
292 < Trendbericht) 

Biochemie und 

Abb 1 

Aus der Struktur- 

genomik: Cab-Pro- 

tein our E. coli mit 

Itrukturhomologie 

zu den Fe"-holtigen 

2-Oxoglutorat- 

obhangigen 

Oxygenasen. 

Molekularbiologie 2003 

Hochdurchsatzmethoden fuhren zu ersten Erfolgen be; der Vorhersage der biologischen 

Aktivittit f unktionell nicht charakterisierter Proteine unhand won Strukturhomologien. 

Proteintherapeutika halten Einzug in den medizinischen Alltag. Die RNA, in ihrer 

Bedeutung lunge unterschtitzt, hat rnit ihren verschiedenen Formen in Grundlagen- und 

Pharmaforschung ein Comeback erlebt. 

Protein kristallogra- 
phie im Zeitalter der 
Strukturgenomik 

+ Der Trendbericht ,,Neue Protein- 
strukturen" im Jahr 2000 endete mit 
der Frage, ob die klassische Protein- 
kristallographie nach der Struktur- 
analyse des Ribosoms ihren Zenit 
uberschritten hat und ob wir kunftig 
mit Strukturen funktionell nicht 
charakterisierter Proteine uberhauft 
werden." Wir mochten, ausgehend 

von dieser Frage, an Beispielen aus 
dem vergangenen Jahr Eindriicke 
von der Entwicklung der ,,klassi- 
schen Proteinkristallographie" und 
der Strukturgenomik vermitteln. 

Strukturgenomik 

+ Unter dem Begriff ,,Strukturgeno- 
mik" versteht man die Struktur- 
bestimmung zahlreicher Proteine ei- 
nes Genoms durch eine Institution 
oder ein Konsortium, unabhangig 
davon, ob diese Proteine bereits 
funktionell charakterisiert wurden 
oder nicht.') Durch neue Techniken 
und Automatisierung sol1 der 
Durchsatz bei der Strukturbestim- 
mung deutlich erhoht werden, wie 
es bei der Bestimmung der Genom- 
sequenzen in beeindruckender Wei- 
se gelungen ist. Seit der Grundung 
der ersten Initiativen dieser Art vor 
etwa funf Jahren haben diese nun ih- 
re ,,Produktionsphase" erreicht. 

Die Ziele waren hoch gesteckt: je- 
des Konsortium wollte pro Jahr 
Hunderte von Strukturen produzie- 
ren. Konnte dieser Durchsatz er- 
reicht werden? Ein Korrespondent 
von Science schrieb dazu bereits En- 
de 2002 nach Besuch der Struktur- 
genomik-Konferenz in Berlin, dass 
die Pipelines der Initiativen Lecks 

haben und statt einer Flut nur ein 
Rinnsal neuer Strukturen produzie- 
ren. Zweifellos wird der urspriing- 
lich hoch angesetzte Durchsatz ge- 
genwartig noch nicht erreicht. Die 
Ursache ist darin zu sehen, dass die 
Strukturbestimmung sich (noch?) 
nicht in dem MaBe automatisieren 
lasst wie die Genomsequenzierung. 
Auf dem Weg von der Gensequenz 
zur Proteinstruktur gibt es viele 
Hurden, die sich nicht mit einer 
Standardmethode uberwinden las- . 
sen, insbesondere die losliche Ex- 
pression und Kristallisation der Pro- 
teine. Dies sind die Lecks, die dazu 
fuhren, dass von 100 anvisierten 
Zielproteinen zunachst nicht mehr 
als zehn die Pipeline als verfeinerte 
Struktur verlassen, bei den eukaryo- 
tischen oder menschlichen Protei- 
nen deutlich weniger als bei den 
bakteriellen Proteinen. Nach der 
zentralen Datenbank http://targetdb. 
pdb.org wurden bis Ende November 
2003 insgesamt 535 Strukturen be- 
stimmt, etwa 400 davon in Nord- 
amerika. 

Dennoch ist davon auszugehen, 
dass mit neuen Hochdurchsatz- 
methoden und der Automatisierung 
die Kosten pro Proteinstruktur ge- 
senkt werden und der Durchsatz zu- 
kunftig noch erhoht wird. Ein GroB- 
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Abb. 2. Wirkstoffe in Aktion: Links: Eindung von Lisinopril an das Angiotensin-konvertierende Enzym mit Zinkion (rot). Mitte: lnhibierung der PDE-5 durch 

Sildenafil. Rechts: molekulare Oberfliche des oktiven Zentrums einer Coronavirus-Protease mit gebundenem synthetischem lnhibitor und katalytischem 

Cystein-Nukleophil (gelb). 

teil dieser Methoden und die Infra- 
struktur an Synchrotronstrahlrohren 
kommt zudem auch akademischen 
Projekten zugute. Schwieriger ist die 
Frage zu beantworten, ob mit dem 
Hochdurchsatz der Strukturbestim- 
mung auch ein adaquater Gewinn an 
biologisch relevanter Information 
einhergeht. Hier schwingt die ein- 
gangs erwahnte Befurchtung mit, 
dass mit der ,,Uberhaufung" nicht 
funktionell charakterisierter Protei- 
ne eben kein groBer Erkenntnis- 
gewinn uber das bloI3e Resultat ei- 
ner neuen Proteinfaltung hinaus er- 
halten wird. Wahrend mit der Struk- 
turbestimmung auf der Grundlage 
funktioneller Untersuchungen bis- 
her haufig ein Vorschlag fur die mo- 
lekulare Funktionsweise des Pro- 
teins prasentiert werden konnte, 
wird kunftig zunehmend mit der 
Strukturbestimmung eines funktio- 
nell noch nicht charakterisierten 
Genprodukts zunachst nur eine 
Struktur in der Datenbank hinter- 
legt. Hier mussen Biochemiker diese 
Information spater zur Interpretati- 
on eigener funktioneller Studien 
nutzen. Generell wird der biologi- 
sche Erkenntnisgewinn der Struk- 
turbestimmung funktionell nicht 
charakterisierter Proteine zunachst 
sicherlich geringer ausfallen als fur 
ein gut untersuchtes Protein. Jedoch 
konnen im Zusammenspiel mit an- 
deren Ansatzen der Proteomik und 
Bioinformatik spater neue Erkennt- 

nisse erlangt und Felder erschlossen 
werden, die mit klassischen Ansat- 
Zen noch lange brach gelegen hat- 
ten. Hier sind Hochdurchsatz und 
klassischer Ansatz komplementar. 

Da Tertiarstrukturen deutlich 
besser konserviert sind als Primar- 
strukturen, fuhrte die Struktur- 
bestimmung tatsachlich haufig zu 
unerwarteten Homologien, die Hin- 
weise auf die biologische Aktivitat 
des Proteins geben (Abbildung 1). 
So bestimmte das New-York-Struk- 
turgenomik-Konsortium die Struk- 
tur des funktionell nicht charakteri- 
sierten Gab-Proteins des y-Amino- 
buttersaure-Operons aus E. coli 
(1JR7), wobei sich eine Ahnlichkeit 
zu Enzymen aus der Gruppe der Fell- 
haltigen 2-Oxoglutarat-abhangigen 
Oxygenasen hera~sstellte.~' Damit 
ist zwar die katalytische Aktivitat 
mit groBer Wahrscheinlichkeit er- 
kannt, das Substrat bleibt aber noch 
im Dunkeln, da die Enzyme dieser 
Familie eine groi3e Vielfalt an Sub- 
stanzen oxidieren. Ein weiteres Bei- 
spiel fur eine unerwartete Homolo- 
gie erbrachte die Strukturbestim- 
mung des Proteins yggF (1NXZ) aus 
Haernophilus inuuenzae durch das 
North-east-Strukturgenomik-Kon- 
sortium: dieses Protein weist eine 
strukturelle Ahnlichkeit zu RNA- 
Methyltransferasen a ~ f . ~ '  Jedoch ist 
auch beim Ruckschluss von der 
Strukturahnlichkeit zu ahnlicher 
Funktion zumindest Vorsicht ange- 

bracht. So bestimmten wir im ver- 
gangenen Jahr die Struktur einer Glu- 
cosidase mit einem NAD'-Kofaktor 
in unmittelbarer Nahe des Maltose- 
Substrates." Die Glucosidase hat eine 
verbluffende strukturelle Ahnlichkeit 
zur Lactat-Dehydrogenase. Die 
Struktur dieses Proteins wurde eben- 
falls von einem Strukturgenomik- 
Konsortium bestimmt. Ohne die bio- 

Ahb 3 

Anbindung von 

lnternalin A des 

Pathogens L. mono- 

cytogenes (rot/ 

grun) an die N-ter- 

minale Domine des 

menschlichen 

E-Cadherin-Rerep 

tors (blau). 
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Abb 4 

Lactose-Permeose 

mit gebundenem 

Lactose-Homolog 

(blou): Der Mem- 

brontronsport roll 

durch eine Rotation 

der zwei Domanen 

(gelb und rot) des 

Proteins bewerk- 

stelligt werden, 

wobei sich die 

Bindungstosche zur 

periplosmotischen 

Seite iiffnet. 

chemischen Daten zur hydrolyti- 
schen Aktivitat des Enzyms ware die 
Strukturhomologie als Weg zur 
Funktionsbestimmung hier eher ir- 
refuhrend. 

Wirkstoffe in Aktion 

+ Eine wichtige praktische Anwen- 
dung der Proteinkristallographie ist 
das rationale Wirkstoffdesign auf 
der Grundlage von Komplexen des 
Proteins mit vorhandenen und po- 
tentiellen Wirkstoffen. Die meisten 

dieser Strukturen verbleiben unver- 
offentlicht in den Archiven der Phar- 
mafirmen, jedoch seien hier einige 
publizierte Highlights des vergange- 
nen Jahres angefuhrt: Das Angioten- 
sin-konvertierende Enzym (ACE) 
spaltet das His-Leu-Dipeptid des An- 
giotensins I ab, unter Bildung des 
gefagverengend wirkenden Angio- 
tensin 11. ACE-Inhibitoren werden 
u. a. zur Therapie von Bluthoch- 
druck und Herzversagen eingesetzt. 
Die Struktur des Proteins mit dem 
Wirkstoff Prinivil (Zestril) ( 10866’) 
eroffnet die Moglichkeit des rationa- 
len Designs von neuen Wirkstoffen 
mit vednderten pharmakologischen 
Profilen (Abbildung 2, links). Ein 
anderer buchstablich potenter Inhi- 
bitor ist das Sildenafil, vor allem un- 
ter dem Handelsnamen Viagra be- 
kannt. Sung und Mitarbeiter be- 
stimmten die Bindung dieses Wirk- 
stoffes an seinem Zielort, der huma- 
nen Phosphodiesterase 5 ( 1UDT7’) 
(Abbildung 2, Mitte). 

Das Wirken dieser Medikamente 
wird vermutlich im aktiven Zentrum 
der Cytochrom-P450-Enzyme been- 
det, die oxidativ mehr als 90 % aller 
Wirkstoffe abbauen. Die Strukturauf- 
klarung einer Isoform dieser Enzyme 
im Komplex mit dem Wirkstoff War- 
farin (10G2”) zeigt eine groBe Sub- 

stratbindetasche, wobei das Warfarin 
nicht in unmittelbarer Nahe der 
Hamgruppe gebunden hat. Dies 
konnte die primare Bindestelle fur 
Substrate sein, es ist jedoch noch ge- 
nug Platz fur ein weiteres Substrat- 
molekul vorhanden. In diesem Fall 
wiirde das Warfarin einen Teil der 
Substratbindetasche bilden, was so- 
wohl die allosterische Aktivierung 
des Enzyms durch eine Reihe von 
Substanzen erklaren wurde als auch 
die durch P450-Enzyme vermittelten 
Wirkstoff-Wirkstoff-Interaktionen. 

Bakterielle und virale Proteine 
konnen eine Rolle als Wirkstofftar- 
gets zur Abwehr von Infektions- 
krankheiten spielen. Die Furcht vor 
der Epidemie SARS beherrschte die 
Schlagzeilen am Anfang des vorigen 
Jahres. Die Protease des infektiosen 
Coronavirus ist ein moglicher An- 
griffspunkt fur eine Therapie dieser 
Krankheit, da die Aktiviut dieses En- 
zyms fur die proteolytische Prozessie- 
rung von zwei Replicase-Polyprotei- 
nen des Virus notwendig ist. Nach- 
dem zunachst die Strukturen von ver- 
wandten Coronaviren im Komplex 
mit synthetischen lnhibitoren auf- 
geklart wurden (1P9T4) (Abbildung 
2, rechts), gelang spater auch die 
Strukturbestimmung der SARS-Coro- 
navirus-Protease (lUJ 1 lo) .  

Abb. 5. Strukturbiologie der oxygenen Photosynthese. Die Photosysteme I (PSI) und I1 (PSII) werden durch Lichtenergie ongeregt, PSI1 

erzeugt dobei Souerstoff. Elektronen werden von PSI1 iiber dos lipophile Plostochinon (PQ) ouf den Cytochrom bdf-Komplex (Cyt bdf) und 

von dort iiber Plostocyonin (PC) ouf PSI iibertrogen, dos die Elektronen iiber Ferredoxin (Fd) der Ferredoxin:NADP’-Reduktose (FNR) zur 

Reduktion von NADP’ zur Verfiigung stellt. Der wahrend des Elektronentronsports oufgeboute elektrochemische Protonengrodient wird 

von der ATP-Synthose zum Aufbou von ATP ous ADP und onorgonischem Phosphot genutzt. 
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Zum Eindringen in die Wirtszel- 
len nutzen pathogene Bakterien 
haufig spezifische Interaktionen mit 
Rezeptoren an der Zelloberflache. 
Das in Lebensmitteln vorkommende 
Pathogen Listeria monocytogenes 
dringt zunachst in die Epithelzellen 
im Darm ein. Der Schritt der Bin- 
dung des bakteriellen Proteins Inter- 
nalin A an die N-terminale Domane 
des menschlichen Rezeptors E-Cad- 
herin konnte nun auf molekularer 
Ebene visualisiert werden (106S).”’ 
Eine Domane mit der fur leucinrei- 
che Wiederholungsmotive typischen 
Hufeisenfaltung erkennt dabei spe- 
zifisch den Rezeptor des mensch- 
lichen Wirts (Abbildung 3). 

Membrankanale 

+ Die Strukturen von Membranka- 
nalen sind zweifelsohne ein High- 
light der letzten Jahre. Auch im ver- 
gangenen Jahr wurden weitere Fort- 
schritte erzielt, insbesondere mit der 
Strukturbestimmung eines potenzi- 
algesteuerten (~oRQ”’) sowie eines 
geschlossenen ( 1P7B13’) Kalium- 
kanals, der eine zentrale Rolle bei 
der Entstehung und Weiterleitung 
von Aktionspotentialen in Nerven- 
zellen spielt. Diese Strukturen wur- 
den erst kiirzlich im Hinblick auf die 
Verleihung des Chemie-Nobelprei- 
ses auf diesem Gebiet in den Nach- 
richten berucksichtigt (Nachr. 
Chem. 2003, 51, 1234). Der elektro- 
chemische Ionengradient kann von 
speziellen Transportproteinen ge- 
nutzt werden, um Verbindungen 
entgegen einem Konzentrationsgra- 
dienten zu transportieren. Hier 
konnte mit der Lactose-Permease 
aus E. coli ein biochemisch bereits 
besonders gut charakterisiertes 
Transportprotein strukturell auf- 
geklart werden (1PV6”’) (Abbil- 
dung 4). Die Permease besteht aus 
zwei Domanen mit jeweils sechs 
Transmembranhelices, die so ange- 
ordnet sind, dass eine groBe hydro- 
phile Tasche gebildet wird, welche 
zur cytosolischen Seite geoffnet ist. 
Mit dem Transport des Substrates 
konnte eine Konformationsande- 
rung in Form einer Rotation der Do- 
manen verbunden sein, wobei die 

Tasche mit dem gebundenen Sub- 
strat sich nun zur periplasmatischen 
Seite offnet. Fur diese Konformation 
liegen aber noch keine Struktur- 
daten vor. 

Einen Protonengradienten zum 
Export von Wirkstoffen aus der Zel- 
le nutzen Multidrug-Exporter, die 
fur Probleme sowohl bei der Krebs- 
Chemotherapie als auch bei der The- 
rapie von bakteriellen lnfektionen 
sorgen. Nach der Strukturaufkla- 
rung des Transporters AcrB aus E. 
coli”’ wurden nun Komplexe mit 
mehreren Liganden bestimmt (Rho- 
damin 6G, Ethidium, Dequalinium 
und Ciprofloxacin).16’ Diese Verbin- 
dungen binden an eine Reihe von 
Orten des etwa 5000 A3 groBen zen- 
tralen Hohlraums des Trimers, was 
die breite Substratspezifitat des 
Transporters erklart 

Bioenergetik 

+ Besondere Fortschritte sind ftir 
2003 bei der Untersuchung weiterer 
Mitglieder der membranstandigen 
Elektronentransportketten der oxy- 
genen Photosynthese und der mito- 
chondrialen Atmungskette zu ver- 
zeichnen. Mit der Strukturbestim- 
mung des Cytochrom bdf-Komple- 
xes (1UM317’) sowie den Rontgen- 
strukturen der Photosysteme 1”) 
und I119.20’ und der beteiligten klei- 
neren loslichen Proteine sind damit 
alle Komponenten des Elektronen- 
transportes und der Protonentrans- 
lokation der oxygenen Photosynthe- 
se strukturell charakterisiert (Abbil- 
dung 5). Der Cytochrom bdf-Kom- 
plex iibertragt Elektronen zwischen 
den Photosystemen I und I1 und er- 
zeugt dabei den spater zur Energie- 
gewinnung genutzen elektroche- 
mischen Protonengradienten. 

In der Gruppe von Iwata gelang 
die Strukturaufklarung der mem- 
branstandigen Succinat-Dehydroge- 
nase aus E. coli bei 2,6 A Auflosung 
(lNEK,lNEN)’” (Abbildung 6). 
Diese ist venvandt mit dem Kom- 
plex I1 (Succinat:Ubichinon-Oxido- 
reduktase) der mitochondrialen At- 
mungskette und kann als Model1 zu 
dessen Beschreibung dienen. Aus 
der raumlichen Anordnung aller am 
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Abb. 6.  Struktur der Succinat-Dehydrogenase aus E .  coli, aufgebaut 

aus den gtoplasmatischen Untereinheiten A (gelb) und B (rot), und 

den Tranrmembran-Untereinheiten C (blau) und D (grun). Am Elek- 

tronentransfer nehmen die Cofaktoren Ubichinon (orange), mehre- 

re Fisen-Schwefel-Cluster (grun) und FAD (blaugriin) teil, das ge- 

bundene Ham (gelb) verringert vermutlich die Bildung toxischer 

reaktiver Sauerstoffrpezies. 

Elektronentransport beteiligten Co- 
faktoren und der sie koordinieren- 
den Reste wird deutlich, dass die Na- 
tur in den Komplex I1 zahlreiche 
Schutzmechanismen gegen die Bil- 
dung reaktiver Sauerstoffspezies ein- 
gebaut hat. Eine Reihe von Erbkrank- 
heiten des Menschen, die in Amino- 
siiure-Austauschen im Komplex I1 re- 
sultieren, scbdigen offenbar genau 
diese Schutzfunktionen, und die Ursa- 
che ftir die assoziierten Schiidigungen 
kannte in der Freisetzung reaktiver 
Sauerstoffspezies zu suchen sein. 
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Abb 7 

Bindung des Elon- 

gationsfaktors TFllS 

an die RNA-Pa&- 

merase I/.  Die C-ter- 

minale Domane 

von TFllS (Rohren- 

modell, blau bis 

grun in C-terminale 

Richtung gefarbt) 

dringt tief in einen 

Tunnelzum aktiven 

Zentrum der RNA- 

Polymerase I /  

(Oberflachendar- 

stellung) vor. 

Transkription 

+ Die RNA-Polymerase I1 transkri- 
biert in hoheren Lebewesen protein- 
kodierende Gene in messengerRNA 
und geht dabei normalerweise pro- 
zessiv vor. Bestimmte DNA-Sequen- 
Zen konnen jedoch eine Ruckwarts- 
bewegung der RNA-Polymerase aus- 
losen, die zu einem Arretieren der 
RNA-Polymerase I1 in einem nicht- 
produktiven Zustand fuhren kann. 
Aus diesem kann sie erst wieder 
durch Bindung des Elongationsfak- 
tors TFIIS befreit werden, der die 
Nuclease-Aktivitiit der RNA-Poly- 
merase 11 erhoht und ihr ermoglicht, 
Teile des neusynthetisierten RNA- 

Stranges abzubauen. Die RNA-Poly- 
merase I1 im Komplex mit TFIIS 
(lPQV)zz' (Abbildung 7) unter- 
scheidet sich in ihrer Struktur deut- 
lich von der freien RNA-Polymerase 
11. Eine Domane des Elongationsfak- 
tors dringt dabei tief in einen Tunnel 
in der RNA-Polymerase ein und lost 
eine Umordnung des aktiven Zen- 
trums aus, die vermutlich die nu- 
cleolytische Aktivitat begunstigt. 
Dabei wird eine Schlaufenregion von 
TFIIS mit sauren Resten nahe an das 
3'-Ende der gebundenen RNA he- 
rangefuhrt und ist womoglich an der 
Bindung eines Metallions in einem 
Bimetallzentrum beteiligt, das die 
Spaltung des RNA-Stranges kataly- 
siert. 

Enzymkatalyre 

+ Zum Schluss noch ein kontrovers 
diskutiertes Beispiel aus dem Be- 
reich der Enzymkatalyse. Die Kris- 
tallographie kann molekulare Struk- 
turen bis zu atomarer Auflosung 
sichtbar machen. Diese hochauf- 
geloste und weitgehend ,,objektive" 
Elektronendichte muss jedoch zur 
Erstellung eines atomaren Modells 
stets interpretiert werden. Allen und 
Mitarbeiter untersuchten die Struk- 
tur einer Phosphoglucomutase in 
Gegenwart der naturlichen Substrate 
des Enzyms, welches die Ubertra- 
gung einer Phosphorylgruppe vom 
Substrat auf eine Asparaginsaure des 
Enzyms katalysiert (1003).23' Die 
Elektronendichte zeigte bei einer 
hohen Auflosung von 1,2 A die Ge- 
genwart eines Liganden mit funfbin- 
digem Atom (Abbildung 8). Der Li- 
gand wurde als Phosphoran-hter- 
mediat (pentavalenter Phosphor) in- 
terpretiert, womit erstmals die direk- 
te Visualisierung dieses fur viele In- 
line-Phosphoryl-Transferreaktionen 
angenommenen Ubergangszustands 
oder Intermediats gelungen ware. 
Spater kamen jedoch Zweifel an der 
Interpretation der Autoren auf und 
die trigonal-planare Gruppe wurde 
als MgFC-Ion gedeutet, welches sich 
im Kristallisationspuffer aus 10 mM 

ran-Ubergangszustands bindet.14' 
Die Autoren der Strukturanalyse 
bleiben jedoch bei ihrer Deutung 
und fuhren als starkstes Argument 
fur die Gegenwart eines Phospho- 
ran-Intermediats die Starke des Sig- 
nals der anomalen Dichtekarte an, 
wobei sich P und Mg um mehr als 
den Faktor zwei unterscheiden soll- 
ten. 25)  
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Engineering thera- 
peutischer Proteine 

Der Paradigmenwechsel zu den 
Biopharmazeutika 

+ Lange erschienen Proteine fur die 
pharmazeutische lndustrie wenig at- 
traktiv. Als Haupthindernis fur de- 
ren therapeutische Anwendung galt 
die fehlende orale Verfugbarkeit. Die 
Gentechnik wurde deshalb in erster 
Linie zur Herstellung rekombinanter 
Proteine als Wirkstoff-Targets fur 
Struktur-Funktions-Analysen sowie 
zur Etablierung von Screening-As- 
says in der Medizinischen Chemie 
eingesetzt. Dagegen beschrankte 
sich die Produktion ,,therapeuti- 
scher Proteine" zunachst auf klassi- 
sche humane Biomolekule, wie In- 
sulin, Blutgerinnungsfaktoren oder 
Wachstumshormon, die sich in kon- 
ventionellen Substitutionstherapien 
einsetzen liegen und dementspre- 
chend groiSe Markte eroberten. 

Die pessimistische Einschatzung 
hinsichtlich der Eignung von Protei- 
nen als originare ,,biopharmazeuti- 
sche" Wirkstoffe hat sich in den letz- 
ten Jahren allerdings gewandelt, wie 
unter anderem zwei jungst erschie- 
nene Monographien belegen."" Den 
Wendepunkt dieser rasanten Ent- 
wicklung illustriert vermutlich am 
besten Herceptin (Entwicklungs- 
name: Trastuzumab), ein bei Genen- 
tech entwickelter humanisierter An- 
tikorper (Abbildung l), der in Kom- 
bination mit konventionellen Cyto- 
statika zur Behandlung von metasta- 
tisierendem Brustkrebs eingesetzt 
wird. Dessen Entstehungsgeschich- 
te, von der Entdeckung des Targets 
uber die Entwicklung als Wirkstoff 
in einem Biotechnologie-Unterneh- 
men bis zu den regulatorischen Ent- 
scheidungsprozessen, ist inzwischen 
in einem Sachbuch nachzule~en.~' 

Proteine mit ihrer hochent- 
wickelten molekularen Erkennungs- 
fahigkeit sind den klassischen nie- 
dermolekularen Arzneimitteln zu- 
mindest im Hinblick auf die Spezifi- 
tat der pharmakologischen Wirkung 
haufig uberlegen. In der Regel ist ih- 

re Toxizitat geringer, da die Polypep- 
tide letztlich auf physiologischem 
Weg zu Aminosauren abgebaut wer- 
den. Der Nachteil der notwendigen 
Verabreichung uber die Blutbahn 
durch Injektion oder Infusion wird 
gerade im Fall lebensbedrohlicher 
Erkrankungen von den Patienten in 
Kauf genommen. Das zunehmende 
Verstandnis der Struktur-Funktions- 
Beziehungen der Proteine bietet zu- 
dem die Moglichkeit, derartige 
Wirkstoffe fur medizinische Anwen- 
dungen ,,maBzuschneidern". 

Dies betrifft nicht nur den biolo- 
gischen Wirkmechanismus, sondern 
auch pharmakologische Parameter, 
die durch Variation der Aminosaure- 
sequenz beeinflusst werden konnen: 
also Targetspezifitat und -affinitat 
sowie Pharmakokinetik und Toxizi- 
tathletabolisierung (s. den Artikel 
,,Neuartige Biopharmazeutika durch 
gezielte Manipulation pharmakolo- 
gischer Parameter", Nachl: Chem., 
im Druck). Zudem eroffnen sich so-* 
gar andere, nicht mehr mit Eingriffen 
verbundene Darreichungswege." 
Aufgrund dieser Produktvorteile 
wird fur Proteintherapeutika ein 
schnell wachsendes Marktpotential 
von uber 59 Mrd. US $ bis zum Jahr 
2010 erwartet.5.6) Weltweit waren im 
September 2003 bereits 148 gen- 
technisch hergestellte Arzneimittel 
auf dem Markt. Davon haben 64 Bio- 
pharmazeutika, die insgesamt 30 
Proteinwirkstoffe reprasentieren, 
erst in den letzten drei Jahren die 
Zulassung der Behorden erhalten." 

Neuartige therapeutische Proteine 

+ Das Anwendungspotential von 
durch Protein-Engineering gewon- 
nenen Biopharmazeutika verdeutli- 
chen einige in jungerer Zeit zugelas- 
sene Medikamente sowie Produkt- 
kandidaten, die sich in fortgeschrit- 
tenen klinischen Prufungsphasen 
befinden. Abgesehen von der hier zi- 
tierten Fachliteratur finden sich de- 
taillierte Informationen zu deren Zu- 
sammensetzung und Eigenschaften 
im Fall der bereits zugelassenen Pro- 
teintherapeutika auf den Web Sites der 
U.S. Food and Drug Administration 
(www.fda.gov) oder der European 
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Abb. 1. Komplex aus dem Fab-Fragment des humanisierten Antikorpers Herceptin (Trastu- 

zumab; leichte Kette orange, schwere Kette grun) und der extrazellularen Region (sHER2) 

seines humanen Rezeptor-Targets pHER2/ne~.’~’ Diese reigt mit ihren vier Domanen im 

Vergleich zu der ebenfalls aufgeklarten unkomplexierten Kristallstruktur von sHER2 der 

Ratte beinohe die gleiche Konformation. Offenbar wird ein aktivierter Zustand eingenom- 

men, ahnlich wie er von der Eindung des ECF (an der Kluft zwischen Domane I und Il l )  an 

den verwandten Rezeptor sHERl bekannt ist. 

*Agency for the Evaluation of Medici- 
nal Products (w.emea.eu. int) .  

Ein nunmehr klassisches Beispiel 
ist das Insulin, das als erstes gen- 
technisch hergestelltes Proteinthera- 
peutikum (Humulin von Genen- 
tech) vor mehr als 20 Jahren in den 
Handel kam. In den ublichen For- 
mulierungen aggregiert natives Hu- 
maninsulin zu Dimeren und Hexa- 
meren, was eine durchaus er- 
wiinschte Depotbildung nach sub- 
kutaner Injektion zur Folge hat. 
Durch Veranderung der Aminosau- 
resequenz kann die Kinetik der Dis- 
aggregation und damit der Zeitver- 
lauf der Bioverfugbarkeit des aktiven 
Insulins im Blutstrom beeinflusst 
werden. In den vergangenen drei 
Jahren wurden zwei Praparate mit 
gezielt manipulierter Pharmakoki- 
netik zugelassen. ,,Insulin Aspart“ 
(NovaLog von Novo Nordisk) und 
,,Insulin Lispro“ (Humalog von Eli 
Lilly) wirken besonders schnell, da 
das Insulin-Monomer entweder 
durch eine einzelne Aminosauresub- 
stitution, Prolin B28 gegen Aspara- 
ginsaure (Aspart), oder durch Per- 
mutation von Lysin 828 und Prolin 
B29 (Lispro) stabilisiert wurde. 
Demgegenuber verfugt ,,Insulin 
Glargine“ (Lantus von Aventis) uber 

verzogerte Wirkung und eignet sich 
zur Einstellung einer langer andau- 
ernden basalen Hormonkonzentrati- 
on. Hierbei wurde der isoelektrische 
Punkt durch Austausch des C-termi- 
nalen Asparaginrests der A-Kette 
durch Glycin sowie Anhangen zweier 
zusatzlicher Argininreste an die B-Ket- 
te erhoht, was die Prazipitatbildung 
nach der Injektion sogar verstiirkt.” 

Tenecteplase (TNKase von Ge- 
nentech bzw. Metalyse von Boehrin- 
ger Ingelheim), ein gentechnisch 
veranderter Gewebe-Plasminogen- 
aktivator zur thrombolytischen Be- 
handlung des Her~infarkts ,~’  ist ein 
Beispiel fur einen enzymatischen 
Wirkstoff. Das 527 Aminosauren 
umfassende Glycoprotein weist zwei 
Aminosauresubstitutionen in der 
,,Kringle 1“-Domane auf (Threonin 
103 zu Asparagin und Asparagin 1 17 
zu Glutamin) sowie einen vierfa- 
chen Alaninaustausch der Reste 
296-299 in der Proteasedomane, die 
das Plasminogen in das letztlich fi- 
brinolytisch wirkende Plasmin uber- 
fuhrt.’) Tenecteplase hat erhohte Af- 
finitat zu Fibrin und zeigt in dessen 
Gegenwart verstarkte Aktivitat, wo- 
bei die erhohte Fibrinspezifitat eine 
verminderte systemische Plasmino- 
genspaltung bewirkt. Zudem fuhrte 

das Protein-Engineering zur Resis- 
tenz gegenuber dem Plasminogen- 
aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1) sowie 
zu deutlich verlangerter Plasma- 
Halbwertszeit, was die Verabrei- 
chung durch Bolusinjektion (in ei- 
ner rasch applizierten Portion) an- 
stelle Infusion gestattet. 

Trastuzumab (Herceptin) ist ein 
,,humanisierter“ Antikorper, der ge- 
gen den HER-2/neu-Wachstumsfak- 
torrezeptor (p18!jHER-’) gerichtet ist 
(Abbildung l).Lo.LL’ Seine Komplex- 
bildung mit dem Rezeptor hat des- 
sen beschleunigte lnternalisierung 
zur Folge, wodurch die aggressive 
Proliferation der Tumorzellen ge- 
bremst wird. Die insgesamt sechs 
Peptidschleifen (CDRs), die die An- 
tigenbindungsstelle des Immunglo- 
bulins bilden, wurden gentechnisch 
von einem zuvor generierten mono- 
klonalen Antikorper der Maus 
(4D5) auf ein humanes Immunglo- 
bulingerust transplantiert, um Ab- 
stosungsreaktionen im Patienten zu 
reduzieren. Tatsachlich trat bei 903 
untersuchten Patienten nur in einem 
Fall eine HAHA-Immunantwort 
(human-anti-humanisierter Antikor- 
per) auf.”’ Als intaktes Immunglo- 
bulin m u s  dieses Biopharmazeuti- 
kum ubrigens in Zellkultur pro- 
duziert werden, um die fur die biolo- 
gische Funktion und lange Serum- 
halbwertszeit erforderliche Glycosy- 
lierung in der Fc-Region zu gewahr- 
leisten. 

Die Zulassung von Adalimumab 
(Humira von Abbott) in  den USA im 
Dezember 2002 markiert den Beginn 
einer neuen Generation von Anti- 
korper therape~t ika .~~’  Adalimumab 
wurde ursprunglich als rekombinan- 
tes Antikorperfragment D2E7 aus ei- 
ner Phage-Display-Library von hu- 
manen Immunglobulingenen, die 
bei Cambridge Antibody Technology 
hergestellt worden war, selektiert. 
Dieser Antikorper bindet das pro- 
inflammatorische Cytokin TNF-a 
(Tumornekrose-Faktor), blockiert 
dessen Interaktion mit dem TNF- 
Rezeptor und wird als antagonisti- 
scher Wirkstoff zur Behandlung der 
schweren Rheumatoiden Arthritis 
(RA) eingesetzt. Im Gegensatz zu 
den nachtraglich durch CDR-Trans- 
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plantation humanisierten Antikor- 
pern wird Humira aufgrund der Ge- 
winnung seiner Bindungsregion aus 
einem klonierten menschlichen 
Gen-Pool als .,humaner" Antikorper 
klassifiziert, was jedoch nicht dahin- 
gehend zu verstehen ist, dass dieses 
letztlich imnier noch rekombinante 
Biomolekul in dieser Form tatsach- 
lich im menschlichen Immunsystem 
vorkommt. 

Etanercept (Enbrel von Immunex, 
Vertrieb durch Amgen und Wyeth) 
ist ein den Antikorpern strukturell 
venvandter Wirkstoff aus der Klasse 
der Immunadhasine, die durch gen- 
technische Proteinfusion aus dem 
Fc-Teil eines Immunglobulins und 
der extrazellularen Domane eines 
Rezeptors - oder auch einem ande- 
ren Bindungsprotein - hergestellt 
werden. Etanercept enthalt ein Frag- 
ment des p75-TNF-Rezeptors und 
kann damit TNF-u komplexieren.'" 
Die Fc-Region bewirkt endosomales 
Recycling und damit erheblich ver- 
langerte Serumhalbwertszeit. Auf- 
grund der bivalenten Natur des Im- 
munadhasins sowie der trimeren 
Quartarstruktur des Cytokins wer- 
den zudem hochmolekulare Aggre- 
gate gebildet, die von Phagozyten 
aufgenomnien werden konnen. Der 
Blockbuster Enbrel ist ebenfalls zur 
Behandlung der RA zugelassen. 

Ein weiteres Immunadhasin, das 
kurzlich Aufmerksamkeit erregt hat, 
ist ,,VEGF-Trap" (von Regeneron und 
Aventis). VEGF (Vascular Endotheli- 
al Growth Factor) ist ein Mediator 
des GefalSwachstums nicht nur wah- 
rend der Embryonalentwicklung, 
sondern auch bei der Tumorgenese. 
Die zweite extrazellulare Doinane des 
hochaffinen VEGF-Rezeptors 1 
(Flt-1) wurde in diesem Fall mit der 
dritten extrazellularen Domane des 
niedrigaffinen VEGF-Rezeptors 2 
(Flk-1KDR) und diese wiederum mit 
der Fc-Region eines IgG fusioniert.15' 
Das entstehende losliche dimere 
VEGF-Rezeptorprotein ist mit seiner 
Dissoziationskonstante im subpico- 
molaren Bereich konkurrierenden 
Antikorperpraparaten uberlegen. Der 
VEGF-Antagonist unterbindet nicht 
nur die Vaskularisierung, sondern 
zerstort selektiv auch bereits gebilde- 

te GefalSe in Tumoren. VEGF-Trap 
befindet sich in klinischen Studien 
der Phase I fur solide Tumoren sowie 
Lymphome und kommt zudem fur 
Anwendungen in der Ophthalmolo- 
gie in Betracht. 

Aktuelle Entwicklungen, Ausblick 

+ Die ermutigenden Erfolge der 
proteinbasierten Wirkstoffentwick- 
lung haben eine Reihe von For- 
schungsansatzen stimuliert. Im Mit- 
telpunkt steht unter anderem die 
Proteinglycosylierung, die einerseits 
fur die biologische Aktivitat sowie 
die pharmakokinetischen Eigen- 
schaften zahlreicher Biopharmazeu- 
tika essentiell ist, andererseits aber 
besonderen Aufwand wegen des not- 
wendigen Einsatzes hoherer Zellen 
zur Produktion verursacht. Zudem 
ist die ublichenveise auftretende He- 
terogenitat der N-Glycosylierung von 
Asparaginseitenketten ein schwer zu 
kontrollierender Parameter. 

Ein im Hinblick auf die post- 
translationale Modifizierung unkon- 
ventioneller Losungsansatz wurde 
im Fall des ,,synthetischen Erythro- 
poese-Proteins'' (SEP) beschrie- 
ben."' Die 166 Aminosauren umfas- 
sende Polypeptidkette des humanen 
Erythropoetins (EPO) wurde an 
zwei der vier naturlichen Glycosylie- 
rungspositionen mit negativ gelade- 
nen Polymergruppen kovalent deri- 
vatisiert (Abbildung 2 ) .  Deren 
Struktur war bezuglich der selekti- 
ven Linkerchemie, des resultieren- 
den hydrodynamischen Radius und 
der fur die Rezeptorbindungsfahig- 
keit gunstigen negativen Ladung (PI 
= 5,O) optimiert. Die in ihrer mole- 
kularen Zusammensetzung mono- 
disperse und hochdefinierte Sub- 
stanz zeigte sowohl in Zellkultur als 
auch im Tiermodell erythropoetischen 
Effekt, wobei die Serumhalbwertszeit 
gegenuber rekombinantem EPO 
zwei- bis dreifach verlangert war. Ob 
sich dieser kunstliche Wirkstoff je- 
doch in den fur eine Marktzulassung 
erforderlichen Quantitaten auch un- 
ter okonomischen Aspekten synthe- 
tisieren IaRt, bleibt abzuwarten. 

Eine Strategie zur Intervention 
entzundlicher Prozesse bietet das 

Design dominant-negativer Varian- 
ten von TNE17' Dieses proinflamma- 
torische Cytokin wird in Form eines 
Transmembranproteins als Vorlaufer 
synthetisiert und durch Proteolyse 
als Homotrimer mit 52 kDa freige- 
setzt. Die anhand der bekannten 
Raumstruktur geplante Doppelmu- 
tante Alaninl45-Arginin / Tyrosin87- 
Histidin zeigt einerseits erheblich 
verringerte Affinitat zu den TNF-Re- 
zeptoren und, im Einklang damit, 
um mehr als vier Zehnerpotenzen 
schwachere Aktivierung der entspre- 
chenden intrazellularen Signalwege. 
Andererseits ist diese Variante zur 
Bildung von Heterotrimeren mit na- 
tivem TNF befahigt, wobei in vitro 
80% Austausch innerhalb von 
20min beobachtet wird und eine 
quasi ideale statistische Verteilung 
der heterooligomeren Spezies auf- 
tritt. Da offenbar schon die Anwe- 
senheit einer einzelnen modifizier- 
ten Untereinheit im Trimer mit der 
biologischen Aktivitat interferiert, 
sollte ein zehnfacher Uberschuss der 
dominant-negativen Variante in 
mehr als 99 Oh Verlust an funktionel- 
lem nativem TNF-Homotrimer re- 
sultieren. Tatsachlich konnte mit 
dieser TNF-Variante, die zwecks 
verlangsamter Clearance zudem mit 
Polyethylenglycol (PEG) derivati- 
siert war, in einem Rattenmodell 
der Kollagen-induzierten Arthritis 
ein deutlicher antiinflammatori- 
scher Effekt demonstriert wer- 
den.17' 

Erhebliches Einsatzpotential ha- 
ben Biopharmazeutika nicht nur bei 
den Autoimmunerkrankungen, son- 
dern auch in der Onkologie. Wah- 
rend konventionelle Chemothera- 
peutika ihre toxische Wirkung ge- 
genuber dem Tumor in erster Linie 
aufgrund dessen schnellerer Zelltei- 
lungsrate entfalten, versprechen 
Proteinwirkstoffe, die gegen Zell- 
oberflachenrezeptoren auf dem mali- 
gnen Gewebe gerichtet sind, wesent- 
lich hohere Spezifitat und damit ge- 
ringere Nebenwirkungen. Diese 
Aussichten erklaren den Boom in 
der Entwicklung humanisierter Anti- 
korper in den letzten Jahren mit der- 
zeit etwa vier fur die Onkologie zu- 
gelassenen Wirkstoffen und mehr 
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als 400 Produktkandidaten in kli- 
nischen Versuchen.18' Einen ver- 
mutlich blod vorlaufigen Ruck- 
schlag erhielt dieser Trend im Jahr 
2002 mit dem Debakel um die Zu- 
lassung des humanisierten Antikor- 
pers Cetuximab (Erbitux von Im- 
Clone Systems). Cetuximab ist ge- 
gen den EGF-Rezeptor gerichtet, 
welcher auf einem Drittel aller soli- 

den Tumoren uberexprimiert wird. 
Nachlassigkeiten im Zusammen- 
hang mit den klinischen Studien zur 
beschleunigten Zulassung, die auf- 
grund der urspriinglich vielverspre- 
chenden Daten bei der Behandlung 
von Dickdarmkrebs und Kopf- und 
Nackentumoren beantragt worden 
war, fuhrten zu juristischen Kon- 
sequenzen sowie - uber die nachtei- 

N ~-s-P-P-D-A-A-~.~A-A-P-\ 
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ligen wirtschaftlichen Folgen fur das 
Unternehmen hinaus - zu einer er- 
nuchterten finanziellen Bewertung 
der Antikorperbranche insgesamt."' 
Inzwischen prasentierte allerdings 
die Firma Merck, die die Vermark- 
tungsrechte fur Erbitux in Europa 
besitzt, die Ergebnisse ihrer 
, ,Bo~~"-Studie, welche die Wirk- 
samkeit des Proteintherapeutikums 
in beeindruckender Weise und wohl- 
dokumentien belegen.'" Im Dezem- 
ber 2003 wurde es in Kombination 
mit dem Cytostatikum Irinotecan 
zur Darmkrebstherapie in der 
Schweiz zugelassen. 

Antikorper in ihrer intakten 
Form als humanisierte Immunglo- 
buline sind im Prinzip als Wirkstoffe 
einer ,,ersten Generation" zu be- 
trachten, die nun den Weg fur wei- 
terentwickelte Proteintherapeutika 
mit erweitertem Profil ebnen. Bei 
Immunreagenzien der ,,zweiten Ge- 
neration" ist der Fc-Teil des Antikor- 
pers durch andere Proteine ersetzt, die 
wie im Fall der Immuntoxine neue Ef- 
fektorfunktionen verleihen.20' Die 
Zellerkennungsfunktion wird hier- 
bei in der Regel durch Single-Chain- 
Fv-Fragmente vermittelt, die sich 
besser als die grolSeren Fab-Frag- 
mente von Antikorpern zur Herstel- 

Abb 2. Primarstruktur des SEP'" (im Einbuchstaben-Code) mit seinen chemirchen Modifi2ierungen (oben) sowie Aufbau der glycomimetishen artifziellen Poly- 

merseitenkette (unten). Vier Cysteinreste sind an den beiden intromolekubren Disulfdbindungen (7-161 und 29-33) beteiligt, wahrend zwei weitere Cysteinreste 

in corboxymethylierter Form anstelle strukturell ahnlicher Glutamatreste (89,117) eingefuhrt wurden. Zwei der vier natiirlicherweise glycosylierten Aminosauren 

(24, 38,83: N-glycosylieites Aparagin; 126: 0-glycosyliertes Serin) wurden bei der kstphasen-Peptidsynthese durch N -Lavulinyl-Lysin ersetzt und diese 

anschliej3end durch Oxim-Ligierung mit dem gezeigten dendrimemrtigen Polymer verkniipfi. Das komplefte Polypeptid wurde schliej3lich durch Thioester- 

vermiftelte chemische Ligierung aus vier ungeschiitzten Peptidfragmenten {1-32,33-88,89-116 und 11 7-166) an drei der Cystein-Positionen zusommengesetzt, 

partiell corboxymethyliert und zur Bildung der Disulfdbindungen oxidiert sowie in die native Konformation gefaltet. 
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lung von Fusionsproteinen eignen. 
Allerdings weisen diese minimalen 
antigenbindenden Immunglobulin- 
fragmente ihrerseits Nachteile in der 
praktischen Anwendung auf, ins- 
besondere wegen der intrinsisch 
schwachen Faltungsstabilitat und 
des schwer kontrollierbaren Aggre- 
gationsverhaltens. Demzufolge 
zeichnet sich bereits ein Bedarf fur 
immuntherapeutische Wirkstoffe 
der ,,dritten Generation" ab, die 
wohl ganzlich auf Antikorper- 
bestandteile verzichten werden und 
ihre Target-Erkennungsfunktion mit 
robusteren maggeschneiderten Bin- 
dungsproteinen zuwege bringen. Ein 
Beispiel fur ein geeignetes Protein- 
Scaffold'" bieten die ,,Anticaline", die 
auf der Grundlage menschlicher Lipo- 
calinproteine konstruiert werden."' 

Vielversprechende Perspektiven 
hinsichtlich der vereinfachten An- 
wendung eroffnen schlieglich neu- 
artige Formulierungen, die die nicht- 
invasive parenterale Verabreichung 
von Biopharmazeutika ermoglichen. 
Alternativ zur subkutanen und in- 
travenosen Injektion sind therapeu- 
tische Proteine im Prinzip auch uber 
die Schleimhaute der Atemwege, al- 
so pulmonal resorbierbar." Bekann- 
testes Beispiel ist Exubera, ein inha- 
lierbares In~ul in , '~ '  das von Aventis 
und Pfizer gemeinsam vermarktet 
werden soll. Die Applikation erfor- 
dert Aerosole aus 1-3pm grogen 
Proteinpartikeln, deren Herstellung 
mittlerweile in einem einstufigen 
Verfahren durch Spmhtrocknung 
aus uberkritischen Flussigkeiten ge- 
lingt (Inhaloektar-Verfahren). Ad- 
sorbiert auf Glaskugelchen konnen 
sie bis zu zwei Jahre bei Raumtem- 
peratur gelagert werden. Optimie- 
rungsbedurfig ist noch die Biover- 
fugbarkeit, die nur 10-15 Oh des sub- 
kutan injizierten Insulins errei~ht; '~' 
der Rest geht wahrscheinlich durch 
Akkumulation bzw. Metabolisierung 
in Makrophagen verloren. 

Nicht zuletzt mit solchen Aus- 
sichten auf die Vermeidung der 
,,Spritze" ist mit dem Einzug wirksa- 
mer Proteintherapeutika in den me- 
dizinischen Alltag ein Trend eingelei- 
tet, der die Arzneimittelentwicklung 
insgesamt revolutionieren wird. 
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Die Wiederent- 
deckung der RNA 

+ Gerade als die Forscher dachten, 
sie hatten mit der Sequenzierung des 
menschlichen Genoms die Rolle der 
wichtigsten Molekule der Zelle ent- 
schlusselt, tauchte eine lange miss- 
achtete Molekulspezies in einer Viel- 
zahl von unterschiedlichen Formen 
auf die RNA. Die lange gehegte Vor- 
stellung, RNA sei lediglich eine Zwi- 
schenstufe auf dem Weg von der 
DNA zum Protein, wurde durch die 
Charakterisiemng und Kristallisati- 
on des Ribosoms revidiert.” Neben 
strukturbildenden Eigenschaften im 
Ribosom konnten der RNA erstmals 
,,enzymatische“ Funktionen zuge- 
wiesen werden. 

Erst als zu Beginn der 90er Jahre 
eine neue Form der Genregulation 
entdeckt wurde, die auf einer RNA- 
RNA-Bindung beruht, kam der Ver- 
dacht auf, dass RNA weit mehr 
Funktionen ausuben kann, als bis- 
her angenommen.” Die Entdeckung 
der RNA-lnterferenz (RNAi)3-7’ und 
mehrerer hundert kleiner regulatori- 
scher R N A S ~ ’ ~ ’  fuhrt heute zu ei- 

Abb. 1. 
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nem Umdenken uber viele Regula- 
tionsprozesse bei der Expression 
von Genen. Es ergeben sich neue 
Fragen nach Auswirkungen dieser 
Regulationsmechanismen auf Krank- 
heiten, deren Entstehung wir bis 
heute nicht erschopfend erklaren 
konnen. 

Abhangig von ihrer Entstehung 
sind diese kleinen RNAs bekannt als 
short interfering RNAs (siRNAs) 
oder microRNAs (miRNAs). Sie re- 
gulieren die Umschreibung von 
DNA in Protein meist als Represso- 
ren, indem sie entweder komple- 
mentare Messenger-RNAs (mRNAs) 
binden und zu deren Abbau beitra- 
gen (siRNAs+ RNAi) oder durch 
Bindung z.B. an den 3’ nichttrans- 
latierten Bereich (3’-UTR) der 
mRNA zu einem Stopp der Translati- 
on fuhren ( ~ ~ R N A ~ ~ R N A U ) . ’ ~ , ’ ~ ’  
(Abbildung 1) 

Short interfering RNAs und 
RNA-lnterferenr 

+ Short interfering RNAs (siRNAs) 
entstehen bei der Prozessierung von 
langen, doppelstrangigen RNAs 
(dsRNA) durch Dicer, einer Nuclea- 

se aus der RNAseIII-Familie,l*’ und 
bilden die aktive RNA-Spezies bei 
der RNA-lnterferenz (RNAi) [s. 
Trendberichte 2003, Nachr: Chem. 
2003, 51, 3161. Charakteristische 
einzelstrangige Uberhange von zwei 
Nucleotiden an beiden 3’-Enden 
pragen den siRNA-Duplex von 21 
bis 25 N~cleot iden .~’  Sind solche 
siRNAs homolog zu mRNAs in der 
Zelle, so dienen beide Strange der 
siRNA als komplementare Sonden 
zum Aufspuren dieser mRNAs.”’ 
Der doppelstrangige Komplex aus 
siRNA und mRNA wird durch eine 
Nuclease vom RNAseIll-Typ ge- 
schnitten, was zur Eliminierung der 
mRNA und zum Stopp der jeweili- 
gen Proteinbildung fuhrt.2u’ 

Seit entdeckt wurde, dass sich 
perfekt paarende siRNAs auch bei 
Saugetieren dazu venvenden lassen, 
homologe mRNAs zu eliminieren, 
wird RNAi zum Ausschalten von 
Genfunktionen venvendet.‘” Die 
Anwendung dieser Technik erstreckt 
sich von der Analyse von Protein- 
funktionen ganzer Genome 
(Functionomix) bis hin zum Aus- 
schalten von viralen und parasitaren 
Genen sowie von Onkogenen. Die 
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Bedeutung der therapeutischen An- 
wendungen von RNAi ist noch nicht 
abzusehen. Sie beschranken sich 
nicht auf Infekti~nskrankheiten’’~’~) 
und Krebs,”’ auch entzundlichc 
Prozesse, Morbus Crohn und Uber- 
funktionen verschiedener Organe 
konnen sich moglicherweise so be- 
handeln lassen 

Kleine RNAs fur die Cen- 
regulation: microRNAs 

4 Bereits Anfang der 90er Jahre 
wurde eine andere Spezies von klei- 
nen, nicht-kodierenden RNAs ge- 
funden, die vermutlich eine erhebli- 

’ che Rolle bei der Regulation der Dif- 
ferenzierung von Stammzellen spie- 
len konnen. Eine Mutation in einer 
sehr kleinen RNA fuhrt zu eincr ver- 
anderten Genexpression im Faden- 
wurm C.elegans, wie Victor Ambros 
1993 entdeckte.” Die Bindung die- 
ser kleinen RNA an das Ende einer 
messenger-RNA (mRNA) fuhrte zur 
Stopp der Translation verschiedener 
mRNAs und damit zur Fehlentwick- 
lung des Wurms. Sieben Jahre spater 
wurde in C.cleguns eine weitere klei- 
ne RNA mit genregulatorischen Ei- 
genschaften gefunden.”’ 

Erst mit der Entschlusselung der 
Genome verschiedener Spezies wur- 
de deutlich, dass das Genom Hun- 
dertc von kleinen RNAs codiert, de- 
ren Bedeutung nicht darin liegt, in 
Protein umgeschrieben zu werden, 
sondern die rcgulatorische Eigen- 
schaften aufweisen. Diese kleinen 
RNAs besitzen eine GrolSe von 18 
bis 25 Nucleotiden und sind hoch- 
konserviert von der Pflanze bis zum 
Menschen.’”’“’ Sie werden heute 
unter dem Begriff microRNAs 
(miRNAs) zusammengefasst. 

Der Mechanismus der miRNA- 
Biogenese ist weitgehend unbe- 
kannt. Sie werden im Zellkern aus 
langen primaren Vorlaufer-RNAs 
(pri-miRNA) geschnitten, die haar- 
nadelformige Strukturen von etwa 
70 Nucleotiden ausbilden 
(pre-miRNAs) (Abbildung 1). Diese 
pre-miRNAs verlassen den Zellkern 
und werden im Cytosol von einer 
Nuclease weiter bis auf ihre endgul- 
tige Lange ge~tutzt.’~.’~) 

Die Funktion der miRNAs 

+ Sequenzvergleiche von miRNAs 
mit bekannten Pflanzen-mRNAs er- 
gaben als Ziclmolekule hauptsach- 
lich Transkriptionsfaktoren, die in 
entwicklungsbiologische Prozesse 
eingreifen.”’ Sie regulieren die Gen- 
expression nach einer Zellteilung, 
bei der lwei unterschiedliche Zellen 
entstehen (asymmetrische Zelltei- 
lung), sowie Zellvermehrung (Pro- 
liferation) und Zelltod (Apoptose). 
In vivo- und in vitro-Studien in ver- 
schiedenen Organismen haben diese 
Vermutungen bestatigt. 

Studien uber die Morphogenese 
von Pflanzenblattern haben gezeigt, 
dass Mutationen im CINCINNATA- 
Gen (CIN-Gen) eine Krauselung der 
Blatter von Lowenmaulchen zur Fol- 
ge haben,3”’ da die Regulation der 
Zellteilung im Blatt gestort ist. Das 
CIN-Gen kodiert den Transkriptions- 
faktor TCP, der wiederum die Expres- 
sion verschiedener Gene wahrend 
der Zellteilung einschaltet. In nicht- 
teilen Zellen wird die Bildung von 
TCP unterdnickt. Die Mutanten mit 
den deformierten Bbttern leiden un- 
ter Uberproduktion von TCP und 
konnen daher die Zellteilung nicht 
stoppen. Der Uberschuss von Zellen 
am Blattrand bewirkt, dass sich das 
normalerweise glatte Blatt krauselt. 
Weigel und Mitarbeiter zeigten, dass 
die JAW-miRNA diese Feinregulation 
der TCP-Bildung auf mRNA-Ebene 
steuert. Diese bindet durch perfekte 
komplementare Basenpaarung an 
den 3’-nichttranslatierten Bereich 
(3’-UTR) der TCP-mRNA. Dadurch 
bildet sich ein ein doppelstrangiges 
RNA-Fragment, das den Abbau der 
TCP-mRNA durch Nucleasen er- 
leichtert und die Bildung des Proteins 
verhindert. Ohne TCP teilen sich die 
Zellen nicht mehr, und es entwickelt 
sich ein glattes Blatt. 

miRNAs bei Saugetieren 

4 miRNAs spielen nicht nur eine 
essentielle Rolle in der Entwicklung 
von Pflanzen und lnvertebraten 
(Wirbellosen), sondern auch bei 
Saugetieren wie dem Menschen. Im 
Gegensatz zur Pflanzenwelt, in der 

perfekt paarende miRNAs den Ab- 
bau der Ziel mRNA durch einen 
RNAi-ahnlichen Mechanismus sti- 
mulieren, weisen tierische miRNAs 
in der Regel keine perfekte Basen- 
paarung mit der Ziel-mRNA auf. 
Dies erschwert Auffinden von sol- 
chen miRNAs und deren Interakti- 
onspartner d e ~ t l i c h . ” , ~ ”  Tierische 
miRNAs fuhren durch imperfekte 
Basenpaarung am 3’-UTR der mRNA 
zu einem Translationsstopp im Ribo- 
som. 

Beim Menschen wurden bisher 
weit uber 200 miRNAs gefunden, 
deren Funktionen noch unbekannt 
sind.” Mit dcr Bedeutung von 
mi-RNas bei der Entwicklung von 
Saugern befassten sich Kawasaki 
und Sie identifizierten mit 
HESl das Zielgen eincr miRNA 
(miR-23). HESl ist ein Transkripti- 
ons-Repressor und wird hauptsach- 
lich in neuronalen Stammzellen ge- 
bildet, wo es die Differenzierung zu 
neuronalen Zellen verhindert. Durch 
Bindung an die mRNA von HESI 
blockiert miR-23 dessen Expression 
und ermoglicht damit eine Differen- 
zierung zu neuronalen Zellen. 

miRNAs und Feinregulation 

+ Wahrscheinlich werden die 
microRNAs unsere Vorstellung uber 
die Entstehung von Krebs grund- 
legend verandern. Ein Merkmal von 
Krebs ist der Verlust der Zellidentitat 
und die unkontrollierte Vermehrung 
(Proliferation) von Zellen. Bisher 
herrschte die Ansicht, dass die Anrei- 
cherung von Mutationen in der Pro- 
teinsequenz von Onkogenen und Tu- 
mor-Suppressor-Genen dafur verant- 
wortlich sind, dass Krebs entsteht. Die 
ldentifiiierung der miRNAs, die gera- 
de fur die Entwicklung von Organis- 
men und Zellhomoostase wichtig 
sind, konnte diese Auffassung kor- 
rigieren. Da die miRNAs die Kontrolle 
der Zellteilung beeinflussen, kann ei- 
ne gestorte Regulation der Gcnexpres- 
sion in entwicklungsspezifischen Ge- 
nen bei der Entstehung von unkon- 
trolliertem Wachstum eine Rolle spie- 
len, wie neuere Daten ~eigen.”.~’” 

siRNAs und miRNAs sind eng 
miteinander verknupft, da die Pro- 
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Abb 2 
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zessierung beider Spezies uber den 
gleichen Mechanismus verlauft. Wie 
dsRNA als Vorlaufer der siRNAs, 
werden auch die Vorlaufer 
(pri-miRNA, pre-miRNA) der 
miRNAs mit ihren vielen Haarna- 
delstrukturen als partielle, doppel- 
strangige RNAs angesehen. Daher 
liegt eine Beteiligung des RNAi-Me- 
chanismus an der Prozessierung der 
miRNAs nahe. Sowohl Dicer als 
auch der RNA-induzierte Silencing- 
Komplex (RISC) spielen bifunktio- 
nale Rollen bei der Regulation der 
Genexpression (Abbildung l).19) 

Fehlt Dicer im Organismus reichern 
sich die langen hairpin-RNAs 
(pri-miRNAs) in der Zelle an, wo- 
durch es zu unregulierter Zellteilung 
kommt. siRNAs und miRNAs sind 
funktionell austauschbar. Nur der 
Grad der Basenpaarung mit der Ziel- 
mRNA entscheidet uber ihren Ab- 
bau oder den Translati~nsstopp.~’~~~’ 

Naturliche Riboswitches 

+ Eine wesentliche Errungenschaft 
der letzten zehn Jahre ist die Ent- 
wicklung synthetischer RNAs, die 
durch ihre individuelle Faltung spe- 

zielle Funktionen ubernehmen. Die- 
se gefalteten RNAs, auch Aptamere 
genannt, konnen hypothetisch fast 
jede molekulare Zielstruktur von 
Proteinen bis hin zu ,,small molecu- 
les“ binden.36’ Solche RNAs konnen 
so entworfen werden, dass sie enzy- 
matische Eigenschaften besitzen 
(Ribozyme) und sogar allosterisch 
durch kleine Molekule reguliert wer- 
den konnen. Moglicherweise kom- 
men auch in vivo mRNAs vor, die ih- 
re Translation durch kleine Metabo- 
liten zu regulieren konnen. Warum 
solche RNAs bisher nicht gefunden 
wurden, ist unbekannt. 

Erst 2002 gelang es Ron Breaker 
und Mitarbeitern, die erste RNA aus 
Bakterien zu charakterisierten, die 
direkt mit kleinen Metaboliten inter- 
agieren kann und dadurch die Trans- 
lation des entsprechenden Proteins 

’ reg~liert.~’) mRNAs, die in E. coli an 
der Vitamin-B1-(Thiaminpyrophos- 
phat)-Biosynthese beteiligt sind, 
konnen direkt und ohne die Hilfe 
von Protein-Kofaktoren mit Thia- 
minderivaten interagieren. Durch 
Bindung von Thiaminpyrophosphat 
kommt es zur Umfaltung der 
mRNA, zur Behinderung der Ribo- 

somenbindungsstelle und schlieB- 
lich zum Abbruch der Protein- 
expression. Breaker nennt diese Art 
von direkter Interaktion einen Ri- 
boswitch. Warum bisher nur sehr 
wenige solcher Elemente bekannt 
sind, liegt an ihrer Herkunft. Es wird 
spekuliert, dass solche RNA-Kon- 
trollelemente im 5’- nichttranslatier- 
ten Bereich (5’-UTR) der mRNA aus 
einer Zeit in der Entwicklung des 
Lebens stammen, in der Proteine 
noch nicht ex i~ t ie r ten .~~’  Heute sind 
mehrere Riboswitches in bakteriel- 
len RNAs bekannt (Abbil- 
dung 2).3943’ 

Neben der Entdeckung Hunder- 
ter von microRNAs, die die Trans- 
lation von mRNAs durch Bindung 
an nicht translatierte Bereiche auf 
verschiedenen Arten regulieren, re- 
volutionieren Riboswitch-Domanen 
im 5’-nichttranslatierten Bereich von 
mRNAs das gesamte Feld der RNA- 
vermittelten Genregulation und off- 
nen neue Forschungsperspekti- 
ven. 44) 
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