Abbildung 1: Gefahr durch multiresistente Bakterien: Schema der Entwicklung eines resistenten Bakteri-

enstamms.
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Strukturermittlung und Bioinformatik

Strukturermittlung ist der Knackpunkt

Kleine Molekiile und Molekiilfragmente als Hinweisgeber —

Bioinformatik als treibende Kraft

Franziska Hufsky und Rolf Kickuth

Zur Zeit machen die Ergebnisse zur Erforschung der
Desoxyribonukleinsaure, ihrer Variationen und
verwandten Molekiile, ihrer 3D-Struktur und ihrer
Interaktion mit anderen Substanzen Furore. Das zeigen
beispielsweise die Artikel Uber Epigenetik in dieser CLB,
aber auch die Entwicklung von RNA-Impfstoffen.
Tatsachlich sind es aber oft kleine Molekiile oder
Molekiilteile, die das Interesse der Chemiker, Biologen
und Mediziner auf sich ziehen. Auch bei der Epigenetik
geht es z. B. um Methylierungen, Acetylierungen etc. Oft
hort man in diesen Tagen auch Hinweise auf
exponentielles Wachstum, und man ist versucht, den
Wissenszuwachs tber Molekilstrukturen mit solch einem
Modell zu beschreiben. Das trifft jedoch nicht zu. Dieser
Avrtikel beschreibt, wie man sich mit kleinen Moleklen
der Kenntnis tber groBe Molekile nahern kann, und wie
sich die Kenntnis von Molekiilstrukturen iber die Zeit
entwickelt hat. Wen wundert es. Eine groBe Rolle spielt
dabei jetzt die Bioinformatik.
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1. Kleine Molekiile im Fokus

Kleine Molekiile — insbesondere Naturstoffe —
sind die Grundlage der Entwicklung neuer Medika-
mente, z.B. neuer Antibiotika. Multiresistente Bakte-
rien, gegen die kein uns bekanntes Antibiotikum
mehr hilft, werden immer mehr gefiirchtet. Um diese
Bakterien bekdmpfen zu konnen, braucht man voll-
kommen neue Antibiotika, deren Entdeckung zuneh-
mend schwieriger wird. Mittels bioinformatischer
Methoden lasst sich die Struktur neuer potentieller
Wirkstoffe wesentlich schneller entschlisseln.

1.1 Gefahr durch multiresistente Bakterien

Seit der Entdeckung der antibiotischen Wirksam-
keit von Penicillin durch Alexander Fleming (1929)
hat man viele durch Bakterien ausgeloste Infekti-
onskrankheiten, wie z.B. Cholera oder Syphilis,
durch Antibiotika unter Kontrolle bekommen. Lei-
der haben aber viele Bakterien im Laufe der Jahre
Resistenzen gegen ein oder meh-
rere Antibiotika entwickelt (Ab-
bildung 1). Dies liegt unter
anderem am haufig verantwor-
tungslosen Umgang mit Antibio-

Ein neuer tika, z.B. beim praventiven
resistenter Einsatz in der Tierhaltung, als
Bakg‘;’t':t';tfmm Medikament gegen Viren oder
' bei vorzeitigem Abbruch der Ein-

® . a» nahme. Um multiresistente Bak-
o P terien bekampfen zu konnen,
braucht man vollkommen neue

@ . 2‘ Antibiotika, die jedoch immer
) seltener auf den Markt kommen.

1.2 Die Kraft der Natur nutzen

Zur Herstellung von Medikamenten verwenden
Menschen seit jeher Naturstoffe. Zur Entdeckung
neuer Antibiotika macht man sich Gifte zu Nutze,
die von Bakterien und Pilzen zur Abwehr gegen an-
dere Bakterienstamme produziert werden. Um die-
se Wirkstoffe nicht umstandlich aus Pflanzen oder
Bakterien gewinnen zu missen, muss man die mo-
lekulare Struktur der Wirkstoffe entschlisseln.
Strukturaufklarung von kleinen Molekiilen ist ein
aufwendiger und kostenintensiver Prozess, der
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Abbildung 2: Isotopenmuster von Penicillin G (C, .H .N,0,9),
dem vom Schimmelpilz Penicillium notatum produzierten, na-
tiirlichen Antibiotikum..

mittels bioinformatischer Methoden wesentlich
beschleunigt werden kann.

1.3 Waage statt Lupe zur Molekiilerkennung

Mit Kklassischen Lichtmikroskopen lassen sich
Strukturen dieser GroBen- (oder eher Kleinen-)ord-
nung nicht mehr erkennen. Stattdessen werden
die Molekiile gewogen. Solche winzigen Massen
lassen sich mit der Massenspektrometrie ermit-
teln. Kennt man die exakte Masse, kann man dar-
aus die Summenformel des Molekiils berechnen.
Die Summenformel gibt bekannterweise die Zu-
sammensetzung der Elemente im Molekiil an, also
wie viele Wasserstoff-, Kohlenstoffatome etc. im
Molekiil vorkommen.

Auch wenn sich die Messtechniken in den letz-
ten Jahren extrem verbessert haben, kann man die
Masse leider nicht ganz exakt bestimmen. Beim
Berechnen der Summenformel muss man daher ei-
nen bestimmten Fehlertoleranzbereich beachten.
Durch diesen Fehlertoleranzbereich ergeben sich
plotzlich extrem viele Summenformeln, die die un-
genaue Masse erkldaren konnten.

Um die Summenformel dennoch bestimmen zu
konnen, braucht man mehr Information. Deswe-
gen schaut man sich das [sotopenmuster des Mole-
kils an. Die Elemente auf unserer Erde kommen
namlich in unterschiedlicher Form vor. Zwei Ato-
me des gleichen Elements konnen unterschiedli-
che Anzahl an Neutronen enthalten, und haben
somit ein unterschiedliches Gewicht (siehe auch in
CLB 1/2-2016 den Artikel von Marlene Gorger:
Stabilisotopenanalysen am Menschen — Was die
[sotopie unseres Korpergewebes liber uns verrat—
und was nicht; S. 28-40).

So gibt es z.B. neben dem ,normalen“ Wasser-
stoff (kein Neutron) auch schweren Wasserstoff
(ein Neutron) und {iberschweren Wasserstoff
(zwei Neutronen), der jedoch radioaktiv und somit
instabil ist. Normaler Wasserstoff kommt auf unse-
rem Planeten zu 99,985 % vor, schwerer nur zu
0,015 %. Durch die unterschiedliche Haufigkeit
der Isotopen entsteht im Massenspektrum ein
Muster — das Isotopenmuster (Abbildung 2), das
sich fiir unterschiedliche Molekiile dndert. So
kann man zwei Molekiile mit sehr dhnlicher Masse
aber unterschiedlicher Summenformel voneinan-
der unterscheiden. Mittels bioinformatischer Me-
thoden, ldsst sich das Isotopenmuster aller
moglichen Summenformeln, die die gemessene
Masse erklaren wiirden, simulieren und mit dem
gemessenen Isotopenmuster vergleichen, um die
wahre Summenformel zu bestimmen.

1.4 Summenformel vs. Strukturformel

Die Summenformel beschreibt leider noch nicht
die Struktur des Molekiils, d.h. die Anordnung der
einzelnen Atome. Diese Anordnung bestimmt die
chemischen Eigenschaften des Molekiils und so-
mit auch dessen Wirksamkeit als Medikament. Fir
eine einzelne Summenformel gibt es wiederum
Unmengen verschiedener atomarer Anordnungen
und somit Unmengen moglicher Strukturformeln
(Abbildung 3).

Um mit dem Massenspektrometer mehr Infor-
mation als nur die Gesamtmasse des Molekils zu
ermitteln, wird das Molekil in Fragmente zerlegt,
indem man es z.B. mit anderen Molekiilen zusam-
menstolen lasst. Die Massen der einzelnen Frag-
mente werden dann als ein fiir das Molekiil
typisches Spektrum erfasst. Experten werten sol-
che Spektren aus, indem sie Diagramme zeichnen,
welche die einzelnen Schritte, wie das Molekiil bei
der Kollision zerbrochen ist, per Hand nachvollzie-

Abbildung 3: Summenformel (oben) und Strukturformel (un-
ten) der Kernstruktur der Penicilline, eine Gruppe von antibio-
tischen Wirkstoffen aus der Natur, die von Schimmelpilzen
gebildet werden. Die Seitenkette ,R" ist variabel.

Summenformel:

Strukturformel:

R. N =
‘v—%’ CH,
\([)r /r—N CH,

O
COOH

S
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Abbildung 4: Jedes Fragment, das im Massenspektrum als Signal gemessen wurde,
wird im Fragmentierungsbaum durch eine Summenformel erklart.

Abbildung 5:

Bildschirmfoto der
Strukturformel-
Suchmaschine

hen. Eine solche manuelle Interpretation ist je-
doch umsténdlich, zeitaufwendig und erfordert Ex-
pertenwissen  sowie  Kenntnis Uber die
Molekiilstruktur. Interessant fiir die Entdeckung
neuer Medikamente sind aber genau solche Mole-

kiile, deren Struktur bisher unbekannt ist.

1.5 Spezielle Baume erkléren die Chemie

Um die Analyse von Spektren unbekannter Mo-
lekiile in Zukunft zu erleichtern und wesentlich zu
beschleunigen, hat die Arbeitsgruppe um Prof. Se-

CSI:FingerlD.
1. Input Data 2, Molecular Formula Prediction 3. Compound ldentification
- Ic;‘umm ANl M [MeNale -] :
Chesical Alghsbal  CHMOPS-halegons S =
o R
L e
we e ttTTE R e & = IR S
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bastian Bocker, Lehrstuhl fiir Bioinformatik der
Uni Jena, das Konzept der Fragmentierungsbaume
entworfen. Wenn in der Informatik von Baumen
die Rede ist, handelt es sich nicht um einen Baum
im biologischen Sinn. Gemeint ist vielmehr das
Konzept, das auch Stammbaumen zugrunde liegt.

Ein Fragmentierungsbaum ist eine Art Dia-
gramm, welches den Fragmentierungsprozess des
Molekiils veranschaulicht — dhnlich der manuellen
Interpretation durch einen Experten, nur automa-
tisiert, schnell und ohne Vorwissen (Abbildung 4).
Startend mit der Summenformel des Molekiils be-
schreibt ein Fragmentierungsbaum nicht nur die
Summenformeln der einzelnen Fragmente, son-
dern auch, wie diese Schritt fur Schritt aus dem
Molekil herausgebrochen wurden. Ein solcher
Baum lasst sich in weniger als einer Sekunde be-
rechnen.

1.6 Ein bisschen CSI

Dieser Baum dient nun wiederum — zusammen
mit dem gemessenen Fragmentierungsspektrum
— als Grundlage fir eine sehr starke Strukturfor-
mel-Suchmaschine: CSI:FingerID (Abbildung 5).
Gibt man ihr das Fragmentierungsspektrum eines
unbekannten Molekiils, sucht sie damit vollauto-
matisch in einer Strukturdatenbank, ohne die
Spektren der darin enthaltenen Molekiile zu beno-
tigen. Das ist wichtig, denn Spektren sind fir
neue, unbekannte Wirkstoffe noch nicht gemessen
und referenziert wurden. CSI:FingerID beruht auf
einem Machine Learning Ansatz. Aus dem gemes-
senen Spektrum und dem daraus berechneten
Fragmentierungsbaum werden Eigenschaften ab-
gelesen, z.B. die Masse des Molekiils und seiner
Fragmente oder aber die Ahnlichkeit des Baums zu
Baumen anderer Molekiile. Mittels dieser Eigen-
schaften lasst sich durch das maschinell erlernte
Wissen ein struktureller Fingerabdruck des Mole-
kiils berechnen. Das klingt schon alles ein bisschen
nach CSI — ist es auch, namlich Compound Struc-
ture Identification. Mit diesem strukturellen Fin-
gerabdruck  kann man dann in  der
Strukturdatenbank nach dem Molekiil suchen, das
am wahrscheinlichsten diesen Fingerabdruck er-
zeugt hat.

Mittlerweile gibt es CANOPUS (Akronym fiir
»(class assighment and ontology prediction using
mass spectrometry)“, ein Rechenwerkzeug fiir die
systematische Annotation von Verbindungsklas-
sen. Auch hier die treibende Kraft: Aufklarungen
bei ,Metabolomics“, der analytischen Erfassung
von niedermolekularen Stoffwechselverbindungen
in einem biologischen System (s. Literatur ,Syste-
matic classification of unknown metabolites using
high-resolution fragmentation mass spectra“).

Mit nicht zielgerichteter Tandem-Massenspek-
trometrie (mehrere Analysatoren hintereinander)
konnen Tausende von Molekiilen in einer biologi-
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schen Probe nachweisen. Die An-
notation von Strukturmolekiilen
ist jedoch auf Strukturen be-
schrankt, die in Bibliotheken oder
Datenbanken vorhanden sind,
was die Analyse und Interpretati-
on experimenteller Daten ein-
schrankt. CANOPUS verwendet
ein tiefes neuronales Netzwerk,
um 2497 Verbindungsklassen aus
Fragmentierungsspektren vorher-
zusagen, einschlieBlich aller bio-
logisch relevanten Klassen. Das
neue Bioinformatiker-Werkzeug
zielt explizit auf Verbindungen
ab, fiir die weder spektrale noch
strukturelle Referenzdaten ver-
flgbar sind, und sagt Klassen vor-
aus, denen Tandem-Massenspek-
trometrie-Trainingsdaten fehlen.

1.7 Das System lernt selbst

CANOPUS funktioniert in zwei
Phasen: Zundchst erzeugt das
Verfahren, aus dem mittels Mas-
senspektrometrie ~ gemessenen
Fragmentierungsspektrum, einen
molekularen Fingerabdruck. Die-

i i

ser beinhaltet Informationen Abbildung 6: Bildschirmfoto von der Visualisierung eines mit CANOPUS genessenen Datensatzes (Abb.:
{iber die Struktureigenschaften UniJena/lens Meyer).

des gemessenen Molekiils. In ei-

nem zweiten Schritt ordnet das System den Meta-
boliten mithilfe des Fingerabdrucks einer
bestimmten Stoffklasse zu, ohne diesen dafiir
identifizieren zu miissen (Abbildung 6).

Bemerkenswert an dem System: Maschinelle
Lernen bendtigt in der Regel grole Datenmengen,
um trainiert zu werden. Das neue zweistufige Ver-
fahren hingegen ermoglicht es, im ersten Schritt
auf einer vergleichsweise kleinen Datenmenge von
zehntausenden Fragmentierungsspektren zu trai-
nieren, um dann im zweiten Schritt aus Millionen
von Strukturen die charakteristischen Strukturei-
genschaften zu bestimmen, die fiir eine Stoffklasse
signifikant sind. Das System detektiert also diese
Struktureigenschaften bei einem unbekannten
Molekiil innerhalb einer Probe und ordnet es dann
einer bestimmten Stoffklasse zu. Allein diese Infor-
mation reicht bereits aus, um viele wichtige Frage-
stellungen zu beantworten.

Mit ihrer Methode haben die Jenaer Bioinforma-
tiker beispielsweise die Darmflora von Mausen ver-
glichen, Dbei denen eine Versuchsgruppe mit
Antibiotika behandelt worden war. Die Untersu-
chungen zeigen, welche Metabolite die Maus und
ihre Darmflora produzieren. Solche Forschungser-
gebnisse konnen wichtige Erkenntnisse iiber das
menschliche Verdauungs- und Stoffwechselsystem
ermoglichen.

Mit der neue Methode erweitern die Jenaer
Bioinformatiker die Moglichkeiten der Suchma-
schine fiir molekulare Strukturen ,CSI:FingerID“,
die sie der internationalen Forschungsgemein-
schaft seit rund fiinf Jahren zur Verfligung stellen
.Es gibt noch weitere Informatik-Werkzeuge dieser
Art, die sich auch teilweise ergdnzen und sich in
Kombination verwenden lassen.

1.8 Pharmazie, Forensik, Ernahrung, Umwelt...

Neben der Pharmazie, spielt die Identifizierung
kleiner Molekiile noch in vielen weiteren For-
schungsfeldern eine groBe Rolle. In der Forensik
z.B. testet man auf kleine Molekiile, um Abbaupro-
dukte von Drogen, Giften etc. zu identifizieren.
Ahnliches gilt fiir die Erndhrungs- oder Umweltfor-
schung. Aber auch bei der Aufkldrung des Stoff-
wechsels von kaum erforschten Organismen stoBt
man standig auf unbekannte Molekiile, die es zu
entschliisseln gilt.

2. Die Geschichte der Erforschung
des chemischen Universums

Die Aufklarung chemischer Strukturen wird immer
mehr von komplizierten Maschinen und von Compu-
tern unterstiitzt. Man konnte annehmen: Die Zahl
aufgeklarter Strukturen nimmt exponentiell zu. Nun:
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Abbildung 7:
Blick in das Labor
des chemischen
Instituts der Uni-
versitat Leipzig im
Jahre 1906 (Foto:
Hermann-Walter
(1838-1909))
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Vor einiger Zeit bin ich auf eine interessante Verof-
fentlichung iiber die Geschichte der Chemie gesto-
Ren, genauer gesagt, iiber die Entdeckung neuer
chemischer Strukturen (siehe Literatur: Exploration
of the chemical space and its three historical re-
gimes). Spannend finde ich das, weil Strukturdaten-
banken die grundlegende Ressource meines
Doktorarbeitsthemas waren, und weil neue chemi-
sche Molekiile immer auch das Potential fiir die Ent-
wicklung neuer Medikamente bieten.

Um die wissenschaftlichen Entdeckung der Che-
mie aus mehr als 200 Jahren zu analysieren, haben
die Autoren natiirlich nicht tausende Veroffentli-
chungen gewalzt, sondern die Geschichte der Che-
mie mit einem vollstindig datengetriebenen Ansatz
aufgerollt. Soll heiBen, sie haben sich die grofite Re-
aktionsdatenbank geschnappt, die bis ins 19. Jahr-
hundert zurlckreicht und in der sich etwa 42
Millionen Reaktionen mit tiber 20 Millionen Substan-
zen befinden, und darauf eine Menge Statistiken be-
rechnet.

Das ,chemische Universum®“ umfasst alle mogli-
chen chemischen Strukturen, von kleinen Molekiilen
wie Wasser, bis zu riesigen Molekiilen wie Proteinen.
Dazu zdhlen sowohl Substanzen, die auf natiirliche
Weise vorkommen, aber auch Substanzen, die che-
misch synthetisiert werden missen, das heilt durch
eine Reaktion von zwei oder mehreren Verbindungen
hergestellt werden. Jedes Jahr dehnt sich das ,,chemi-
sche Universum“ um 4,4 Prozent aus, das heilt, je-
des Jahr werden 4,4 Prozent neue chemische
Strukturen entdeckt; davon etwa die Halfte durch
Synthese. Und das relativ konstant seit 1800. ,Rela-
tiv¥, weil dieses Wachstum natiirlich auch Schwan-
kungen unterlag, unter anderem durch gesell-
schaftliche, aber auch wissenschaftliche Ereignisse.

72. Jahrgang, Heft 07 - 08/2021

2.1 Die drei Zeitalter der Strukturchemie

Wissenschaftlich lassen sich in den Daten drei ver-
schiedene Perioden erkennen, deren Uberginge sich
iberraschenderweise ziemlich scharf abtrennen las-
sen: das protoorganische, das organische und das or-
ganometallische ,Zeitalter“. Wihrend der Uberginge
zwischen den Zeitaltern waren die Wachstumsraten
leicht gestort, aber die Chemie kehrte schnell zu
ihrem Wachstumstrend von 4,4 Prozent zurick.

Im protoorganischen Zeitalter (1800-1860) und
vor allem in den ersten Jahren, schwankte die jahr-
liche Wachstumsrate noch recht stark. In diesem
Zeitalter dominierten anfangs Kohlenstoff- und
Wasserstoff-Verbindungen, spédter Verbindungen
auf Kohlenstoff-, Wasserstoff-, Stickstoff-, Sauer-
stoff- und Halogenbasis. In dieser Zeit wurde der
chemische Raum noch hauptsachlich durch Extrak-
tion von Substanzen aus tierischen und pflanzli-
chen Produkten erweitert; Synthese fand wenn,
dann basierend auf typisch anorganischen Verbin-
dungen statt.

Im zweiten Zeitalter, dem organischen Zeitalter
(1861-1980), wurden neue Substanzen bereits mit
einer viel groBeren Regelmaligkeit entdeckt (Abbil-
dung 7). Diese RegelmaBigkeit ldsst sich wissen-
schaftlich auch mit der Einfiihrung der Valenz- und
Strukturtheorie in Verbindung bringen, die die For-
schung in der organischen Chemie um 1860 verdn-
derte. Ab da gingen die Chemiker in ihrer Arbeit
wesentlich planmaBiger vor und die Neuentdeckun-
gen waren dadurch weniger vom Zufall bestimmt als
in der Epoche zuvor.

Im organometallischen Zeitalter (1981 bis heute)
erlebten die Metallverbindungen ein Revival, sowohl
als Ausgangsstoffe als auch als Endprodukte chemi-
scher Reaktionen. Zehn Prozent der neuen Verbin-
dungen basierten auf
Platinmetallen. Siliciumverbin-
dungen, bisher kaum beachtet in
der Geschichte der Chemie, wur-
den zu Stars. Noch stérker als in
der vorherigen Epoche wurde re-
gelmdlig eine Verbindung nach
der anderen synthetisiert. Ab etwa
1995 gewannen vor allem bioorga-
nische Verbindungen an Interesse.

2.2 Das ,Abgrasen” des
chemischen Universum
Interessanterweise wurden
nicht nur neue Strukturen ent-
deckt, sondern auch neue Stoffzu-
sammensetzungen, also  die
Menge an Elementen, aus denen
die Molekiile bestehen (unabhan-
gig von deren Verhiltnis, vgl. Sum-
menformel). Unangefochten auf
Platz 1 stehen seit 1890 die Sub-
stanzen, die sich rein aus Kohlen-
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stoff, Wasserstoff, Stickstoff und Sauerstoff zusam-
mensetzen. Alles in allem wurde das ,,chemische Uni-
versum“ also Dbisher eher ohne rechten Plan
abgegrast. Nur wenige der Stoffzusammensetzungen
sind iberhaupt ausfiihrlich untersucht.

2.3 Einfluss gesellschaftlicher Ereignisse:

Chemie in Zeiten der Weltkriege

Wie zu erwarten, hatten die beiden Weltkriege ei-
nen drastischen Einfluss auf die Wissenschaft und
fiihrten zum vortbergehenden Einbruch in der An-
zahl der neu entdeckten chemischen Substanzen.
Die Auswirkungen des Ersten Weltkriegs waren be-
sonders verheerend, insbesondere weil sich die che-
mische Industrie und Forschung in der Zeit vor dem
Ersten Weltkrieg auf Deutschland konzentrierte. Im
Nachhinein fiihrte der Krieg zu einem raschen Auf-
stieg der Chemie in anderen Landern, insbesondere
den USA.

Vielleicht auch deshalb waren die Auswirkungen
des Zweiten Weltkrieges auf die Anzahl chemischer
Neuentdeckungen weniger stark zu spiiren. Nach
beiden Kriegen erholte sich die chemische Forschung
(so wie auch andere Forschungsgebiete) von diesen
Rickschlagen relativ schnell und kehrte zu ihrer
Wachstumskurve von etwa 4,4 Prozent pro Jahr zu-
rick.

Die Kriege flihrten aber auch zu einer Verlagerung
der chemischen Forschung. Wahrend des Ersten
Weltkriegs nahm unter anderem die Bedeutung von
Arsen-, Antimon- und Bismut-Verbindungen zu, wah-
rend die von Aluminium, Gallium, Indium und Thalli-
um abnahm. Das Interesse an Arsen-Verbindungen
erklart sich vermutlich durch die verschiedenen im
Ersten Weltkrieg entwickelten Arsen-Kampfstoffe.
Wahrend des Zweiten Weltkrieges wurden Stickstoff-
verbindungen und Alkalimetalle zunehmend uninter-
essant, wahrend Schwefel, Bor, Phosphor und
Silicium an Interesse gewannen. Phosphorverbindun-
gen wurden vor allem relevant, als ihr Rolle in alltdg-
lichen Anwendungen und als neuartige Insektizide
und andere industrielle Materialien bekannt wurde.

2.4 Die Lieblinge der Chemiker

Interessanterweise, waren und sind die Chemiker
recht konservativ bei der Wahl ihrer Ausgangsstoffe.
Die meisten Substrate werden nur ein einziges Mal
als Ausgangsstoff verwendet, die ,Lieblingsstoffe” je-
doch immer wieder.

Ein moglicher Grund ist sicher die leichte Verfiig-
barkeit dieser Substanzen. In der Tat umfassen die
meisten Reaktionen typischerweise zwei Ausgangs-
stoffe: eine weniger bekannte Substanz und einen
»Klassiker“ aus dem Synthesewerkzeugkasten. Zu Be-
ginn des 19. Jahrhunderts waren vor allem starke
Sauren und Basen beliebt, spater vor allem organi-
sche Substanzen.

Einer der Topstars ist Essigsdureanhydrid, das 1852
synthetisiert wurde und seit 1880 besonders gern fiir

Acetylierungsreaktionen verwendet wird. Eine Ace-
tylierung ist der Austausch von einem Wasserstoff-
atom durch eine Acetylgruppe (C,H,0), wobei
entsprechende Verbindungen entstehen (zum Bei-
spiel Aceton, Heroin oder Himbeerketon, die
Hauptgeruchskomponente von Himbeeren).

2.5 Wie geht's weiter?

Alles in allem wirft die Studie die Frage auf, war-
um die Chemie trotz gesellschaftlicher und wissen-
schaftlicher ~ Storfaktoren  eine  so  stabile
Wachstumsrate von 4,4 Prozent beibehalt?

In dem vorangegangenen Kapitel iber ,Kleine Mo-
lekiile im Fokus“ wurde primar tiber solche Molekii-
le berichtet, die im Metabolom eine Rolle spielen, in
dem Reaktionsnetzwerk des Stoffwechsels von Zel-
len und Organismen. Beim Auffinden molekularer
Strukturen hat sich in jlingerer Zeit aber auch ein
Schwerpunkt auf das Proteom ausgebildet, also auf
die EiweiBstoffe, die eine Zelle, ein Lebewesen aus-
machen. Eiweille sind sehr komplexe Molekiile, und
fiir ihre Wirkung ist entscheidend, welche dreidi-
mensionale Struktur sie einnehmen. Auf diesem Ge-
biet gibt es erstaunliche Fortschritte zu vermelden;
von daher sei ihnen ein kurzer Abschnitt gewidmet.

2.5.1 Proteinstrukturdatenbanken im Auftrieb

GroBen Auftrieb hatten in der jlingeren Vergan-
genheit Proteinstrukturdatenbanken. Man findet
verschiedene Proteinstrukturdatenbanken wie zum
Beispiel die Database of Macromolecular Move-
ments, JenalLib, Proteopedia oder PDBWiki. Die be-
kannteste ist jedoch die Protein Data Bank (PDB).
Erste Arbeiten dazu zur Aufstellung geeigneter Da-
tenformate und anschlieBender graphischen Aufarb-
eitung gab es ab 1969 an der Texas A & M
University, unterstiitzt vom Brookhaven National La-
boratory. Die PDB wurde dann im Oktober 1971 in
der Zeitschrift Nature New Biology als Joint Venture
zwischen dem Cambridge Crystallographic Data
Centre (GroBbritannien) und dem Brookhaven Nati-
onal Laboratory (USA) angekiindigt. Das urspriingli-
che Format wurde noch durch die Breite der
Computer-Lochkarten auf 80 Zeichen pro Zeile be-
schrankt; 1996 fiihrte man schrittweise ein neues,
leistungsfahigeres Format ein (macromolecular Cry-
stallographic Information file format, abgekiirzt mm-
CIF).

Zum 1. April 2020 umfasste die PDB 150423 Pro-
teine. Der weitaus grote Teil der Strukturen —
135170 — wurde mit der Rontgenstrukturanalyse er-
mittelt. An zweiter Stelle kommen NMR-spektrosko-
pische Methoden; sie ermoglichten bei 11337
Proteinen die Strukturermittlung. Kryo-elektronenmi-
kroskopisch fand man ab etwa 2013 3475 Struktu-
ren; die restlichen 441 Strukturen wurden mit
anderen bzw. hybriden Methoden ermittelt. Histo-
risch gesehen ist die Anzahl der Strukturen in der
PDB mit 100 registrierten Strukturen im Jahr 1982,
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Abbildung 8: Anzahl der jahrlich verdffentlichten PDB-Strukturen. Alle PDB Core Archive-Strukturen sind hellgriin schattiert, und MX-Strukturen
(Makromolekulare Kristallografie) sind mit einer durchgezogenen griinen Linie dargestellt, die in Bezug auf die griine Primarachse (links) aufgetra-
gen ist. NMR-Strukturen (blaue durchgezogene Linie) und 3DEM-Strukturen (3D-Elektronenmikroskopie; blaue gestrichelte Linie) sind in Bezug auf

die blaue Sekundarachse (rechts) aufgetragen (Abb.: wwPDB-Konsortium; CC 4.0 by).
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1000 Strukturen im Jahr 1993, 10000 im Jahr 1999
und 100 000 im Jahr 2014 anndhernd exponentiell ge-
wachsen (Abbildung 8). Seit 2007 befindet sich die
Sammlung neuer Proteinstrukturen eher auf einem
hohen Plateau.

2.5.2 Kilart AlphaFold alle Proteinstrukturen auf?

Ende November 2020 war es Google mit ,AlphaFold
2 gelungen, CASP14 zu gewinnen, noch viel deutli-
cher als es bereits Version 1 im Jahre 2018 schaffte
(siehe den Artikel in CLB 11/12-2020: Ein komplexes
Problem quasi gelost — Die Faltung von Proteinen...“ S.
552-575). CASP ist ein Wettbewerb, in dem sich Pro-
teinfaltungs-Simulationen messen konnen. CASP steht
fiir ,Critical Assessment of Techniques for Protein
Structure Prediction®, also fiir die kritische Uberprii-
fung von Techniken zur Vorhersage von Proteinstruk-
turen. Und AlphaFold ist ein von DeepMind
entwickeltes Programm fiir kiinstliche Intelligenz. De-
epMind diirfte aus einem anderen Zusammenhang her
bekannt sein: Die jetzige Google-Tochter entwickelte
mit AlphaGo (2015) und AlphaZero (2017) kinstliche
Intelligenzen, die auch den besten Go-Spielern der
Welt das Fiirchten lehren. Mit solch einem friithen Er-
folg hatte niemand gerechnet, ist doch die Komplexi-
tdit des Go-Spiels um Klassen groBer als die des
Schachspiels.

In diesem Juli hat Google nun erstmals Details zu
diesem Werkzeug veroffentlicht und sogar den Quell-
code freigegeben. Um die Datenbank einzurichten
und zu betreiben, arbeitet DeepMind mit dem Euro-
pean Molecular Biology Laboratory (EMBL) zusam-
men, dessen Zentrale in Heidelberg ist. Zudem wurde
bekannt, dass DeepMind mit Hilfe seiner KI die For-
men fast aller Proteine im menschlichen Korper vor-
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hersagen kann — und noch viel mehr: Auch die Form
hunderttausender anderer Proteine, die in 20 der am
hdufigsten untersuchten Organismen vorkommen
(u.a. Hefe, Fruchtfliege und Maus), lieRe sich vorher-
sagen. Derzeit liegen laut DeepMind 350 000 neu vor-
hergesagten Strukturen vor. DeepMind gab an, dass es
in den nachsten Monaten die Strukturen fiir mehr als
100 Millionen Proteine errechnen und veréffentlichen
wird. Das ist so ziemlich alles dieser Art, was derzeit
iberhaupt bekannt ist... Man darf gespannt sein! Pl
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Erste ambulante CAR-T-Zell-Therapie

Krebs

Zu CLB 3/4-2020, 120-128:
CAR-T-Zellen enttarnen

Bereits in der vorangegangenen
CLB 5/6-2021 berichteten wir
zum neuesten Stand bei CAR-T-
Zellen (CAR: Chimeric Antigen Re-

ceptor). Das Gebiet macht schnelle Fortschritte, so-
dass hier nochmals die Thematik angesprochen wird.

Bislang war flir diese Therapie ein mehrwochiger
stationdrer Aufenthalt erforderlich. Nun méchte man
in Minchen an der Medizinischen Klinik III diese
Therapie im ambulanten Setting etablieren. Es kom-
men derzeit jedoch nur bestimmte Krebspatienten
dafiir in Frage. Diese werden im Vorfeld nach festge-
legten medizinischen Kriterien untersucht und far
die ambulante CAR-T-Zell-Therapie im Rahmen einer
klinischen Studie ausgewahlt. Ambulant bedeutet,
dass die Patienten noch am selben Tag der Gabe der
gentechnisch veranderten Zellen nach Hause gehen

konnen. Ein Spezialteam der Immunotaskforce der
Medizinischen Klinik III kiimmert sich um die ambu-
lante (Nach)-Betreuung und Uberwachung. Das Stu-
diensetting sieht bestimmte Vorgaben dafiir vor: In
den ersten Wochen kommt der Patient jeden Tag in
die Klinik. Wenn er stabil ist und die Therapie ohne
Nebenwirkungen vertragt, greift ab der 3. Woche zu-
sdtzlich zu den dann seltener werdenden Besuchen
in der Klinik ein Telefonmonitoring. Die Studienleite-
rin Marion Subklewe relativiert jedoch noch die Er-
wartungen: ,Die ambulante CAR-T-Zell-Therapie ist
ein wichtiger Schritt, diese neue Therapieform noch
mehr Patienten zur Verfiigung zu stellen. Bislang ist
die ambulante Therapie aber noch Studienpatienten
vorbehalten. Bis die ambulante Gabe zum Standard-
verfahren geworden ist, wird es aber sicherlich noch
einige Zeit dauern.”

Weltweit erstmals CAR-T-Zellen erfolgreich gegen

Autoimmunerkrankung eingesetzt

Mit Gelenkschmerzen und ei-

Zu CLB 3/4-2020, 120-128:
CAR-T-Zellen enttarnen

Krebs

nem roten Gesichtsausschlag fing
es an: Die damals 16-jahrige Thu-
Thao V. hatte bereits mehrere arzt-

liche Untersuchungen in drei Stad-
ten hinter sich, als sie im Februar 2017 am
Universitatsklinikum Erlangen die Diagnose erhielt:
Systemischer Lupus erythematodes (SLE). Bei der le-
bensbedrohlichen Autoimmunerkrankung, die vor al-
lem junge Frauen betrifft, greift das Immunsystem
eigene Korperzellen in verschiedenen Organsyste-
men an. Nachdem auch unterschiedliche immunun-
terdriickende Therapien die Symptome der jungen
Frau nicht nachhaltig verbessern konnten, wurde
Thu-Thao V. von Forschenden des Deutschen Zen-
trums Immuntherapie (DZI) des Uni-Klinikums Erlan-
gen im Mairz 2021 ein Prdparat mit CAR-T-Zellen
verabreicht. Knapp ein halbes Jahr nach der Zellthe-
rapie ist nun gewiss: Die Gelenkschmerzen sind ver-
schwunden, der Organismus der 20-Jahrigen hat sich
komplett erholt, kann sogar wieder normal Sport ma-
chen.

Beim SLE spielen Teile des Immunsystems ver-
riickt und bilden AntikOrper gegen die eigene Erb-
substanz, was unweigerlich zu  schweren
Entzlindungsreaktionen in den Organen fiihrt. In der
schlimmsten Phase der Erkrankung musste die
Fachoberschiilerin jeden Tag knapp 20 Tabletten
einnehmen, damit ihr Korper die Strapazen ihres
fehlgeleiteten Immunsystems kompensieren konnte.
Zu den Gelenkschmerzen kamen auch Wassereinla-
gerungen durch meine Niereninsuffizienz, starkes
Herzklopfen und Haarausfall. Nach einem akuten
Schub waren die Beschwerden besonders schlimm.

Alle Therapien, die darauf abzielten, das fehlgesteu-
erte Immunsystem der jungen Patientin zu unterdri-
cken, scheiterten.

Im Falle der jungen SLE-Patientin wurde wahlte
man daher eine Therapie mit chimaren Antigenre-
zeptoren (CAR). Immunzellen, also T-Zellen der Pati-
entin  wurden im  Labor mithilfe  eines
gentechnischen Verfahrens mit dem CAR ausgestat-
tet. Dieser erkennt spezielle Antigene auf der Ober-
flache der Zielzellen und zerstort diese. Den CAR-T-
Zellen wurde die Fahigkeit beigebracht, diejenigen
Immunzellen (B-Zellen) unschadlich zu machen, die
Antikorper gegen korpereigene Zellen bilden.

Im Miérz 2021 erhielt Thu-Thao V. als weltweit
erste Patientin mit SLE CAR-T-Zellen. Ergebnis: Die
Mediziner waren sehr iiberrascht, wie schnell sich
der Zustand der Patientin unmittelbar nach der Zel-
linfusion besserte. Die CAR-T-Zellen haben ihre Auf-
gabe ausgezeichnet erledigt und haben die
krankheitsvermittelnden B-Zellen rasch zerstort. Zu-
sammen mit den Antikdrpern gegen die eigene Erb-
substanz verschwanden auch alle Krankheits-
symptome des SLE. Thu-Thao V. konnte alle
immununterdriickenden Medikamente inklusive
Kortison absetzen. Die Patientin ist nun seit knapp
einem halben Jahr vollkommen beschwerdefrei, bis-
her gibt es keine Anzeichen fiir ein erneutes Auftre-
ten der Erkrankung. Die Mediziner planen nun eine
klinische Studie mit CAR-T-Zellen bei Patientinnen
und Patienten mit Autoimmunerkrankungen.

Veroffentlichung: G. Kronke et al.: CD19-Targe-
ted CAR T Cells in Refractory Systemic Lupus Ery-
thematosus; N Engl ] Med; 385:567-569, 5 August
2021.
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