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Abstract: Die Methylierung von RNA ist ein Stoffwech-
selprozess, der für seine Verbindung zu verschiedenen
Krankheiten bekannt geworden ist. Darum gewinnen
RNA-Methyltransferasen (MTasen) in der Arzneistoff-
entwicklung zunehmend an Bedeutung. Die gängigsten
RNA-MTase-Assays sind jedoch in ihrem Durchsatz
begrenzt, was die Entwicklung im dynamischen For-
schungsfeld der medizinischen Chemie verlangsamt. In
dieser Studie präsentieren wir ein modulares Synthese-
system im Nanomolmaßstab, dass die Identifizierung
maßgeschneiderter, fluoreszenter MTase-Sonden er-
möglicht, um eine breite Auswahl von MTasen für
fluoreszenzbasierte Bindungsassays zu erschließen. Die
Sondenkandidaten wurden zunächst im 4-Nanomolmaß-
stab synthetisiert und konnten direkt aus der unbehan-
delten Reaktionsmischung getestet werden, um eine
schnelle Identifizierung von optimierten Sonden zu
ermöglichen. Mithilfe einer Alkin-Azid-Click-Funktio-
nalisierungsstrategie und einer in silico protein databank
(PDB) Suche haben wir eine Auswahl fluoreszenter
Sonden entwickelt, die für krankheitsassoziierte MTasen
aus den METTL- und NSUN-Familien sowie für weitere
bakterielle und virale MTasen Eignung zeigen. Basie-
rend auf diesem Konzept wurden bei einem Hochdurch-
satz-Screening des bisher unerforschten Wirkstoffziels
METTL1 drei Trefferverbindungen mit mikromolarer
Wirkpotenz entdeckt, die einen vielversprechenden
Ausgangspunkt für die Erforschung von künftigen
METTL1-Wirkstoffen darstellen.

RNA hat in der modernen Arzneistoffforschung stark an
Bedeutung gewonnen – sei es als Wirkstoff, als Ziel von
Arzneistoffen oder als zentrale Komponente in zellulären
Stoffwechselwegen, die mit Erkrankungen und Infektionen
in Verbindung stehen.[3,4] In diesem Zusammenhang spielt
die Methylierung von RNA eine wichtige Rolle, da sie ein
wesentlicher Stoffwechselprozess in vielen Organismen ist
und mit verschiedenen Krankheiten in Verbindung gebracht
wird.[5] Im Jahr 2023 wurde mit STC-15 der erste RNA-
Methyltransferase (MTase)-Inhibitor seiner Klasse, der ge-
zielt METTL3/14 adressiert, in die klinische Erprobung
gebracht.[6] Während der Präparation dieses Manuskripts
wurde eine Serie von METTL1 Inhibitoren durch Nai et al.
berichtet.[7]

Derzeit stellen enzymatische Szintillationsassays unter
Verwendung von 3H-markiertem S-Adenosylmethionin
(SAM) und der LC/MS-basierte Nachweis des MTase-
Koprodukts S-Adenosylhomocystein (SAH) die wichtigsten
Techniken für das Screening von Wirkstoffkandidaten gegen
RNA-MTasen wie z.B. METTL3/14,[8] DNMT2,[1] NSUN2,[9]

und antiinfektiöse Ziele wie H. influenzae TrmD oder
SARS-CoV2 nsp10/16 dar.[10,11] Obwohl diese auf Enzymak-
tivität basierenden Assayformate wertvoll für die Bestim-
mung der Hemmkonstanten (IC50, KI) von fortgeschrittenen
Wirkstoff- und Leitstruktur-Kandidaten sind, haben sie im
Vergleich zu biophysikalischen Liganden-Bindungsassays
Nachteile, wie eine erhöhte Anfälligkeit für Interferenzen
und eine unzureichende Reproduzierbarkeit bei sehr hohen
Ligandenkonzentrationen.[12] Zusätzlich zu diesen Ein-
schränkungen sind der Zeitaufwand, die Reagenzien- und
Instrumentenaufwendungen aller bisher etablierten MTase-
Assays von Natur aus hoch, was ihre Verwendung für
mittlere bis hochdurchsatzbasierte Anwendungen limitiert
und Fortschritte in diesem sich gerade disruptiv entwickeln-
den Bereich der medizinischen Chemie bremst.[13]

Um diese methodische Lücke zu schließen, haben wir
kürzlich eine fluoreszente Sonde für das Screening von
DNMT2-Inhibitoren mit Hilfe von microscale thermophore-
sis (MST) und der Fluoreszenzpolarisation (FP) Assays
entwickelt.[14] Die 5-FAM-Triazolyl-Adenosyl-Diaminobut-
tersäure (FTAD)-Sonde bindet an das aktive Zentrum von
DNMT2, wo sie durch Liganden, wie Wirkstoffkandidaten,
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verdrängt werden kann und bietet so einen praktischen
primären Assay für initiale Wirkstoffscreenings.

Im Vergleich zu markierungsfreien Screeningmethoden
wie der Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie
(SPR) oder der isothermalen Titrationskalorimetrie (ITC)
bietet die orthosterisch bindende FTAD-Sonde einen Vor-
teil für Wirkstoffscreening-Anwendungen. Nicht-hemmende
Binder werden durch diesen Assay nicht erfasst, da sie die
katalytische Funktion der MTase nicht beeinflussen und in
Bezug auf die Entwicklung von Hemmstoffen häufig falsch-
positive Treffer darstellen. Das Konzept der FTAD-Sonde
zeigt jedoch seine Limitation bei der Anwendung anderer
RNA-MTasen, wie beispielsweise aus den NSUN- und
METTL-Familien, sowie bei nicht Rossmann-gefalteten
MTasen wie der bakteriellen TrmD, da FTAD nur eine
schwache Bindungsaffinität (KD>20 μM) zu vielen dieser
krankheitsassoziierten Wirkstoffziele aufweist (Abb. S1A).

In dieser Studie stellen wir ein modulares Baukastensys-
tem unter Verwendung kombinatorischer Chemie vor, dass
es ermöglicht, maßgeschneiderte fluoreszente Sonden zu
identifizieren. Diese Sonden bestehen aus zwei rekombinier-
baren Segmenten (einem Fluorophor und einem MTase-
Rekrutierer) und erschließen eine breite Auswahl an
MTase-Targets für die Wirkstoffentwicklung – einschließlich
bisher nicht adressierter MTasen aus den NSUN- und
METTL-Familien (Abb. 1). Im Anschluss demonstrierten
wir die generelle Nutzbarkeit dieses Systems für ein Wirk-
stoffscreening der zuvor nicht adressierten MTase METTL1
(Abb. 5).

Im ersten Schritt unserer Entwicklungskampagne haben
wir SAH-Triazol-abgeleitete Chemotypen als Sondenkandi-
daten ausgewählt. Dies basierte auf zwei Gründen: Erstens

ist das SAH-Triazol-Motiv unter MTase-Inhibitoren gut
etabliert[—15–17] und zweitens konnten wir schnell eine Aus-
wahl verschiedener Fluorophor-Azide einsetzen, die durch
eine kupferkatalysierte Azid-Alkin-Clickreaktion (CuAAC)
an den bestehenden SAH-Alkin-Baustein gekoppelt wur-
den. Um ein breites Spektrum an Fluorophoreigenschaften
abzudecken, haben wir Fluorophorazide verwendet, die in
drei Gruppen eingeteilt werden können: globuläre Farbstof-
fe wie 5-FAM, Atto488, Atto590 und Atto647N; kleine
organische Fluorophore wie NBD oder BODIPY; und
längliche Fluorophore vom Cyanin-Typ wie Cy3 und Cy5.
Aus physikochemischer Sicht lässt sich diese Auswahl von
Fluorophoren auch durch ihre Molekülladung (Atto488: X� 1

bis Atto590: X+1) oder die Hydrophobizität (NBD: am
polarsten, Cy5: am wenigsten polar) charakterisieren. Alle
ausgewählten Fluorophor-Azide zeigten Biokompatibilität
und eigneten sich gut für MST- bzw. FP-basierte Assays. Bei
der Auswahl eigener Fluorophore ist zu berücksichtigen,
dass für die Entwicklung von FP-Assays besonders solche
Fluorophore vorteilhaft sind, die keinen zu flexiblen Linker
aufweisen („Propeller-Effekt“) und eine kurze Fluoreszenz-
lebensdauer (<10 ns) besitzen.[18] Für das initiale Sondensc-
reening wurde die Synthese im 4-Nanomolmaßstab (416 μM
in 12 μL) nach konventionellen CuAAC-Bedingungen mit
Cu(II), Ascorbat und Tris[(1-Benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)amin in 1 :1 DMSO/Wasser durchgeführt
(Abb. 2A).[2]

Der Erfolg der Reaktion wurde anschließend mittels
LC/MS überprüft. Eine Reaktion wurde als erfolgreich
betrachten, wenn ein Produktumsatz von >85% erreicht
wurde (Abb. S5). In diesem Fall konnten die Sonden direkt
aus dem Reaktionsgemisch durch ein MST-Verdrängungsex-

Abbildung 1. Überblick über die Strategie zur Entwicklung von MTase-Sonden im Nanomolmaßstab. Acht verschiedene Fluorophorazide (als Sterne
dargestellt) wurden durch CuAAC-Funktionalisierung an einen SAH-Alkin-Baustein gekoppelt.[1,2] Auf diese Weise wurden Sondenkandidaten im 4-
Nanomolmaßstab synthetisiert und direkt aus den Reaktionsmischungen auf ihre MTase-Zielaffinität getestet. Zudem ermöglichte die Variation der
SAH-Kernstruktur durch eine protein databank (PDB)-Suche die Identifizierung von elf SAH-Ersatzstrukturen, die ebenfalls mit Fluorophoren
funktionalisiert wurden, um den chemischen Raum der möglichen MTase-Sonden zu erweitern. Diese Strategie führte zur Entdeckung einer
Thienopyrimidin-basierten Sonde, die für bakterielle MTasen mit SPOUT-Faltung Eignung zeigte, für welche der SAH-Alkin-Baustein keine
geeigneten Sonden generierte.
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periment mit dem natürlichen Liganden SAH getestet wer-
den (Abb. 2B).[14] Es wurde dabei sichergestellt, dass die
CuAAC-Reagenzien den MST-Assay nicht beeinträchtigen.
Daher wurden die MST-Bindungseigenschaften des in situ
synthetisierten FTAD mit denen HPLC-aufgereinigten
FTADs verglichen und als ununterscheidbar validiert (Abb.
S1B,C). Anschließend wurden diese initial synthetisierten
Sondenkandidaten an zwei ausgewählten Modell-MTasen,
METTL1 und NSUN6, untersucht. Für diese Enzyme, deren
Überexpression mit Onkogenese in Verbindung gebracht
wird, sind derzeit keine selektiven Inhibitoren bekannt, was
sie zu attraktiven Zielenzymen für die Arzneistoffentwick-
lung macht.[19,20] Das primäre Sondenscreening wurde mit
einer MTase-Lösung (2 μM), die mit dem jeweiligen Son-
denkandidaten (100 nM) behandelt wurde, durchgeführt.
Hierfür wurde das Thermophoreseprofil sowohl mit als auch
ohne Zugabe des orthosterisch bindenden Liganden SAH
(100 μM) aufgenommen. Die Sonde, die die größte Ver-
schiebung im MST-Profil zwischen der Anwesenheit und

Abwesenheit von SAH zeigte, wurde als vielversprechender
Sondenkandidat ausgewählt. Bei diesem Screening wurden
die beiden BODIPY- bzw. Cy5-basierten Sonden für
METTL1 (Abb. 2C) und NSUN6 (Abb. S2A) identifiziert.
Die beiden Sonden wurden daraufhin im präparativen
Maßstab resynthetisiert, aufgereinigt und validiert. Dabei
zeigte sich, dass Cy5TAD gut für die Untersuchung von
METTL1 (Abb. 4A) und NSUN6 (Abb. S3A) geeignet ist,
während sich BODIPY-TAD aufgrund spontaner Debory-
lierung als zu instabil erwies.

Wir setzten die neu entdeckten TAD-Sonden auch zur
Untersuchung der homologen Enzyme NSUN2 und
METTL3/14 ein, zwei Krebszielproteine, für die bisher nur
einzelne, wenige Inhibitoren entwickelt wurden und für die
bisher keine fluoreszenten Sonden oder biophysikalischen
Screening-Tests bekannt sind.[8,9,21] Auch hier erwiesen sich
Cy5TAD (NSUN2) und FTAD (METTL3/14) als effektive
Sonden (Abb. S3).

Abbildung 2. Strategie zur Entwicklung von MTase-Sonden. (A) Die Entwicklung der fluoreszenten Sonden erfolgte in fünf sequenziellen Schritten.
(B) Schematische Darstellung des Verdrängungsassays: Funktionelle Sonden bilden einen Komplex mit MTasen, was zu einer Veränderung der
Thermophorese (MST-Assay) oder der Polarisation (FP-Assay) im Vergleich zur ungebundenen Sonde führt. Die Titration mit einem kompetitiven
Liganden (wie SAH) führt zur Verdrängung der Sonde und stellt die ursprünglichen Fluoreszenzeigenschaften der ungebundenen Sonde wieder
her. (C) Screening-Ergebnisse von TAD-basierten Sondenkandidaten (100 nM) auf METTL1 (2 μM) durch MST-Assays. Die MST-Diagramme (links)
in Anwesenheit von SAH (100 μM) oder ohne SAH ergaben MST-Verschiebungen, wobei Cy5-TAD (rechts) die größte SAH-induzierte Verschiebung
aufwies (ΔFnorm bei 5 sek.), was diese Sonde zu einem vielversprechenden Kandidaten als METTL1 Sonde macht (Mittelwert�SD, n=3).
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Im nächsten Schritt haben wir die neu entdeckten
Sonden an MTasen außerhalb der NSUN- und METTL-
Familien getestet. Zur Entwicklung einer geeigneten Sonde
für eine pharmazeutisch relevante bakterielle MTase führten
wir analoge MST-Screenings an der MTase H. inf. TrmD
durch, die für ihren unverwechselbaren SPOUT-gefalteten
Bindungsmodus des SAM-Cofaktors bekannt ist.[10] Zu-
nächst konnte kein TAD-Sondenkandidat mit einer signifi-
kanten MST-Verschiebung identifiziert werden (Abb. S2B).
Wir vermuteten, dass der SAH-Triazol (TAD)-Chemotyp
nur für Rossmann-gefaltete MTasen geeignet ist. Zur Lö-
sung dieses Problems entwickelten wir eine Strategie zur
Variation der MTase-Rekrutierer, um SAH-Ersatzstruktu-
ren zu erhalten, die für ein weites Feld von MTasen Eignung
zeigt (Abb. 1). Zur Identifizierung geeigneter SAH-Ersatz-
strukturen setzten wir eine protein databank (PDB) Such-
strategie ein (Details und Code in der SI). Im Wesentlichen
entwickelten wir eine cheminformatische Pipeline, welche
die PDB nach SAH-Bindungstaschen durchsucht, in denen
chemisch unverwandte, nicht-SAH-typische Liganden ge-
bunden sind (Abb. 3A).

Das Clustering der Ergebnisse führte zur Identifizierung
von elf SAH-Ersatzstrukturen 1–11, die sich für die
CuAAC-Funktionalisierung und das Sondenscreening eig-
neten (Abb. 3B). Mit diesem erweiterten Satz von Alkinen
wurden analoge Kupplungsreaktionen im Nanomolmaßstab
an 5-FAM-N3 bzw. Cy5-N3, gefolgt von MST-Assays, durch-
geführt. Diese führten zur Entdeckung einer Thienopyrimi-
din-basierten Sonde (Cy5TPD), die sich sowohl in MST- als
auch in FP-Assays geeignet für die Untersuchung von TrmD
erwies (Abb. 4C).

Die Validierung im präparativen Maßstab wurde an-
schließend für alle drei Sonden (FTAD, Cy5TAD und
Cy5TPD) durchgeführt, welche für MTase-Targets im
Screening effektiv waren (Abb. 4A–C). Zur weiteren bio-
physikalischen Charakterisierung bestimmten wir die Bin-
dungsaffinitäten zwischen den Sonden und ihren MTasen
mittels MST/FP-Assays sowie die jeweiligen SAH-Affinitä-
ten durch präparative Verdrängungsassays, welche mit den
durch ITC bestimmten SAH-Bindungsaffinitäten Überein-
stimmung zeigten (Tabelle 1, Abb. S6). Wir konnten zudem
bestätigen, dass die Proteinbindung dieser drei Sonden nur
zu einer minimalen Änderung der Quantenausbeute führt.

Dadurch ist sichergestellt, dass lokale Schwankungen der
Fluoreszenzintensität die gemessene Fluoreszenzpolarisation
nicht verfälscht (Abb. S7).

Letztlich bemühten wir uns um die Entwicklung eines
strukturbasierten Modells, um die Eignung einer Sonde für
eine bestimmte MTase vorherzusagen. Zwei Faktoren er-
wiesen sich unserem Modell nach als entscheidend: Die
Konformation des SAH-Moleküls in der Kristallstruktur
und die intrinsische Flexibilität der MTase-Bindungstasche,

Tabelle 1: Charakterisierung der fluoreszenten MTase Sonden mittels
MST/FP-Assays (Mittelwert�SD, n=3).

MTase Sonde Sonde KD

FP [μM]
Sonde KD

MST
[μM]

SAH KD

FP/MST
[μM]

SAH KD

ITC
[μM]

DNMT2 FTAD 6.4�0.7 2.1�0.1 13.6�2.3 13.6�4.4a

NSUN2 Cy5TAD 2.4�0.5 6.9�0.3 7.9�0.6 4.7�0.8
NSUN6 Cy5TAD 6.4�0.6 6.5�1.0 4.5�1.1 4.2�0.2
METTL1 Cy5TAD 1.6�0.3 3.2�0.2 1.6�0.1 3.1�0.1
METTL3/14 FTAD 1.1�0.1 1.1�0.1 3.1�0.7 3.7�0.1a

H. inf. TrmD Cy5TPD 2.0�0.7 1.3�0.3 13.9�1.7 9.2�0.4
SARS-CoV2
nsp10/16

FTAD n.d. 1.2�0.1 4.2�0.9 5.7�1.9a

[a] Vergleichende Literaturwerte.[1,25,26]

Abbildung 3. Beschreibung der Strategie zur PDB Suche von SAH-
Ersatzstrukturen. (A) Cheminformatische Pipeline für die Suche nach
SAH-Ersatzstrukturen, die in kristallographischer SAH-Bindetaschen.
(B) Clustering von 190 Liganden ergab elf SAH-Ersatzalkine 1–11, die
für eine CuAAC-Funktionalisierung geeignet sind. Rot: Adenin-Ersatz;
blau: Ribose-Ersatz; schwarz: Alkin-Gruppe (siehe Abb. S4 für kristallo-
grafische Ligandenposen).
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die durch kristallographische B’-Faktoren bestimmt werden
kann (Tabelle S1).[22] Wenn eine Kristallstruktur einer
MTase verfügbar ist, kann mithilfe des unten postulierten
Entscheidungsbaums eine passende Sonde ausgewählt wer-
den. (Abb. 4E). MTasen, die einen SAH-Liganden in ge-
krümmten Modus binden (<100°), sind meist nicht für die
beiden TAD-Sonden geeignet, sodass in diesem Fall die
Cy5-TPD Sonde verwendet werden sollte (Abb. 4D). MTa-
sen mit einer relativ flexiblen Bindungstasche (B’>0) er-

möglichen die Verwendung von FTAD, während MTasen
mit starreren Bindungstaschenelementen Cy5TAD bevorzu-
gen (Tabelle S1).

Zur Demonstration der Nützlichkeit unseres Konzepts
verwendeten wir die neu identifizierte Cy5TAD-Sonde für
ein Hochdurchsatz-Wirkstoffscreening der weitgehend uner-
forschten, METTL1-Methyltransferase, welche m7G-Modi-
fikationen in verschiedene tRNAs einführt.[20] Mit Hilfe
eines FP-Assay Screenings haben wir eine hauseigene Sub-

Abbildung 4. Validierung der fluoreszenten MTase-Sonden. (A) Validierung der HPLC-aufgereinigten Cy5TAD-Sonde (10 nM) mit METTL1 durch
MST-Assays (Mittelwert�SD, n=3). (B) FTAD-Sonde (100 nM) mit DNMT2 (Mittelwert � SD, n=3). (C) Cy5TPD-Sonde (10 nM) mit TrmD
(Mittelwert�SD, n=3). (D) Zwei unterschiedliche Bindungsmodi von SAH in MTasen: DNMT2 bindet SAH in einer gestreckten Form, während
TrmD einen charakteristisch gekrümmten SAH-Liganden aufweist. PDB-IDs in Klammern. (E) Entscheidungsbaum für die Auswahl einer Sonde auf
der Grundlage der SAH-Konformation und der MTase-Flexibilität. Die Flexibilität des aktiven Zentrums (B’-Faktoren) wurde mit Hilfe des BANΔIT-
Toolkits bestimmt.[22] Details siehe in Tabelle S1.
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stanzbibliothek von 2230 Arzneistoffen getestet, um initiale
METTL1-bindende Strukturen zu identifizieren, die sich für
eine anschließende Leitstrukturoptimierung eignen
(Abb. 5). Die Substanzbibliothek wurde zu einem Master-
mix aus rekombinant exprimiertem METTL1-Protein
(1 μM), der Cy5TAD-Sonde (20 nM) bei einer finalen Wirk-

stoffkonzentration von 200 μM hinzugefügt (Abb. 5A). Ver-
bindungen, die die Cy5TAD-Sonde um mindestens 50% (<
20 mP) verdrängen konnten und die Fluoreszenzeigenschaf-
ten der Sonde nicht beeinträchtigten, wurden als Screening-
Treffer definiert (siehe Einzelheiten zum Screening-Setup
und zur Trefferauswahl in der SI). Auf diese Weise identifi-

Abbildung 5. Verwendung von Cy5TAD für ein Hochdurchsatz-Wirkstoffscreening gegen METTL1. (A) Schematische Darstellung des METTL1-FP-
Screenings. (B) Chemische Strukturen der identifizierten METTL1 Treffer und der Positivkontrolle Sinefungin. (C) FP-Selektivitätsassays gegen
verschiedene rekombinant exprimierte MTasen und 200 μM der jeweiligen Trefferverbindung (Mittelwert�SD, n=3). (D) Dosis-Wirkungs-Kurven
und KD-Bestimmung mittels METTL1-FP-Assays (Mittelwert�SD, n=3). (E) ITC-Thermogramme und Stöchiometrieplots von Tanespimycin
(250 μM), titriert gegen METTL1 (25 μM). (F) METTL1/WDR4 Inhibitionsassays der Trefferverbindungen (500 μM) mittels 3H-Szintillometrie
(Mittelwert�SD, n=3). Nur (S)-Crizotinib und der Pan-MTase-Inhibitor Sinefungin hemmten die METTL1/WDR4 MTase-Aktivität (CPMA). (G)
Signaturdiagramme, welche die ITC-Bindungsthermodynamik aller HTS-Treffer zusammenfassen (Mittelwert�SD, n=3). (S)-Crizotinib und
Entacapon wurden durch ITC-Verdrängungstitrationen bestimmt (Details in der SI).[22] Zusätzliche Thermogramme und Stöchiometrieplots
befinden sich in Abb. S6. (H) Bestimmung der Bindungsaffinität von (S)-Crizotinib gegenüber METTL1 mittels SPR. Die Sensogramme der
Triplikate und Dosis-Wirkungs-Kurven sind in Abb. S9 zu finden. (I) Dosis-Wirkungs-Kurve zur Bestimmung des IC50-Werts von (S)-Crizotinib gegen
den METTL1/WDR4-Komplex gemessen durch 3H-Szintillationsassays (Mittelwert�SD, n=3).
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zierten wir drei Trefferverbindungen mit mikromolarer
Potenz, die auch durch orthogonale biophysikalische (ITC,
FP, SPR) und enzymatische Assays als reale METTL1
Binder validiert werden konnten (Abb. 5D–I).

Unter diesen Trefferverbindungen erwies sich (S)-Crizo-
tinib als der vielversprechendste Ausgangspunkt für die
Wirkstoffentwicklung gegen METTL1, da es in allen bio-
physikalischen und enzymatischen Experimenten eine Bin-
dung mittels FP (KD=138 μM), ITC (KD=177 μM), SPR
(KD=178 μM) und Inhibition (IC50=158 μM) zeigte. Be-
merkenswert ist, dass (S)-Crizotinib bei Ligandkonzentratio-
nen von bis zu 1 mM keine der anderen RNA-MTasen
dieser Studie hemmte (Abb. 5C), was diese Verbindung zu
einem selektiven METTL1-Treffer macht. Interessanterwei-
se bindet das entsprechende Kinase-hemmende Eutomer
(R)-Crizotinib (vermarktet als Xalkori) nicht an METTL1,
was eine vorteilhafte intrinsische strukturelle Selektivität
hervorhebt. Obwohl Tanespimycin und Entacapon in den
FP- und ITC-Experimenten als METTL1-Binder identifi-
ziert werden konnten, zeigten diese Verbindungen nur eine
schwache Hemmung des heterodimeren METTL1/WDR4-
Komplexes unter Verwendung von 3H-SAM und eines
tRNA-Substrats (Abb. 5F). Dies deutet darauf hin, dass ihre
Eignung als potenzielle Ansatzpunkte für die Wirkstofffor-
schung einschränkt ist. Vermutlich binden diese Trefferver-
bindungen entweder an die entsprechende Protein-Protein-
Interaktionstelle oder an die tRNA-Bindungsstelle, die in
Anwesenheit von WDR4 besetzt ist.[24] Die vollständigen
METTL1-HTS-Assay-Daten sowie weitere identifizierte
Treffer sind in der Hintergrundinformationen diskutiert.

Abschließend möchten wir die Grenzen der hier be-
schriebenen Methodik beleuchten. Eine allgemeine Ein-
schränkung von Assays mit kompetitiven Sonden im Ver-
gleich zu markierungsfreien Methoden (wie SPR oder ITC)
ist, dass Inhibitoren mit KD-Werten, die um mehr als eine
Größenordnung affiner als die Sonde sind, aufgrund des
tight binding Verhaltens des Enzyminhibitors nur extrapo-
liert werden können.[25] Um diese Einschränkung zu veran-
schaulichen und gleichzeitig eine Lösung des Problems zu
entwickeln, haben wir den hochaffinen METTL3/14-Inhibi-
tor STM2457 (IC50=5 nM)[8] unter Nutzung der FTAD-
Sonde charakterisiert. Dies führte zu dem eben beschriebe-
nen tight binding Verhalten ([E]=1 μM) und somit zu einem
scheinbar gemessenen KD bei halber Enzymkonzentration
von 500 nM (Abb. S3G). Diese Limitation konnten wir
letztendlich durch die Synthese einer neuen hochaffinen
FAM-markierten STM2457-Sonde (STM-FL, KD=19 nM)
überwinden, welche die Bestimmung einer Bindungsaffinität
für STM2457 mit einem KD von 9.9 nM ermöglichte (Abb.
S8). Dieses Verfahren könnte als allgemeiner Leitfaden für
die zukünftige Entwicklung von RNA MTase-Sonden ver-
wendet werden: Während der Entscheidungsbaum in
Abb. 4E für die Entwicklung von Sonden ohne bekannte
Liganden geeignet ist, ermöglichen bekannte hochaffine
MTase-Liganden eine direkte Dekoration mit Fluoropho-
ren. Forscher sollten mit 2–3 Wochen von der Synthese im
Nanomaßstab bis zur präparativen Validierung eines Son-
denkandidaten rechnen. Um die Ergebnisse und den Nutzen
dieser Studie einer breiten Öffentlichkeit zugänglich zu

machen, sind die Sonden auf Anfrage erhältlich: https://ak-
barthels.pharmazie.uni-mainz.de/probes-request.
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