-
gulatorprotein HDM2 sichergestellt (in der Maus durch das
homologe MDM2), das die wichtige Aktivatordom
ne in p53
abschirmt und dar-ber hinaus den Abbau von p53 -ber eine
intrinsische Ubiquitinligaseaktivit
t vom RING-Finger/E3-
Typ einleiten kann. Eine Blockade von HDM2 sollte daher
dazu f-hren, dass die (positive) Aktivit
t von p53 in den be-
troffenen Zellen wiederhergestellt und/oder bef&rdert wird.

Auf der Suche nach solcher Aktivit
t haben k-rzlich drei
Gruppen unabh
ngig voneinander kleine Molek-le vorge-
stellt, die die p53-Bindestelle auf HDM2/MDM2 ansteuern.
Diese Bindung von p53 findet in einer Vertiefung auf der
Oberfl
che von HDM2 statt, an der eine hydrophobe Tasche
mit drei Seitenketten (Phe-19, Trp-23, Leu-26) eines a-heli-
calen Segments von p53 gef-llt wird (Abbildung 2).[35]

Erstmals wurden bei Roche potente und selektive nie-
dermolekulare Inhibitoren der MDM2/p53-Wechselwirkung
entwickelt.[36] Dort waren nach Hochdurchsatzscreenings und

Abbildung 2. HDM2-Protein (bronze) im Kristall, assoziiert mit einem
Peptid aus der Transaktivatordom/ne von p53 (gr9n).[35] Die f9r die
Bindung wichtigen Aminos/ureseitenketten sind in violett hervorgeho-
ben (PDB: 1YCR).
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strukturbasierter Optimierung cis-Dihydroimidazole mit Af-
finit
ten im h&heren nanomolaren Bereich identifiziert wor-
den (Schema 3). „Nutlin 3“ (10) band an MDM2 (0.1 mm),

stoppte die Proliferation von Krebszellen (1–3 mm) und un-
terband das Tumorwachstum in der Nacktmaus nach oraler
Gabe (400 mgkg�1 pro Tag). In all diesen Versuchen erwies
sich die Wirkung des Dihydroimidazols 10 als vergleichbar
mit jener des klinisch erprobten Wirkstoffs Doxorubicin.

In der Folge stellte auch Johnson & Johnson Benzodiaz-
epinone als HDM2-Antagonisten vor, wobei sich 11 bei In-
vitro- und zellbasierten Studien als besonders aktiv erwies.[37]

Die r
umliche Gestalt 
hnelt stark jener der cis-Imidazoline,
allerdings scheinen die publizierten Benzodiazepinone gene-
rell etwas weniger aktiv zu sein. Auch hier konnte aber die
Unterdr-ckung der Proliferation von Krebszellen bei ca.
30 mm gezeigt werden. Sowohl die „Nutline“ (10) als auch die
Benzodiazepinone (11) wurden im gebundenen Zustand an
ihren jeweiligen Zielproteinen r&ntgenkristallographisch
charakterisiert; sie binden tats
chlich an der p53-Bindungs-
furche auf MDM2 (10) bzw. HDM2 (11).

K-rzlich wurden von einer Hochschulgruppe Spiro-
oxindole als potente MDM2-Antagonisten vorgestellt.[38] Die
Autoren gelangten durch Substrukturvergleich von Natur-
stoffstrukturen und Computermodellierung zu diesen Ver-
bindungen (12), die dann -ber enantioselektive dipolare
Azomethinylid-Cycloaddition aufgebaut wurden. Auch wenn
bislang nur -ber wenige Derivate berichtet wurde, liegen
zumindest die Aktivit
ten von 12 in vitro gleichauf mit denen
der cis-Dihydroimidazole (siehe Tabelle 1 in Abschnitt 6).

Vor kurzem wurde ein p53-Aktivator v&llig anderen Typs
beschrieben.[39] Das Bis(thiophenyl)furan 13 („RITA“) wurde
bei der Untersuchung einer Substanzbibliothek entdeckt, in
der zwei bis auf ihren p53-Status isogene Darmkrebszellinien
eingesetzt wurden. Die Aktivit
t von 13 konnte in Folgeex-
perimenten verifiziert werden. Insbesondere verhinderte 13

das Wachstum von Tumormodellen in der Nacktmaus bei
10 mgkg�1 pro Tag i.v. vollst
ndig. 13 greift in die Bildung des
Komplexes aus HDM2 und p53 ein, wobei es nicht an HDM2,
sondern mit sehr hoher Affinit
t direkt an p53 zu binden
scheint (Kd= 1.5 nm). Die Autoren schlossen daraus, dass 13
wahrscheinlich eine bislang unbekannte, allosterische Bin-
destelle auf p53 adressiert. So k&nnte entweder ein zur
Komplexbildung notwendiger Konformations-bergang blo-
ckiert oder ein Zustand stabilisiert werden, der weitere Co-
faktoren rekrutiert.

Interessanterweise zeigte sich in vor kurzem ver&ffent-
lichten NMR-Experimenten, dass natives p53 auch nach der
Bindung an MDM2 relativ unstrukturiert bleibt.[40] Dies
deutet darauf hin, dass zum Erreichen seines aktivierenden
Zustands zus
tzliche Regulatorproteine notwendig sind. In
der gleichen Studie wurde auch darauf hingewiesen, dass
MDM2 in Gegenwart von niedermolekularen Substanzen
unterschiedlich stark zur Aggregation tendieren kann. Die
hohe Wirksamkeit von 13 in p53+-Tumorgewebe und sein
neuartiger Wirkmechanismus belegen das Potenzial von
m&glichst breit angelegten Screeningexperimenten.

5. Modulare, nichtpeptidische Aktivatormolek5le

Die Transkription k&nnte auch beeinflusst werden, indem
nicht der Transkriptionsinitiationskomplex destabilisiert,
sondern im Gegenteil seine Bildung gef&rdert w-rde. Dies
sollte dann zu einer H
ufung von Transkriptionsereignissen
f-hren und die Expressionsniveaus des betroffenen Gens er-
h&hen. Auf Zwei- und Drei-Hybrid-Konstrukten basierende
Experimente nutzen eine derartige artifizielle Aktivierung
zur Detektion von Wechselwirkungen -ber das Auslesen der
Transkription von Reporterkonstrukten, und aus Aktivator-
und DNA-bindenden Dom
nen zusammengesetzte Fusions-
proteine werden seit l
ngerem als artifizielle Aktivatoren
untersucht und verwendet.[41] Kleine Molek-le, die in einer
vergleichbaren Weise Transkriptionskomplexe stabilisieren
k&nnen, sind bislang nicht identifiziert worden. Sollte es ge-
lingen, kleine Molek-le, die Komponenten der Transkripti-
onsmaschinerie adressieren, in modular aufgebaute Kon-
strukte einzubinden, dann k&nnten auch nichtpeptidische
Aktivatoren ein Hilfsmittel in der chemischen Biologie wer-
den.

Ist einmal ein geeigneter Ligand f-r einen Coaktivator
oder einMediatorprotein gefunden – z.B. in auf TF/Cofaktor-
Dissoziation[42] oder Cofaktor-Rekrutierung[43] ausgerichteten
Screeningexperimenten –, so k&nnte ein neuartiger Aktivator
durch kovalentes Anbinden an ein weiteres Molek-l erhalten
werden, was eine hohe DNA-Affinit
t sicherstellen w-rde
(Abbildung 3). Um ausschließlich relevante Gene zu akti-
vieren, k&nnte ein DNA-bindendes Protein angesteuert wer-
den (artifiziell oder auch nat-rlich, Abbildung 3a) oder die
DNA direkt mit einem sequenzspezifischen Liganden adres-
siert werden (Abbildung 3b). Dies erg
be je nach Konfigu-
ration niedermolekulare Protein-Protein- oder Protein-
DNA-Dimerbildner („Dimerizer“). Dieses Konzept konnte
bisher mit drei unterschiedlichenMolek-len realisiert werden
(Schema 4).

Schema 3. Verbindungen 10–13, die p53 modulieren.
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Das Isoxazolidin 14 und 
hnliche Verbindungen k&nnen,
wie Mapp et al. zeigten, die Transkription eines Zielgens in
vitro um das F-nf- Siebenfache erh&hen.[44] Die notwendige
DNA-Affinit
t wurde durch das Ankn-pfen vonMethotrexat
erreicht, das an ein artifizielles Fusionsprotein aus Dihy-
drofolat-Reduktase und der DNA-Bindedom
ne des Hefe-
Transkriptionsfaktors LexA bindet. Interessanterweise
konnten sowohl die Konfiguration als auch die Anordnung

der Substituenten am Isoxazolidinkern stark variiert werden,
eine Eigenschaft, die auch manche nat-rliche Aktivatorpep-
tidsequenzen aufweisen.[44b] Mber die Natur der zellul
ren
Zielproteine dieses Isoxazolidin-Aktivators sowie das Aus-
maß der Beeinflussung durch das Fusionsprotein wurde noch
nicht im Detail berichtet.

In der Folge stellten Uesugi, Dervan et al. ein Konjugat
(15) aus „Wrenchnolol“ und einem DNA-bindenden Poly-
amid vor, das in vitro die sequenzspezifische Transkription
von DNA ausl&st, ohne auf ein DNA-bindendes Protein an-
gewiesen zu sein.[45] „Wrenchnolol“ war zuvor als mikromo-
larer Ligand f-r Sur-2 identifiziert und optimiert worden, ei-
ner Ras-gebundenen Untereinheit des menschlichen Media-
torkomplexes.[42] Mit dem Wrenchnololkonjugat 15, das ein
sequenzspezifisch DNA-bindendes Polyamid tr
gt,[46] konnte
die Rekrutierung sowohl von Sur-2 als auch von RNA-Poly-
merase II an die Ziel-DNA demonstriert werden, was die
gelungene In-vitro-Rekonstitution des transkriptionskompe-
tenten Pr
initiationskomplexes aus den molekularen Kom-
ponenten st-tzt.

Kodadek et al. gelang es k-rzlich, aus einer Bibliothek
von 100000 Peptoiden drei potente Liganden f-r die KIX-

Abbildung 3. Modulare, artifizielle Aktivatoren. a) Ein Aktivatormodul
(rot), verkn9pft mit einem Liganden f9r ein DNA-bindendes Protein
(DBP, gelb). b) Ein Aktivatormodul, verbunden mit einem DNA-bin-
denden Molek9l (dunkelblau). Code: codierende Region; TATA: TATA-
Element; +1: Ort des Transkriptionsbeginns.

Schema 4. Modulare nichtpeptidische Aktivatorverbindungen 14–16. Die aktivierenden Module sind auf der rechten Seite abgebildet. R*=5-Thio-
ureidofluorescein; Ts=Tosyl.
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Dom
ne des CBP zu identifizieren, die Po-
tenzial zur Rekrutierung aufwiesen.[47] Das
Konjugieren dieser Peptoide an Dexametha-
son ergab unter anderem das Konjugat 16, das
trotz seiner Gr&ße bemerkenswert zellper-
meabel war. 16 wirkte als starker Aktivator in
vivo in einem Zellexperiment, in dem ein
Fusionsprotein der Ligandenbindungsdom
-
ne des Glucocorticoidrezeptors und der Gal4-
DNA-Bindungsdom
ne die Spezifit
t f-r ein
artifizielles Reportergen vermittelte. Bemer-
kenswerterweise ergaben andere der im ers-
ten Schritt identifizierten CBP-Liganden
nach Konjugation an Dexamethason keine
potenten Aktivatoren. Dies l
sst darauf
schließen, dass in diesem Fall die Lage der
Bindestelle und die relative Orientierung zum
Coaktivator wichtige Variablen f-r die Akti-
vatorfunktion sind.

6. Diskussion und Ausblick

In Tabelle 1 sind relevante Daten f-r die Verbindungen 1–
13 zusammengestellt. Welche Schl-sse lassen sich nun aus den
vorgestellten Befunden ableiten? Erstens zeigen diese viel-
f
ltigen Beispiele, dass es m&glich ist, potente kleine Mole-
k-le zu identifizieren, die die Transkription auf unterschied-
liche Weise beeinflussen. Die Wirksamkeit einiger dieser
Verbindungen n
hert sich bereits der In-vivo-Potenz von
Wirkstoffen. Zweitens scheint die Entwicklung von potenten
Modulatoren f-r transkriptionelle Cofaktoren einfacher zu
sein als diejenige von kleinen Molek-len, die direkt mit
Transkriptionsfaktoren wechselwirken. Drittens konnten
kleine Molek-le identifiziert werden, die unterschiedliche
Regionen des gleichen makromolekularen Zielmolek-ls an-
steuern und dabei unterschiedliche Wirkung erzielen.

Die meisten der hier besprochenen Verbindungen teilen
ein strukturelles Merkmal: Sie tragen lipophile Reste in einer
vorgegebenen dreidimensionalen Orientierung, die h
ufig
radial, fast sternf&rmig anmutet. F-r solche Anordnungen
wird angenommen, dass sie die dreidimensionale Form eines
begrenzten Proteinsegments abbilden (z.B. eine a-Helix oder
eine b-Schleife). Allerdings konnten nur wenige der hier
vorgestellten Verbindungen als funktionale „nichtkonven-
tionelle Peptidmimetika“ best
tigt werden, die auf diese
Weise in Proteintaschen binden, wie etwa die MDM/HDM-
Liganden 10 und 11. F-r die -berwiegende Mehrzahl der
beschriebenen Verbindungen sind die molekularen Parame-
ter der Wechselwirkungen nur ungenau definiert, aber eine
komplexe, m&glicherweise allosterische Beeinflussung der
Proteinstruktur liegt in einigen F
llen sehr nahe. Man kann
annehmen, dass die Protein-Protein-Wechselwirkungen indi-
rekt moduliert werden, wobei die strukturelle Plastizit
t der
bindenden Grenzfl
chen genutzt wird. Diese Plastizit
t
k&nnte bei den an der Transkription beteiligten Proteinen mit
ihrer multimodalen, multivalenten Natur besonders ausge-
pr
gt sein.

Auch konventionellere Wechselwirkungen von kleinen
Molek-len mit Proteinen haben immer wieder f-r Mberra-
schungen gesorgt.[48] Eine detaillierteres Verst
ndnis der
Wechselwirkungen von niedermolekularen Modulatorver-
bindungen mit Transkriptionsproteinen ist f-r die weitere
Entwicklung dieses Gebiets w-nschenswert. Bereits jetzt hat
sich gezeigt, dass potente kleine Molek-le gefunden werden
k&nnen, die die Transkriptionsmaschinerie direkt adressieren.
Viele dieser Verbindungen sollten sich hervorragend als
molekulare Sonden f-r das Studium der Transkriptionsregu-
lation eignen, und einige von ihnen k&nnten dar-ber hinaus
den Weg zu neuen therapeutischen Anwendungen weisen.

Diese Arbeit wurde durch den Fonds der Chemischen Industrie
(Liebig Stipendium) und die DFG (AR493-1) gef9rdert. Ich
danke Prof. Dr. H. Waldmann f�r seine Unterst�tzung.
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