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1. Einleitung 

1.1 Chemische Biologie 

In den letzten beiden Jahrzehnten begannen die klassische Biologie bzw. die 

klassische Chemie sich neu zu orientieren, so dass der interdisziplinäre 

Forschungsansatz der Chemischen Biologie entstand. Der Begriff Chemische Biologie 

grenzt sich ab von der biologischen bzw. der bioorganischen Chemie. Während man 

in der biologischen Chemie unter Anderem sehr an Biosynthese-Intermediaten und �

Wegen interessiert war, versuchte man in der zeitlich folgenden bioorganischen 

Chemie, eher mechanistisch orientiert, mit synthetischen Modellen biologische 

Prozesse nachzustellen. Die Chemische Biologie verfolgt dagegen einen neuen 

Ansatz. Hier werden die Methoden der organischen, physikalischen und 

anorganischen Chemie genutzt, um Moleküle mit einem bestimmten 

Eigenschaftsprofil möglichst maßgeschneidert herzustellen, die dann helfen, 

biologische Prozesse zu analysieren und zu modulieren. [1] 

Die Untersuchung biologischer Prozesse spielt gleichermaßen in der Biologie und 

unter Anderem in der Genomforschung eine wichtige Rolle. Nachdem man mit Hilfe 

neuer gentechnischer Methoden in der Biologie grundlegende Informationen über 

tausende von Genen erhalten hatte (siehe [2]), besteht die Herausforderung des 

sogenannten ’Post Genomics’-Zeitalters darin, den gesamten verfügbaren, noch 

rohen Sequenz-Datensatz, der in den Genen des Menschen[3], aber auch im Genom 

von Modellorganismen, abgelegt ist, zu analysieren und zu nutzen. Dabei gelangte 

man von der reinen Genom- und Proteomfoschung sehr schnell in den zellulären 

Kontext, wo Proteine auf molekularer Ebene miteinander und mit zellulären 

Substrukturen, wie Membranen, wechselwirken. Hier wurde zunehmend ein 

Zusammenhang mit der Chemie deutlich, da alle biologischen Vorgänge im Grunde 

auf chemischen Prozessen beruhen und durch die Struktur der beteiligten Moleküle 

und ihre Wechselwirkungen bestimmt werden. Die Biologie ist molekular und 

biologische Vorgänge können daher auch als chemische Transformationen 

angesehen und unter diesem Gesichtspunkt im Detail untersucht und erklärt werden. 

Durch die Zusammenarbeit zwischen Biologen und Chemikern kann also 

entsprechend auch eine umfassende Untersuchung noch dazu mit unterschiedlichen 

praktischen Herangehensweisen, Denkansätzen und Ideen stattfinden. Eine solche 

Möglichkeit der Zusammenarbeit bietet unter Anderem der neue Forschungsansatz 

der Chemischen Genetik [4, 5], auf den im Abschnitt biologische Testverfahren (1.2) 

noch näher eingegangen werden soll. Er beinhaltet eine Kombination chemischer und 

genetischer Methoden, wobei man sich darauf konzentriert, die Funktion der Proteine 
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und ihre Wechselwirkung mit niedermolekularen Substanzen (Modulatoren) 

aufzuklären. 

Dabei bietet die Chemische Genetik gegenüber der Mutationsgenetik oder der 

Knockout-Technik, bei der die dauerhafte Deletion eines Genes unter Umständen 

letal ist, Vorteile: Eine zeitliche Kontrolle der Wirkdauer der zu untersuchenden 

Substanzen, die für dynamische Funktionsuntersuchungen wichtig sein kann, ist 

möglich. Auch lassen sich die Untersuchungen zu jedem Zeitpunkt der Entwicklung 

des betreffenden Organismus durchführen. Die Wirkung ist meist reversibel und der 

Effekt kann über die Wirkstoffkonzentration leicht beeinflusst werden. Im Gegensatz 

zu Knockout-Studien, bei denen zwischen Proteinen, die vom gleichen Gen kodiert 

werden, nicht weiter differenziert wird, ist es hier möglich, auf einzelne Proteine zu 

wirken. Schließlich kann der Wirkeffekt jederzeit und überall reproduziert werden. 

Nachteile stellen allerdings die geringe Spezifität und Löslichkeit sowie eine mögliche 

Zytoxizität dar. [6] 

Interessant ist die Chemische Biologie aber nicht nur für die Grundlagenforschung, 

sondern insbesondere auch im Bezug auf die Suche nach neuen Wirkstoffen und 

damit potentieller, innovativer Arzneimittel, für die angewandte, medizinische und 

pharmazeutische Forschung. Auch hier ergänzen sich die Biologie und die Chemie. 

So können beispielsweise Naturstoffe als Ausgangspunkt und Grundgerüst für den 

Entwurf und die Synthese von Stoffen dienen, die später als Vorlage für die 

Entwicklung von Medikamenten oder zur Untersuchung biologischer Fragestellungen 

dienen können. Das Wissen um viele Naturstoffe und ihre Wirkung auch auf 

bestimmte menschliche Stoffwechselprozesse nutzt man bereits seit Jahrtausenden. 
[7, 8] Tatsächlich basiert fast die Hälfte aller derzeit verfügbaren Arzneimittel auf 

Naturstoffen oder naturstoffähnlichen Verbindungen. In der Krebsmedizin trifft dies 

sogar auf rund drei Viertel aller Präparate zu. Naturstoffe spielen außerdem bei der 

Entwicklung von neuen antibakteriellen, antifungalen, antiviralen und 

antihypertensiven (blutdrucksenkenden) Medikamenten eine Rolle und gelten durch 

die Evolution als �vorvalidiert�. [9] 

Wenn in einem Testverfahren eine bioaktive Substanz, z.B. ein Naturstoff, identifiziert 

wird, ist die Forschung noch lange nicht bei einem fertigen Wirkstoff angelangt. Die 

nächste Hürde besteht in einer Optimierung der Leitstruktur. Dieser 

Optimierungsprozess ist ein multidisziplinärer und komplexer Vorgang, bei dem die 

enge Zusammenarbeit von Chemikern, Biologen und z.T. auch Medizinern und 

Informatikern notwendig ist.  

Auf der einen Seite steht die Chemie, die über ein Repertoire leistungsfähiger 

Methoden verfügt, um niedermolekulare Wirkstoffe mit Hilfe der klassischen 
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organischen Synthese herzustellen oder vorhandene zu modifizieren, was u.A. per 

Wirkstoff-Design mit dem Computer (in-silico) unterstützt werden kann. Die 

chemische Synthese wird dabei weder durch Design-Aspekte oder die synthetische 

Machbarkeit allein gesteuert, noch erfolgt sie rein intuitiv oder beliebig, sondern sie 

wird vielmehr ganz wesentlich durch die Biologie in Form der biologischen Prüfung 

beeinflusst. (1.2)  

Die biologischen Untersuchungen liefern dem medizinischen Chemiker Informationen 

darüber, welche Substanzvariationen eventuell zu einer verbesserten Wirkung führen 

können. Dies wird an verschiedenen Kriterien gemessen: der Spezifität, Wirkstärke, 

Wirkdauer und Bioverfügbarkeit inklusive Metabolismus.  

Lipinski hat 2001 in diesem Zusammenhang bezüglich der Anforderungen einige 

Regeln aufgestellt, die helfen, lösliche, membrangängige Moleküle auszuwählen. Das 

ist die sogenannte �Rule of 5�, da alle Kriterien ein Vielfaches von 5 enthalten: So soll  

- das Molekulargewicht MW kleiner sein als 500 g/mol 

- der c logP (ein berechneter Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient) kleiner sein als 5 

- es weniger als 5 Wasserstoffbrückendonoren pro Molekül geben 

- die Gesamtanzahl der N- und O-Atome kleiner sein als 10 

(Wasserstoffbrückenakzeptoren) [10] 

Der Optimierungsprozess wird also durch das Wechselspiel zwischen neu 

synthetisierten chemischen Verbindungen und den biologischen Ergebnissen 

vorangetrieben. Der Prozess pendelt in Lernzyklen hin und her, wobei durch 

Untersuchungen die chemischen, biologischen, physikalischen oder 

pharmakologischen Eigenschaften eines Moleküls mit der chemischen Struktur in 

Verbindung gebracht werden (Struktur-Aktivitäts-Beziehung). Die Substanz, die den 

Anforderungen am besten entspricht, soll schließlich herausgefiltert werden. 

Durch die vielversprechenden Entwicklungen zur Automatisierung und 

Parallelisierung von chemischer Synthese und anschließender biologischer Analyse 

erhoffte man sich hierbei zunächst große Fortschritte sowohl für die systematische 

Suche nach neuen Arzneimitteln, als auch für die Untersuchung biologischer 

Phänomene mit bestimmten chemischen Wirkstoffen. 

Man begann also Anfang der 1990er Jahre damit, mit Hilfe der kombinatorischen 

Chemie, durch Kombination und Variation verschiedener Reste an einem 

Grundgerüst, eine Vielzahl von unterschiedlichen chemischen Verbindungen 

(sogenannte Bibliotheken) zu erzeugen und diese in Hochdurchsatzscreenings zu 

testen. Leider fiel aber die Anzahl an gefundenen bioaktiven Substanzen relativ zu 

der Anzahl an synthetisierten und getesteten Substanzen nur sehr gering aus. Man 

kam zu dem Schluss, dass die erzielbare Quantität an zu testenden Substanzen allein 
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nicht ausreiche und begann mit der gezielten Herstellung von aufgereinigten und gut 

charakterisierten Einzelverbindungen. Dabei werden verschiedene Ansätze verfolgt: 

die diversitätsorientierte Synthese (Schreiber [11]), die funktionsorientierte Synthese 

(Wender [12]) oder die biologisch orientierte Synthese (Waldmann [13]). 

Die hier dargestellten Verfahren und Fragestellungen sind Ergebnisse einer 

erfolgreichen, interdisziplinären Zusammenarbeit zwischen Biologen und Chemikern, 

die gerade an den Schnittstellen beider Fachrichtungen innovative Ideen und 

Konzepte zur Erforschung bioaktiver Substanzen, sowohl für die Grundlagen- als 

auch für die pharmazeutische Forschung, hervorbringt. 

 

1.2 Biologische Testverfahren 

 

Substanzen, die auf der Grundlage von Naturstoffen basieren oder durch 

Kombinatorische Chemie erzeugt wurden, können wie zuvor beschrieben (1.1) als ein 

Werkzeug für ausführliche biologische Untersuchungen dienen. Im Fall eines 

aufgefundenen, therapeutisch relevanten biologischen Effekts können sie als 

"Leitstruktur" für die Entwicklung neuer Medikamente eingesetzt werden  

In verschiedenen biochemischen und zellbasierten Testverfahren werden die 

Substanzen also zunächst hinsichtlich einer potentiellen Wirkung untersucht. Findet 

man dabei eine chemische Verbindung, die einen bestimmten biologischen Effekt hat, 

so dient diese dann wiederum als Ausgangspunkt für weitere Untersuchungen, um 

diesen Effekt genauer zu analysieren und z.B. das dazu passende Zielprotein zu 

identifizieren.  

Beim bereits zuvor beschriebenen Forschungsansatz der Chemischen Genetik 

unterscheidet man je nach Vorgehensweise zwischen vorwärts- und 

rückwärtsgerichteter chemischer Genetik:  

Im Fall der vorwärtsgerichteten Chemischen Genetik wird zunächst eine 

Substanzbibliothek generiert und diese dann an Zellen (Zelllinien, Bakterien, Pilze) 

oder ganzen Organismen (z.B. Wurm, Maus, Zebrafische, Hefe oder Pflanzen) 

getestet. Für die Substanzen, die einen abweichenden Phänotyp erzeugen, wird 

anschließend mit Hilfe molekularbiologischer und biochemischer Methoden versucht, 

das Zielprotein zu identifizieren.  
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Abbildung 1: Testverfahren in der vorwärtsgerichteten chemischen Genetik (Hübel, 

Lessmann, Waldmann, 2008)[6] 

 

Bei der rückwärtsgerichteten chemischen Genetik wird eine Substanzbibliothek an 

einem bestimmten Protein oder auch einer Gruppe von Proteinen (z.B. einer 

bestimmte Enzymklasse) getestet. Sobald ein Modulator entdeckt ist, wird dieser in 

lebenden Systemen getestet. Auf diese Weise erhält man anhand der 

hervorgerufenen Veränderungen Informationen über die Funktion des jeweiligen 

Proteins im betreffenden Organismus.  

 

Abbildung 2: Testverfahren in der rückwärtsgerichteten chemischen Genetik (Hübel, 

Lessmann, Waldmann, 2008) [6] 

 

Viele niedermolekulare Substanzen mit interessanten biologischen Wirkungen wurden 

nach diesem Vorgehen entdeckt - auch schon vor der Einführung des Begriffs 

�Chemische Genetik�. 

Innerhalb der beiden beschriebenen Ansätze (vorwärts- und rückwärtsgerichtete 

chemische Genetik) stehen verschiedene Arten von biologischen Testsytemen zur 

Verfügung. Zum einen gibt es die beschriebenen in vitro Untersuchungen innerhalb 

des rückwärtsgerichteten chemisch-genetischen Ansatzes, bei denen die 

Funktionsänderung eines bestimmten Proteins untersucht wird. (Abbildung 2) Die 
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Detektion erfolgt hier hauptsächlich über die Erfassung von Lumineszenz-, 

Absorptions- oder Fluoreszenz-˜nderungen mit optischen Systemen. Zum anderen 

stehen die Untersuchungen im Rahmen des vorwärtsgerichteten chemisch 

genetischen Ansatzes zur Verfügung, bei dem Modellorganismen oder Zelllinien auf 

bestimmte Veränderungen hin untersucht werden und somit ein zellulärer Kontext 

gegeben ist (Abbildung 1). Hier gibt es verschiedenste Methoden, um in einem solch 

komplexen, zellulären System Veränderungen von bestimmten Prozessen zu 

detektieren: So stehen Antikörper zur Verfügung um posttranslationale Protein-

Modifikationen oder biosynthetische Veränderungen in der Zelle nachzuweisen. Die 

primären Protein-spezifischen Antikörper werden dabei von einem für sie spezifischen 

sekundären Antikörper gebunden, der entweder eine sichtbare Enzym-gekoppelte 

Reaktion hervorruft oder selbst fluoreszierend markiert ist. Weiter können z.B. 

Signaltransduktionswege mit Hilfe eines Reportergen-Assays untersucht werden und 

hier z.B. Substanz-induzierte Veränderungen der Genexpression durch Modulation 

der Aktivität bestimmter Promotoren detektiert werden. Die Promotoraktivität wird 

hierbei dadurch gemessen, dass ein künstlich eingebrachtes Gen (Reportergen) 

ebenfalls unter die Expressionskontrolle des zu untersuchenden Promotors gebracht 

wird. Veränderungen der Promotoraktivität lassen sich nun durch die damit 

verbundenen An- oder Abreicherungen des Reportergen-Produkts messen. Das 

Reportergen wird deshalb so genannt, weil sein Genprodukt vergleichsweise einfach 

nachzuweisen ist, etwa durch eine leicht zu messende enzymatische Aktivität (z.B. 

Luziferase) oder durch Fluoreszenz, wenn das Fusionsprotein selbst fluoreszierend ist 

(z.B. GFP). Schließlich können morphologische oder prozessabhängige 

Veränderungen in Licht- oder Fluoreszenzmikroskopie mit Hilfe von 

fluoreszenzmarkierten Antikörpern, Proteinen oder spezifisch bindenden Substanzen 

im zellulären Kontext sichtbar gemacht werden. [14-16] 

Welches Testverfahren zur Anwendung kommt, entscheidet sich dabei jeweils anhand 

der zu bearbeitenden Fragestellung. Jedes Verfahren hat seine speziellen Vor- und 

Nachteile, die im Folgenden noch genauer erläutern werden. Generell sollten einige 

wichtige Anforderungen erfüllt sein: So sollte ein Testverfahren möglichst 

reproduzierbare Daten liefern und  eine hohe Sensitivität aufweisen, um ein sicheres 

Ergebnis zu erhalten und auch Substanzen mit geringerer Aktivität erfassen zu 

können. In jedem Experiment sollten Positiv- und Negativ-Proben als Kontrolle 

integriert sein. Statistische Parameter wie z.B. der z-Faktor und z·-Faktor [17] sollten 

berechnet werden, um qualitativ hochwertige und aussagekräftige Ergebnisse 

belegen zu können. Ferner sollten die Testverfahren soweit wie möglich miniaturisiert 
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und automatisiert werden, um Kosten zu sparen und die Fehleranfälligkeit zu 

reduzieren. [6, 18] 

 

Während die rückwärtsgerichtete chemische Genetik in erster Linie ein Werkzeug der 

Grundlagenforschung, z.B. zur Funktionsanalyse von Enzymen, ist, kommt die 

vorwärtsgerichtete chemische Genetik auch noch weiterführend bei der Entdeckung 

und Entwicklung neuer Medikamente zum Einsatz. Hier gibt es zwar eine Vielzahl von 

direkten und indirekten Methoden, um das Zielprotein einer aktiven Substanz zu 

identifizieren, dennoch ist dieser Prozess in Abhängigkeit von der Stärke der Protein-

Modulator-Bindung zumeist zeitaufwendig und schwierig. Die Auswahl einer 

geeigneten Methode sollte passend zur Fragestellung und den Eigenschaften des 

Moleküls sowie unter Abwägung der Vor- und Nachteile verschiedener Systeme 

erfolgen. 

So kann einerseits versucht werden, die direkte Interaktion der Substanz mit dem 

Protein zu nutzen, um das Protein gezielt zu isolieren und es anschließend zu 

analysieren. Andererseits kann man durch den indirekten Vergleich von spezifischen 

Veränderungen in Anwesenheit der aktiven Substanz Hinweise auf das gesuchte 

Zielprotein und den Wirkmechanismus bekommen.  

Zu den erwähnten, direkten Methoden um ein Zielprotein zu identifizieren zählen 

beispielsweise die Affinitätsaufreinigung, der Phagen Display, das Hefe-3-Hybrid 

System oder die Protein-Mikroarrays. 

Bei der Affinitätsaufreinigung wird das aktive Molekül über einen Linker an eine feste 

Matrix gebunden. Diese wird dann mit Zelllysat inkubiert, so dass das Zielprotein bzw. 

die Zielproteine binden können. Unspezifisch gebundene oder ungebundene Proteine 

sollen anschließend durch wiederholte Wachschritte entfernt werden (Abbildung 3). 

Die gebundenen Proteine dagegen werden zum Schluss eluiert, und können nach 

einem proteolytischen Verdau massenspektrometrisch charakterisiert werden. 
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Abbildung 3: Das Prinzip der Affinitätsaufreinigung 

 A: Matrixgebundenes Streptavidin, der an Biotin gekoppelte Inhibitor; Biotin bindet an 

Streptavidin, der Inhibitor an das Zielprotein bzw. die Zielproteine. B: Der immobilisierte 

Inhibitor wird mit Lysat inkubiert, nach dem Waschen bleiben nur die Zielproteine am Inhibitor 

gebunden. (Entnommen der Dissertation von Dirk Pendzialek) 

 

Wichtig ist hierbei, dass das Molekül trotz der Immobilisierung bzw. der Kopplung an 

den Linker seine biologische Aktivität behält. Ferner gilt es zu bedenken, dass es zu 

unspezifischen Bindungen kommen kann (z.B. bei sehr lipophilen Substanzen) und 

dass diese Methode sich vor allem dazu eignet, häufig vorkommende Proteine und 

solche, die eine starke Interaktion mit dem aktiven Molekül aufweisen, zu 

identifizieren. 

Zum Nachweis schwach exprimierter, potentieller Zielproteine, werden Methoden 

angewandt, bei denen durch gezielte Proteinexpression aus cDNA-Banken mögliche 

Zielproteine angereichert angeboten werden. Beim Phagen-Display wird eine cDNA 

Bibliothek so in das Genom von Phagen kloniert, dass die Proteine und Peptide 

jeweils mit einem Hüllprotein fusionieren. Die Phagenpopulation, die nun 

verschiedene Proteinvarianten auf ihrer Oberfläche präsentiert, wird zu der 

immobilisierten, aktiven Substanz zugeben. Nach einer Affinitätsselektion wird die 

eluierte Phagenpopulation vervielfältigt und für eine oder auch mehrere neue Runden 

der Affinitätsanreicherung benutzt. Am Ende der Prozedur kann die monoklonale 

Phagenpopulation für die Zielproteinsuche analysiert werden (Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Das Prinzip des Phagendisplays  (Terstappen, Schlüpen, Raggiaschi and. 

Gaviraghi, 2007) [19] 

Die Phagenpopulation, die verschiedene Proteinvarianten an ihrer Oberfläche präsentiert, wird 

zu der immobilisierten Substanz zugeben, so dass diese Phagen an die aktive Substanz 

binden können. Nichtbindende Phagen können weggewaschen werden. Die gebundenen 

Phagen werden in Bakterien vermehrt und nochmals mit dem immobilisierten Molekül 

inkubiert. Auf diese Weise werden die am besten bindenden Proteine in ca. 3 bis 5 Runden 

von Exposition, Vermehrung und erneuter Exposition selektioniert und können anschließend 

analysiert werden. 

 

Man sollte allerdings berücksichtigen, dass das Protein welches in diesem in vitro-

Experiment unter den Anreicherungs-Bedingungen die stärkste Bindung aufweist, 

nicht unbedingt das vorrangige Zielprotein unter in vivo- Bedingungen ist. Außerdem 

können hier durch die Fusion mit dem Hüllprotein die Bindungseigenschaften oder die 

Funktionen der möglichen Zielproteine verändert sein, so dass z.B. die Bindung mit 

dem Molekül verbessert oder verschlechtert wird, was zusätzlich das Ergebnis 

beeinflusst. 

Das Hefe-3-Hybrid-System [20] ist ein hefebasiertes System, welches aus drei 

Komponenten besteht (Abbildung 5). Die Bindung der niedermolekularen Substanz an 

das Zielprotein führt zur Interaktion dieser einzelnen Komponenten in einem trimeren 

Komplex. Dieser Komplex aktiviert dann die Expression eines Reportergens, welches 

schließlich die Detektion der Interaktion ermöglicht. 
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Abbildung 5: Das Prinzip des Hefe-3-Hybrid-System (modifiziert nach Terstappen, 

Schlüpen, Raggiaschi and Gaviraghi, 2007)[19] 

Das System besteht aus den drei Komponenten: Einer Komponente, die eine DNA-bindende 

Domäne (DBD) fusioniert mit einer Ligand-bindenden Domäne (LBD) beinhaltet (blau 

dargestellt), einer Komponente, die aus dem Liganden für das Molekül (gelb dargestellt) 

gebunden an die niedermolekulare, reaktive Substanz (rot dargestellt) besteht und einer 

Komponente, die aus einer Transkriptionsaktivierungsdomäne (AD) fusioniert mit einem 

Protein aus einer cDNA-Bibliothek - möglicherweise dem Zielprotein - besteht (grün 

dargestellt). Die Bindung der niedermolekularen Substanz an das Zielprotein führt zur 

Interaktion dieser einzelnen Komponenten in einem trimeren Komplex. Dieser aktiviert dann 

die Expression des Reportergens und ermöglicht somit die Detektion der Interaktion.  

 

Vorteilhaft ist, dass bei Anwendung dieser Technik die Proteine im zellulären Kontext 

auf ihre Wechselwirkung mit dem aktiven Molekül hin untersucht werden können. 

Nachteilig ist, dass gerade diese intrazellulären Bedingungen in der Hefe sich von 

denen in höheren Eukaryonten deutlich unterscheiden können. Ein weiterer Nachteil 

ist, dass die Interaktionen der beteiligten Komponenten zur Expression des 

Reportergens in der Hefe unter den Milieu-Bedingungen erfolgen, wie sie im Zellkern 

vorliegen. Interaktionen, die aufgrund transienter Signalmoleküle (z.B. Ca2+) im 

Zytoplasma erfolgen, können so möglicherweise nicht detektiert werden, da sich die 

für die Interaktion erforderlichen Bedingungen nie im Zellkern einstellen. 

Eine weitere, direkte Methode stellt der Protein-Mikroarray dar. Hier werden die 

möglichen Zielproteine zu gleichen Mengen in einem Raster auf einen Glaschip 
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aufgetragen und mit dem aktiven Molekül, welches radioisotopisch- oder 

fluoreszenzmarkiert wurde, inkubiert. Nach mehreren Waschschritten werden 

wiederum diejenigen Proteine identifiziert, welche das markierte Molekül gebunden 

haben.
 
Mit diesem Hochdurchsatzverfahren können viele, auch schwach exprimierte 

Proteine gleichzeitig untersucht werden, allerdings ist ein zellulärer Kontext nicht 

gegeben.  

Neben den gerade beschriebenen, direkten Methoden, stehen auch einige indirekte 

Methoden zur Verfügung, so z.B. der DNA-Mikroarray, Proteom- bzw. 

Metabolitanalysen, sowie genetische Tests bezüglich einer Resistenz oder einer 

erhöhten Sensitivität mit Modellorganismen: 

Beim DNA-Mikroarray werden, wie in  

Abbildung 6 gezeigt, Expressionsmuster auf RNA-Ebene in An- und Abwesenheit der 

aktiven Substanz verglichen. 
 

 

Abbildung 6: Das Prinzip des DNA-Mikroarray  

Die RNA von zur Kontrolle mit DMSO behandelten und mit der aktiven Substanz behandelten 

Zellen wird extrahiert und bei der anschließenden reversen Transkription fluoreszierend 

markiert, so dass eine Unterscheidung der beiden Proben möglich ist (rote, grüne Markierung). 

Anschließend werden die Proben vereinigt und auf dem DNA-Mikroarray hybridisiert. Anhand 
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der Fluoreszenz können nun die Expressionsmuster der beiden Proben miteinander verglichen 

werden. 

Der DNA-Mikroarray geht zwar von einem zellulären Kontext aus, liefert aber streng 

genommen keine Informationen über die Konzentration der beteiligten Proteine (den 

eigentlichen Modulatoren) in der Zelle, sondern lediglich Informationen über die 

Transkriptionsaktivität der Gene oder möglicherweise einer veränderten Stabilität der 

mRNA. Nicht zuletzt produzieren Mikroarray-Experimente, ebenso wie der zuletzt 

beschriebene Protein-Mikroarray, eine riesige Datenmenge, die es zu bewerten und 

zu analysieren gilt. Alternativ kann die Expression auch auf der Proteinebene durch 

2D-Gelelektrophorese untersucht werden.  

Weiter lassen sich Metabolitkonzentrationen und deren ˜nderungen in Anwesenheit 

der aktiven Substanz bestimmen. Die zu beobachtenden Veränderungen dienen als 

Muster für den Wirkmechanismus und können mit Mustern schon bekannter 

Wirkmechanismen verglichen werden, um Hinweise auf mögliche Zielproteine zu 

erhalten. 

Schließlich werden Modellorganismen für genetische Tests zufällig oder gezielt 

mutiert und anschließend auf Resistenz oder Hypersensitivität gegenüber der 

Substanz untersucht. Eine Analyse der mutierten Gene kann dann wichtige 

Anhaltspunkte für die Zielproteine liefern (Abbildung 7). 

 

 

Abbildung 7: Das Prinzip der genetischen Tests (Zheng et al., 2004) [21] 

Mit Hilfe erzeugter Mutanten von verschiedenen genetischen Modellorganismen kann ein 

Resistenz- bzw. Sensitivitätsprofil nach Behandlung mit einer niedermolekularen Verbindung 

erstellt werden. Anhand dieses Profils lassen sich Gene, die dabei direkt oder indirekt eine 

Rolle spielen, als mögliche Zielgene identifizieren. 
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Neben dieser experimentellen, direkten oder indirekten Vorgehensweise, kann man 

auch theoretisch an die Suche nach dem Zielprotein herangehen, indem man 

versucht anhand von Literaturdaten zu einem ähnlichen beobachteten, biologischen 

Effekt oder durch mit strukturell ähnlichen Molekülen erzielte Ergebnisse ein 

potentielles Zielprotein zu postulieren. 

Sowohl theoretisch angenommene Zielproteine, als auch durch experimentelle 

Methoden identifizierte Bindungspartner sollten anschließend noch, je nach 

technischen Möglichkeiten und Art des Zielproteins, durch passende alternative 

Experimente belegt werden. Dies kann z.B. durch RNAi Experimente, 

Bindungsassays (z.B. Biacore), bestimmte Biomarker, durch den Vergleich mit 

anderen Substanzen oder durch eine quantitative RT-PCR geschehen. 

Zusammenfassend wird in diesem Abschnitt die Vielfalt und Komplexität der 

Methoden und Testverfahren für das wachsende Forschungsgebiet der Chemischen 

Biologie/Genetik deutlich. Mit Hilfe der beschriebenen Verfahren und anhand der 

unterschiedlichen Möglichkeiten können so biologisch relevante chemische 

Substanzen als Leitstrukturen identifiziert werden, neue pharmakologisch interessante 

Ziele entdeckt werden und Lösungsansätze für unterschiedliche Problematiken bzw. 

Fragestellungen gefunden werden, was schließlich zur Entschlüsselung von wichtigen 

biologischen Prozessen führen kann. 

Im Folgenden soll ein vorwärts-, und einen rückwärtsgerichteten Ansatz zur 

Untersuchung zweier Naturstoff-basierter Substanzklassen und die involvierten 

biologischen Prozesse vorgestellt werden. 

 

1.3 Der vorwärtsgerichtete chemisch-genetische Ansatz zur 

Untersuchung des Ras-Signalwegs mit Hilfe der 

Naturstoffklasse der Tetramsäuren 

1.3.1 Signalwege 

Signaltransduktionsvorgänge sind für einzellige und mehrzellige Organismen von 

essentieller Bedeutung, sowohl um auf Veränderungen der Umwelt reagieren zu 

können, als auch bei der Verarbeitung innerer und äußerer Reize. Ferner werden 

viele wichtige biologische Prozesse durch die Signaltransduktion reguliert. An diesen 

Signalübertragungsprozessen sind oft eine Vielzahl von Enzymen und sekundären 

Botenstoffen (sogenannte �second messenger�) in einer oder mehreren 

nachgeschalteten Ebenen beteiligt (Signalkaskade). Dabei wird teilweise das 

ursprüngliche Signal verstärkt (Signalamplifikation). Signale mehrerer Signalkaskaden 
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werden oft durch ’Crosstalk’ im Zytoplasma oder im Zellkern integriert. Die Gesamtheit 

der Signalkaskaden in einem Zelltyp wird auch als dessen Signalnetzwerk bezeichnet. 

Der Anfangspunkt eines Signaltransduktionsprozesses ist ein intra- oder 

extrazellulärer Stimulus. Mit Hilfe von Proteinen in der Zellmembran und innerhalb der 

Zelle, auch Rezeptoren genannt, werden dann die extrazellulären Signale 

aufgenommen, an intrazelluläre Effektorproteine weitergeleitet und so im Zellinneren 

verarbeitet. Zu den am meisten untersuchten Signaltransduktionswegen zählen die 

Signalwege über G-Proteine (Guaninnukleotid-bindende Proteine oder auch GTP-

bindende Proteine). [22] 

 

1.3.2 Der Ras-Signalweg 

Ras (Rat sarcoma) ist ein bekanntes Proto-Onkogen, das für ein kleines G-Protein 

kodiert.  

Es gibt mehrere Ras-Isoformen. Die bekanntesten und am besten untersuchten sind 

H(arvey)-Ras, N(euroblastoma)-Ras und K(irsten)-Ras4A & 4B. Der Unterschied der 

Isoformen besteht in erster Linie in der C-terminalen Aminosäuresequenz, sowie der 

Art der Lipidierung des C-Terminus. Trotz der hohen Homologie führt die Aktivierung 

der einzelnen Ras-Isoformen zu unterschiedlichen biologischen Antworten. Als Grund 

wird unter anderem die unterschiedliche Lokalisation der Isoformen diskutiert. [23] 

Ras ist ein zentrales Glied verschiedener Signaltransduktionswege und kontrolliert 

wichtige zelluläre Prozesse, indem es als molekularer Schalter zwischen aktiver GTP- 

(Guanosin-Triphosphat) und inaktiver GDP- (Guanosin-Diphosphat) gebundener Form 

hin- und herwechselt (Abbildung 8). Ras besitzt eine intrinsische GTPase-Aktivität, die 

dazu führt, dass Ras automatisch wieder vom aktiven in den inaktiven Zustand 

überführt wird. Da diese intrinsische GTPase-Aktivität aber an sich gering ist, können 

Proteine vom GAP-Typ (GAP = GTPase Activating Protein) die GTP-Hydrolyse und 

damit die Ras-Inaktivierung beschleunigen. Proteine vom GEF-Typ (GEF = Guanine 

Nucleotide Exchange Factors) katalysieren den Wechsel von der GDP- zur GTP-

gebundenen Form und führen so zu einer effizienten Aktivierung von Ras. [24,25] 
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Abbildung 8: Überblick über die Ras-assoziierten Signalwege. Für Ras sind fünf Klassen 

von Effektoren beschrieben. Am bekanntesten ist die Serin/Threonin-Kinase Raf. Ebenfalls gut 

beschrieben sind die PI3K-Kinasen. GEFs wie Ral-GDS sind Aktivatoren der kleinen GTPasen 

RalA und RalB. Die GEFs Tiam1 und Tiam2 stimulieren die kleine GTPase Rac. Die Ras-

Aktivierung von Phospholipase C� führt zur Umwandlung von PIP2 zu sekundären 

Botenstoffen. Aus der dargestellten Vielfalt an aktivierbaren Effektoren von Ras ist erkennbar, 

dass die Signalweiterleitung über das Ras-Protein sehr komplex ist [26] 

 

Ein elementarer Signalweg, der durch Ras in Gang gesetzt wird, ist die 

Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade. Da diese für die vorliegende Arbeit eine wichtige Rolle 

spielt, wird ihre Regulation im Folgenden näher beschrieben.  

Bindet EGF (Epidermal Growth Factor) an seinen Rezeptor, autophosphoryliert und 

dimerisiert dieser und rekrutiert den Grb2-Sos-Komplex, wobei Sos als GEF dann den 

GDP-GTP-Austausch in Ras katalysiert (Abbildung 9). 

 

Abbildung 9: Rezeptorbindung und Ras-Aktivierung (Müller-Esterl, 2004) [27] 

 

GTP-Ras treibt daraufhin die MAP-Kaskade über drei enzymatische Zwischenstufen 

an: Raf (Ras-Aktivating Faktor), MEK (MAP/ERK-Kinase) und ERK (Extracellular 

Signal Regulated Kinase). Diese Kinasen werden sukzessiv phosphoryliert und 
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dadurch aktiviert; dabei dient jeweils die nachgeordnete Kinase als spezifisches 

Substrat für das vorgeschaltete Enzym (Abbildung 10). Die beiden wichtigsten Typen 

von MAP-Kinasen sind ERK-1 und ERK-2. Daneben sind in Säugetieren aber auch 

die MAP-Kinasen JNK 1/2 (c-Jun N-terminale Kinase), p38 Kinasen (p38�/�/�/�) und 

ERK5 beschrieben. Während ERK-1 und -2 allerdings durch Wachstumsfaktoren, die 

an Oberflächenrezeptoren binden, aktiviert werden, werden JNK, p38 und ERK-5 vor 

allem durch Stress und Wachstumsfaktoren aktiviert. [28] 

 

 

Abbildung 10: Ras/Raf-MAPK-Signalkaskade (Müller-Esterl, Biochemie 2004)[27]. Nach der 

Aktivierung des Rezeptors durch die Bindung von EGF wird Ras aktiviert und dadurch 

wiederum die Raf-MAPK-Signalkaskade in Gang gesetzt. Die Kinase ERK ist hier als MAP-

Kinase (Mitogen Activated Protein Kinase) bezeichnet. 

 
ERK1/2 hat verschiedene zytosolische Substrate, es kann aber auch in den Zellkern 

eintreten und somit die Genexpression durch Phosphorylierung verschiedener 

Transkriptionsfaktoren kontrollieren. So phosphoryliert die in den Kern translozierte 

MAP-Kinase z.B. Elk-1 (engl. Ets-like Protein), das im Komplex mit SRF (engl. Serum 

Responsive Factor) an die regulatorische Promotorsequenz SRE (engl. Serum 

Responsive Element) bindet. Der aktivierte Komplex aus Elk-1 und SRF stimuliert die 

Expression zahlreicher Zielgene. [29] 

Für die vorgestellte Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade zeigten Kolch et al. erst kürzlich, wie 

diese auf verschiedenen Ebenen reguliert wird, wodurch ERK vermittelte wichtige 

Entscheidungen über das zelluläre Schicksal bestimmen. So spielt das eingehende 
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Signal und die zeitliche Dauer der Reaktion eine wichtige Rolle bei PC12-Zellen. Eine 

Stimulierung mit EGF und die folgende Aktivierung des EGF-Rezeptors führen zur 

Zellteilung in dieser Zelllinie. Im Gegensatz dazu bewirkt eine Stimulation mit NGF die 

Ausbildung von neuritenartigen Fortsätzen. [30] 

Ein deutlicher Unterschied zwischen Stimulierung mit EGF und NGF, die zu so 

verschiedenen Antworten, wie der Proliferation auf der einen Seite und der 

Differenzierung auf der anderen Seite führt, liegt in der Integration der Signale: 

Während EGF zu einer transienten Aktivierung von ERK führt, bei der der Höhepunkt 

bereits nach wenigen Minuten erreicht ist, führt die NGF Stimulierung zu einer 

anhaltenden Aktivierung des Signalweges. [31, 32]  

Die genauen Regulations-Mechanismen und Protein-Proteinwechselwirkungen sowie 

positive und negative Rückkopplungsschleifen usw. sind allerdings sehr komplex. 

Neben dieser zeitlichen Kontrolle (hier: Dauer der ERK-Aktivierung) spielt auch die 

räumliche Regulation bzw. die subzelluläre Lokalisation eine wichtige Rolle für die 

Ras-Aktivität sowie für die Signalweiterleitung. Es ist bekannt, dass neben der 

Regulation der GTPase-Aktivität auch bestimmte dynamische Mechanismen wichtig 

sind. So werden beispielsweise spezifische Lokalisationsmuster der Ras Isoformen 

(H-, K-, N-Ras) und anderer Elemente der Signalkaskade (z.B. der Gerüstproteine) 

generiert und dadurch lokale Signalreaktionen reguliert. [33 - 35] 

Die vorgestellte Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade stellt eines der zentralen Module für die 

korrekte Funktion der Zelle dar, und so nimmt Ras eine entscheidende Rolle in der 

Regulation dieses Signalweges ein. Die Bedeutung des Signalwegs und von Ras 

machen deutlich, warum Störungen und Fehlfunktionen zu solch ernsthaften 

Erkrankungen wie Krebs führen können: Punktmutationen des Ras-Gens wurden in 

20 bis 30 % aller menschlichen Tumoren gefunden. Das Verständnis der molekularen 

Mechanismen dieses Signalweges könnte also für die Entwicklung neuer 

Krebstherapien hilfreich sein. [36,37]  

1.3.3 Tetramsäuren, Melophlin A 

Eine Beeinflussung und Untersuchung des Ras-Signalweges ist mit Hilfe chemischer 

Modulatoren (Tetramsäuren) möglich. 

Als Tetramsäuren werden Derivate des heterozyklischen Pyrrolidin-2,4-Dion-

Grundgerüsts bezeichnet (Abbildung 11).  
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Abbildung 11: Struktur der Pyrrolidin-2,4-Dion (Tetramsäure) Einheit, R1 und R2 sind 

Reste, die offen sind für Diversifikation. 

Das große Interesse an dieser Substanzklasse manifestiert sich u. A. in einigen 

erschienenen Übersichtsartikeln [38 - 40] zu diesem Themengebiet sowie einer Vielzahl 

isolierter Naturstoffe sowohl aus terrestrischen, als auch marinen Spezies, wie z.B. 

Schwämmen, Bakterien und Pilzen. Die auf der Struktur der Tetramsäuren 

basierenden Substanzen zeigen vielfältige biologische Aktivitäten von antibakteriellen 

und antiviralen Eigenschaften über Zyto- und Mycotoxizität bis hin zu 

Antitumorativität. 

 
Die Raveninsäure (Abbildung 12) ist ein strukturell einfacher Vertreter aus der Klasse 

der Polyenoyltetramsäuren. Sie wurde ursprünglich aus Penicillium sp. isoliert und 

zeigt antibiotische Aktivität gegen Methicillin-resistente Staphylococcus aureus 

Bakterienstämme. [41] 

 

Abbildung 12: Struktur Ravenische Säure 

 

Hamburger et al. [42] fanden in dem Pilz Paecilomyces militaris die beiden 

Trienoyltetramsäuren Militarinon B und C (Abbildung 13). Beide zeichnen sich durch 

geringe neuritogene Aktivität in PC12-Zellen aus, was sie potentiell interessant z.B für 

die Behandlung von Alzheimer macht. 

 

 
Abbildung 13: Struktur Militarinon B und C 

 

Als Vertreter der Klasse der N-Acyltetramsäuren ist das aus dem 

Milchsäurebakterium Lactobacillus reuteri gewonnene Reutericyclin (Abbildung 14) zu 
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nennen. Es wirkt gegen Gram-positive Bakterien und kann Lebensmittel vor dem 

Verderb schützen. [43] 

 

 

Abbildung 14: Überwiegendes Tautomer von Reutericyclin 

 

Wie man z.B. in Abbildung 14 für Reutericyclin sieht, tragen viele Naturstoffe in 3-

Position einen Acylrest und können dadurch verschiedene Tautomere bilden. Dabei 

liegen die Tetramsäuren in Lösung überwiegend in der Diketoform und nicht in der 

Enolform vor. [44] 

Aufgrund der im Molekül auftretenden Wasserstoffbrücken koordinieren 3-

Acyltetramsäuren Metallionen als Chelatkomplexe zwischen dem 3-Acyl-Sauerstoff 

und der 2-Carbonylgruppe. Die Stabilität einiger Tetramsäuren beruht auf der 

Chelatisierung bestimmter Metallkationen und kann auch den Transport der 

Naturstoffe durch Zellmembranen ermöglichen. [45]
 

Die Melophline sind N-Methyl-3-Acyltetramsäuren, die sich lediglich in ihren 

Substituenten am C5 des Pyrrolidin-2,4-Dionsystems (H oder Methyl) und in ihren 

Acyl-Seitenketten unterscheiden. Die Seitenketten erreichen eine Länge von 12 bis 16 

Kohlenstoffatomen, sie kommen sowohl verzweigt als auch unverzweigt vor. 

 

 

Abbildung 15: Grundstruktur natürlich vorkommender Melophline 

 

Insgesamt wurden 19 natürlich vorkommende Melophline (A bis S) isoliert und ihre 

zytotoxische bzw. zytostatische Wirkung auf verschiedene Krebszelllinien sowie ihre 

antibakteriellen Eigenschaften durch verschiedene Arbeitsgruppen untersucht. [46-49] 

Dabei fiel auf, dass die getesteten, antibakteriell wirkenden Melophline nur das 

Wachstum Gram-positiver Bakterien inhibierten, während kein Einfluss auf Gram-

negative Bakterien beobachtet werden konnte. Diese Ergebnisse sind auch für andere 

Tetramsäuren beschrieben und unterstützen eine vom Arbeitskreis Janda 



Einleitung 

 24 

veröffentlichte Hypothese, dass ein Zusammenhang mit der Wirkung an der 

bakteriellen Zellwand z.B. auf die Protonenpumpen besteht. [45] 

Neben den in diesem Abschnitt beschriebenen Eigenschaften der Tetramsäuren und 

Melophline an sich, erschien vor allem eine Substanz -Melophlin A - als besonders 

interessant.  

Diese Tetramsäure wirkte zum einen zytotoxisch gegenüber gegen HL-60-Zellen, die 

von einem Patienten mit akuter maligner Leukämie stammen. [50] 

Zum anderen führte sie zu einer Arretierung von NIH3T3-Maus-Fibroblasten in der 

G1-Phase. Vor allem aber konnte durch eine Behandlung mit Melophlin A der 

Phänotyp von Ras-Transformierten NIH3T3-Fibroblasten revertiert werden. [51] 

Insbesondere diese letzte Beobachtung machte Melophlin A zu einem attraktiven 

Kandidaten als Modulator für die Untersuchung des Ras-Signalwegs. 

 

1.4 Der rückwärtsgerichtete chemisch-genetische Ansatz, 

die Suche nach spezifischen Phosphataseinhibitoren 

1.4.1 Protein-Phosphatasen 

 
Die Phosphorylierung wird von lebenden Organismen eingesetzt, um vielfältigste 

zelluläre Prozesse zu regulieren. Man nimmt an, dass etwa 30 % aller zellulären 

Proteine an einem oder mehreren Resten phosphoryliert sind. [52] 

Die Kontrolle biologischer Ereignisse und das Vermeiden von Störungen, die zu 

ernsthaften Erkrankungen führen würden, erfordert die strikte Kontrolle durch 

komplexe Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungs-Strategien. 

 

 

Abbildung 16: Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungs-Reaktionen katalysiert 

durch Kinasen bzw. Phosphatasen 
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Dabei spielen Phosphatasen in Kombination mit Kinasen eine essentielle Rolle 

(Abbildung 16): Kinasen katalysieren die Phosphorylierung von Proteinen und stehen 

schon länger im Fokus der pharmazeutischen Forschung. Daneben kommt den 

Phosphatasen, die die Dephosphorylierung katalysieren, zunehmend Bedeutung zu. 
[53-55] 

Kinasen sind in größerer Zahl vorhanden und weisen durch das Konsensus-Motiv des 

Substrates eine klare Spezifität auf. Hingegen ist die Familie der Phosphatasen 

zahlenmäßig unterlegen, weist keine bzw. keine offensichtliche Substratspezifität auf 

und kommt mit einigen wenigen katalytischen Untereinheiten aus. Allerdings werden 

die Phosphatasen durch eine Vielzahl unterschiedlicher Regulatoren kontrolliert, so 

dass die Spezifität, Selektivität und die Lokalisierung dieser bedeutenden Enzyme 

über eine komplexe Regulation ermöglicht wird. 

Um die Diversität zu erhöhen, exprimieren Organismen beispielsweise 

unterschiedliche regulatorische Untereinheiten in unterschiedlichen Geweben und zu 

unterschiedlichen Zeiten. Die hochspezifische Wirkung der Serin-Threonin-

Phosphatasen wird also über verschiedene Mechanismen, wie z.B. ihren modularen 

Aufbau, die Steuerung über Regulatoren und ihre differentielle Expression 

sichergestellt. [56] 

Protein Phosphatasen können anhand ihrer Struktur und Substratspezifität in zwei 

große Familien eingeteilt werden: die Serin/Threonin-spezifischen Phosphatasen 

(Abkürzung: PPs) und die Protein Tyrosin Phosphatasen (Abkürzung: PTPs). Die 

Serin/Threonin Phosphatasen sind eine Gruppe von Metalloprotein-Phosphatasen, 

die Phosphatester-modifizierte Serin- oder Threonin-Reste hydrolysieren. Sie haben 

sehr unterschiedliche Funktionen in der Zelle, z. B. spielen sie eine Rolle für die 

Muskelkontraktion, den Zellzyklusverlauf und den Glycogen-Metabolismus. [57, 58] 
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Abbildung 17: Strukturelle Subtypen der Familie der Phosphatasen. (Tonks, 2006) [59] Die 

unterschiedlichen Strukturmotive der Domänen sind durch Symbole (Erläuterung in der 

Legende) definiert. 

 

Strukturell bestehen die PPs aus mehreren Untereinheiten: einer katalytischen 

Untereinheit mit einem Metallion als Kern, meist Fe2+, Mn2+
 oder Zn2+

 Ionen, und einer 

oder mehrerer regulatorischen Untereinheiten. Man nimmt an, dass die Phosphat-

Ester-Hydrolyse den Angriff des Phosphats über ein Metall-aktiviertes Wassermolekül 

beinhaltet und über die Bildung eines Phosphoenzym-Intermediats erfolgt. [60] 

Die zweite große Familie sind die Protein Tyrosin Phosphatasen. Sie spielen eine 

bedeutende Rolle sowohl bei der positiven als auch bei der negativen Regulation von 

Signaltransduktionswegen. Allen gemeinsam ist das Aminosäure-Motiv HCX5R (C = 

Cystein, X = eine beliebige Aminosäure, R = Arginin) im aktiven Zentrum. Das 

Phosphotyrosin wird für den Hydrolyseschritt zunächst vom Arginin des PTP-Motivs 

vorkoordiniert und bringt es so in die direkte Nachbarschaft des Cysteins. Ein von 

Asparaginsäure katalysierter nukleophiler Angriff der Cysteinseitenkette auf das 

Phosphotyrosin führt zu einem Phosphocystein-Intermediat, welches schließlich durch 

ein aktiviertes Wassermolekül hydrolysiert wird. Durch die Beteiligung des Cysteins im 

katalytischen Mechanismus ist diese Enzymklasse sensibel gegenüber reversibler 

Oxidation. [60] 
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Abbildung 18: Dephosphorylierungs-Mechanismus der Phospho-Tyrosin-Phosphatasen 

PTP1B ist der Prototyp eines Mitglieds der Familie der PTPs. Dieses Enzym spielt 

eine Rolle im Stoffwechsel, indem sie Tyrosinreste verschiedener Proteine wie c-Src, 

�-Catenin, des Insulin- und EGF-Rezeptors dephosphoryliert. Ferner sind PTP1B 

Knockout-Mäuse resistent gegen Übergewicht, welches durch die Aufnahme 

hochkalorischer Nahrung hervorgerufen wird und haben eine verstärkte Insulin 

Antwort. Dies lässt annehmen, dass die PTP1B eine Rolle bei der Regulation der 

Wachstumstumsfaktor-Antwort spielt. [60-64] 

SHP-2 ist eine nicht-Rezeptor PTP, die die zelluläre Signaltransduktion über 

Wachstumsfaktoren und Zytokinen und den Einfluss auf den Ras/MAPK-Weg 

kontrolliert. [65] Übereinstimmend mit ihrer allgegenwärtigen Rolle bei der 

Signaltransduktion spielt die SHP-2 unter Anderem eine Rolle bei der Krebstherapie. 

Hier werden Mutationen des SHP-2 Genes mit dem Noonan-Syndrom, einer 

Entwicklungskrankheit, die häufig mit einer verringerten Körpergröße und 

unterschiedlichen Leukämien vor allem im Kindesalter einhergeht, in Zusammenhang 

gebracht. Ferner spielt die SHP-2 Hyperaktivität auch eine Rolle bei 

Infektionskrankheiten. [60, 66, 67] 

Die PTPN2 (Protein Tyrosin Phosphatase, nicht-Rezeptor Typ 2, auch TC-PTP), ist 

eine T-Zell-Phosphatase, die viele Phosphoproteine wie z. B. p52Shc und die 

Rezeptoren für EGF, Insulin und andere Wachstumshormone dephosphoryliert. 

Obwohl man sie in vielen Zelltypen und Geweben findet, kommt sie vor allem in 

hämatopoietischen (blutbildenden) Zelltypen vor. PTPN2-Knockout-Mäuse werden 

vital geboren, zeigen allerdings 3 bis 5 Wochen nach der Geburt erste Defekte bei der 

Erythrozythen- und Lymphozythenbildung, die auf eine kritische Funktion der PTPN2 

bei der Reifung des Knochenmarks schließen lassen. [68-70] 

Die humane Phosphatase h-PTP � spielt genauso wie das Maus-Analogon VE-PTP 

(Homologie 95 %) eine Rolle in der vaskulären Biologie, da sie mit Tie-2, einem 

Tyrosin-Kinase-Rezeptor, assoziert vorliegt und ihn negativ reguliert. Tie-2, wie auch 

Tie-1, beeinflussen die Signaltransduktion und die Aktivität der Angiopoietine, die für 
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die Bildung von Blutgefäßen nötig sind. Die Tie-2 Aktivierung kommt bei der adulten 

Vaskulation (Durchwachsung von Gefäßen) und bei der Entwicklung der kollateralen 

Blutgefäße vor und stellt den Blutfluss zum ischämischen, also blutleeren oder 

minderdurchbluteten Gewebe wieder her. [71] 

Eine Inhibierung der h-PTP � sollte demzufolge die Tie-2 Aktivität erhöhen und damit 

die vaskuläre Funktion aufrechterhalten bzw. den Blutfluss zum ischämischen 

Gewebe  erhöhen. Für diese Phosphatase sind eine Reihe von Malonat-Ester 

abgeleiteten Aryl-Sulfaminsäuren als selektive Inhibitoren beschrieben. [72] 

Einige Bakterien wie Salmonella and Yersinia Stämme produzieren und benutzen 

PTPs für ihre Pathogenität. [73] Mycobacterium tuberculosis besitzt zwei funktionale 

PTPs, MPTPA and MPTPB, die in den Kulturüberstand der wachsenden bakteriellen 

Zellen sekretiert werden. Sie sollen durch die Dephosphorylierung von Wirtsproteinen, 

die in den Interferon-�-Signalweg involviert sind, das Überleben des Erregers in den 

Makrophagen des Wirtes sichern. Tatsächlich stoppte ein Knockout der 

mycobakteriellen Phosphatasen das Wachstum der Bakterien bei infizierten 

Meerschweinchen. [74 - 76] Die Tuberkulose ist  eine der schwersten Krankheiten mit 

vielen Todesfällen weltweit: ein Drittel der Weltbevölkerung ist infiziert; ca. 35 Mio. 

werden erwartungsgemäß noch im 21. Jahrhundert an dieser Krankheit sterben. 

Traditionelle Mittel gegen diese Krankheit führen vielfach nach 6 bis 12 Monaten zu 

Resistenzen, daher erscheinen MPTPA/B als potentielle neue Ziele für eine Therapie 

sehr interessant. [77] 

Neben den klassischen Phosphotyrosin-spezifischen Phosphatasen gehören auch die 

dualspezifischen Phosphatsen (DUSP) zu den PTPs. Diese besitzen zwar das gleiche 

Aminosäure-Motiv im aktiven Zentrum wie die klassischen PTPs, sind jedoch in der 

Lage neben Phosphotyrosin- auch Phosphoserin- oder Phosphothreonin-Reste zu 

dephosphorylieren. Über das klassische HCX5R Motiv hinaus zeigen sie 

untereinander wenig ˜hnlichkeit in Struktur und Sequenz. Sie spielen eine 

entscheidende Rolle für intrazelluläre Signalwege, beispielsweise bei der 

Deaktivierung der MAP Kinasen, welche ein YXT Phosphorylierungs-Motiv (Y= 

Tyrosin, X = eine beliebige Aminosäure, T = Threonin) in der Kinase-

Aktivierungsschleife aufweisen. Die sogenannten MAP Kinase- Phosphatasen (MKP) 

zeigen hohe Spezifität gegenüber verschiedenen MAP Kinasen. Sie wirken nach 

kontrollierter Aktivierung den MAPK induzierten Signalwegen durch 

Dephosphorylierung beider phosphorylierten Aminosäuren entgegen. [78-80] 

Die VHR (Abkürzung für VH1-related) ist eine solche MKP und bekannt dafür, dass 

sie den MAPK-Signalweg reguliert. Es wurde gezeigt, dass sie verschiedene 
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Mitglieder der MAP Kinase Familie wie ERK-1, ERK-2 und JNK Kinasen 

dephosphoryliert. [81-85] 

Die Cdc25- und Cdc14-Familien stellen weitere DUSPs dar und spielen als 

Regulatoren des Zellzyklus eine Rolle bei der Krebstherapie. Cdc25 Inhibitoren und 

ihre antiproliferativen Eigenschaften sind dabei bereits beschrieben, während man die 

Cdc14 Inhibierung bisher nicht genauer untersucht hat. [86] 

Die zentrale Rolle der Phosphatasen in Signalwegen macht sie zu interessanten 

Forschungszielen zur Aufklärung der durch ihre Fehlfunktionen hervorgerufenen 

Erkrankungen. Dabei werden im Zuge eines rückwärtsgerichteten Ansatzes mit 

niedermolekularen Verbindungen neue, spezifische bioaktive Inhibitoren der 

Phosphatasen gesucht. Wichtige Voraussetzungen für ein zielgerichtetes und 

erfolgreiches Design selektiver Inhibitoren sind bereits gegeben. So sind strukturelle 

Informationen über die Aktivierungsdomäne und die katalytischen PTP-Domänen 

insgesamt vorhanden. Darüber hinaus sollte auch die gut untersuchte Beziehung 

zwischen der Tiefe der Bindungstaschen und der Substratspezifität das Design 

entsprechender bioaktiver Substanzen erlauben. [87, 88] 

Es sind bereits einige am aktiven Zentrum wirkende Inhibitoren, die ein 

Phosphatanalogon beinhalten, sowie andere, allosterische Inhibitoren beschrieben. 

Viele industrielle und akademische Gruppen haben sich bereits mit dem 

Inhibitordesign beschäftigt, allerdings erreichen aus Gründen der Spezifität, 

Zellpermeabilität oder der Potenz nur wenige Substanzen die klinische Phase. [89-92] 

1.4.2 Spirooxindole 

 

Naturstoffe bieten eine reiche Quelle an Phosphataseinhibitoren und stellen somit 

einen guten Ausgangspunkt für die Entwicklung synthetischer Analoga dar. [53] 

Die 3,3·-Pyrrolidinyl-Spirooxindol Einheit ist ein privilegiertes, heterozyklisches Motiv, 

welches den Kern einer großen Familie von Alkaloiden mit stark bioaktivem Profil und 

interessanten strukturellen Eigenschaften bildet. 

Signifikante Fortschritte in der Synthese dieses fusionierten heterozyklischen Systems 

haben kürzlich das Interesse an der Entwicklung neuer verwandter Substanzen als 

potentielle medizinische Agenzien oder biologischen Proben verstärkt. 

Der 3,3�-Pyrrolidinyl-Spirooxindol Heterozyklus in Naturstoffen basiert auf einem Kern, 

der sich strukturell von Tryptamin ableiten lässt. [93] Tryptamin selbst ist vom 2-(Indol-

3-yl)-ethylamin abgeleitet und ist ein Stoffwechselprodukt zahlreicher Lebewesen, vor 

allem Pflanzen. Es zählt zu den Indolalkaloiden, zu denen z.B. die Neurotransmitter 
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Serotonin und Melatonin, die Aminosäure Tryptophan und das Halluzinogen Psilocin 

gehören. 

 

 

Abbildung 19: Strukturmerkmale der Naturstoffklasse und Ableitung von Tryptamin 

 

Spirooxindol-Alkaloide gehören zu einer Familie von Naturstoffen, deren Isolation aus 

Pflanzen der Familien Apocynaceae (Hundsgiftgewächse) und Rubiacae 

(Rötegewächse, auch Krappgewächse oder Kaffeegewächse) bereits 1973 

beschrieben wurde. [94] Erst 2003 publizierten Carreira and Marti einen 

Übersichtsartikel zur Synthese von Naturstoffen mit dem fusionierten heterozyklischen 

System. [95] 

Das strukturelle Schlüsselcharakteristikum dieser Substanzen ist die Spiro-Ring-

Fusion an Position 3 des Oxindol-Kerns mit unterschiedlichen Substitutionsgraden 

rund um den Pyrrolidin- und Oxindol-Ring. Zusätzlich zu der interessanten 

molekularen Architektur und dem dicht funktionalisierten Kern zeigen einige 

Naturstoffe mit diesem heterozyklischen Motiv eine signifikante Bioaktivität. [93] 

Abbildung 20: Biologisch aktive Spirooxindole 

 

Chitosenin ist beispielsweise ein strukturell interessanter Naturstoff, der kurzlebige 

inhibitorische Aktivität gegenüber ganglionischer Transmission (Signalübertragung an 

den Nervenknoten) in vivo bei Ratten und Kaninchen zeigt. [96-98]
 

Strychnofolin inhibiert die Mitose in einer Reihe von Krebs-Zelllinien. [99] 

Die Spirotryprostatine A and B wurden aus einer Fermentationsbrühe von Aspergillus 

fumigatus isoliert und zeigten, wie der Name �Statin� schon andeutet, eine komplette 

Inhibierung der G2/M Progression in bestimmten Säugerzellen. [100, 101]  
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Die beschriebenen Eigenschaften dieser heterozyklischen Naturstoffe, ihre 

Funktionen in biologischen Prozessen, die sie meist aufgrund ihrer Fähigkeit zur 

Komplexbildung, seltener auch aufgrund ihrer Brłnsted-Basizität besitzen, machen 

Heterozyklen generell zum Ausgangspunkt pharmazeutischer Wirkstoffe.[102]  

Bei einem Hochdurchsatz-Screening auf der Suche nach Phosphatseinhibitoren 

innerhalb der abteilungseigenen Substanzbiblehek erschienen in diesem 

Zusammenhang die heterozyklischen Spiro-fusionierten Indol-2-on-Thiazolidone 

(Abbildung 21) als spezifische MPTPB-Phosphataseinhibitoren interessant. 

 

 

Abbildung 21: Spiro-fusionierte-Indol-2-on-Thiazolidinone mit dem 2-oxo-Indol-Kern, der 

in vielen Naturstoffen vorkommt, und dem Thiazolidon-Ring als zusätzlicher, synthetischer 

Heterozyklus. [103] 
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1.5 Zielsetzung 

 

In dieser Arbeit sollten biologische Prozesse mit Hilfe von chemisch-genetischen 

Ansätzen und mittels Naturstoff-basierter Substanzklassen untersucht werden.  

In einem vorwärts gerichteten chemisch-genetischen Ansatz sollte die Modulation des 

Ras-Signalweges durch die Naturstoffklasse der Tetramsäuren untersucht werden. Im 

Zusammenhang mit dem Ras-Signalweg erschien vor allem die von Aoki et al. 

isolierte Tetramsäure Melophlin A interessant, da hier erste biologische 

Untersuchungen zeigten, dass die Substanz eine Reversion des Phänotyps H-Ras-

transformierter NIH3T3-Fibroblasten bewirkte. Auch durch vorangegangene 

Untersuchungen innerhalb der eigenen Arbeitsgruppe gab es verschiedene Hinweise, 

dass sich das makromolekulare Ziel von Melophlin A im Ras/MAPK-Signalweg 

befindet.  

Zunächst sollte dies mit einem phänotypischen Assay in H-Ras-transformierten 

MDCK-F3-Zellen und mit dem HLR-Elk-1 Trans-Reportergensystem, sowohl für 

Melophlin A als auch für weitere, synthetisierte Derivate überprüft werden. Hierbei 

sollten die erhaltenen Daten gleichzeitig zur Aufstellung einer Struktur-Wirkungs-

Analyse genutzt werden.  

Außerdem sollte zur Bestätigung der Hypothese, dass der Ras/MAPK-Weg 

tatsächlich direkt betroffen ist, dieser mit Hilfe eines unabhängigen, zweiten Ras-

Modellsystems untersucht werden. Hierfür sollten EGF- und NGF-stimulierte PC12-

Zellen mit Melophlin A behandelt und beobachtete Effekte weiter untersucht werden. 

Darüber hinaus sollte der Phosphorylierungszustand der zentralen Kinase des 

Signalwegs mit Hilfe eines phosphospezifischen ERK-Westernblots analysiert 

werden, um den Ansatzpunkt des Melophlin A im Ras/MAPK-Signalweg oberhalb 

oder unterhalb zu bestimmen. Eine ausbleibende Phosphorylierung dieser Kinase 

wäre dabei ein Zeichen dafür, dass die Signalkaskade an bzw. ab dieser Stelle 

unterbrochen ist.  

Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte es schließlich möglich werden, mit Hilfe  

zweckmäßiger, weiterführender Testverfahren die molekularen Angriffspunkte von 

Melophlin A zu charakterisieren und seinen Wirkmechanismus so genauer zu 

beschreiben. Letztlich sollte validiert werden, dass ein Zusammenhang zwischen 

diesen potentiellen molekularen Angriffspunkten von Melophlin A und dessen 

biochemischen Funktionen in der Zelle und dem Ras-Signalweg existiert, so dass der 

beobachtete phänotypische Effekt auf molekularer Ebene erklärt wäre. 
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Ein rückwärts gerichteter chemisch-genetischer Ansatz sollte für die Suche nach 

spezifischen Phosphataseinhibitoren innerhalb der Naturstoffklasse der Spirooxindole 

genutzt werden. 

Im Rahmen eines Roboter-unterstützten Screenings innerhalb der eigenen AG 

wurden sieben Spiro-fusionierte-Indol-2-on-Thiazolidinone identifiziert, die spezifisch 

MPTPB inhibieren aber keine Aktivität gegenüber Cdc25, PTP1B, MPTPA, VHR, PP1, 

SHP-2, VE-PTP bzw. PTPN2 zeigten. Im Rahmen dieser Arbeit sollten diese Daten 

zunächst manuell validiert werden, bevor ausgehend von der Inhibitor-Struktur des 

primären Screenings verschiedene, synthetisierte Analoga bezüglich ihrer potentiellen 

inhibitorischen Wirkung auf MPTPB und 6 weiteren ausgewählten Phosphatasen 

(MPTPA, PTP1B, VHR, SHP-2, h-PTP � bzw. PTPN2) getestet werden sollten. 

Die generierten Daten sollten auch hier zur Aufstellung einer Struktur-Wirkungs-

Analyse dienen. Außerdem sollten potentielle, potente Substanzen identifiziert werden 

und die Bestimmung ihrer Steady-State-Kinetiken zur Aufklärung ihrer 

Wirkmechanismen beitragen. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1  Vektoren 

 

Wnt Reportergen-Assay 

Topflash [104] 

pEQ176 [105] 

 

Phosphatase-Expression 

pET22b [106]:   Ursprungsvektor PP1 Expression 

   5.493 bp 

   Ampicillin Resistenz 

 

PT7-7 [107]:   Ursprungsvektor PTP1B und VHR Expression 

   2.473 bp 

   Ampicillin Resistenz 

 

Außerdem wurden die Expressions-Vektoren pOPINE· (Multiple Klonierungsstelle, 

His-Tag), pOPINF (Multiple Klonierungsstelle, 3 Cysteine + Histidin-Tag), pOPINM 

(Multiple Klonierungsstelle, 3 Cysteine, MBP- und Hisitidin-Tag) und pOPINS (Multiple 

Klonierungsstelle, 3 Cysteine, SUMO- und His-Tag) von der Dortmund Protein Facility 

verwendet. 

 

2.1.2 Bakterien  

 

E. coli BL21(DE3) Genotyp: ompT, hsdSB (rB-,mB-), gal(�cIts857 ind1, sam7, nin5, 

lacUV5-T7gene1), dcm (DE3) [108] 

 

2.1.3 Hefen  

Saccharomyces cerevisiae RM11-1a [109] 

Saccharomyces cerevisiae BY4716 [109] 
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2.1.4 Zellinien 

 
HeLa 

Epithelzellen des Zervixkarzinoms einer 31-jährigen Frau mit dem Namen Henrietta 

Lacks (CCL-2; ATCC, Rockville, Maryland, USA bzw. ACC57; DSMZ, Braunschweig) 

 

HLR-Elk-1  

HeLa-Zellen, stabil transfiziert mit einer Luciferase Reporter Kassette und dem 

offenen Leseraster des GAL4 DBD-ELK1 Fusionsproteins unter Kontrolle eines CMV 

Promotors. (800055; Stratagene, La Jolla, USA)  

 

MDCK  

Epitheliale Madine Darby Canine Kidney Zellen.  

Isoliert aus der Niere von Canis familiaris (Cocker Spaniel)  

(CCL-34; ATCC, Rockville, Maryland, USA) 

 

MDCK-F3  

MDCK-Zellen stabil transfiziert mit onkogenem v-H-Ras.  

MDCK-F3-Zellen wurden freundlicherweise von Prof. Dr. O. Müller, Fachhochschule 

Kaiserslautern überlassen 

 

BSC-1  

Epithelzellen isoliert aus der Niere von Cercopithecus aethiops (Grüne Meerkatze).  

(CCL-26; ATCC, Rockville, Maryland, USA) 

 

HEK293  

Humane embryonale Nierenzellen (Human Embryonic Kidney), die auch als HEK-

Zelllinie oder 293-Zellen bezeichnet werden.  

(CRL-1573; ATCC, Rockville, Maryland, USA bzw. ACC 305; DSMZ, Braunschweig) 

 

PC12 

Phäochromocytomzellen der Nebenniere aus Rattus norvegicus (Ratte)  

(CRL-1721; ATCC, Rockville, Maryland, USA bzw. ACC 159; DSMZ, Braunschweig) 

 

L-Zellen  

Subkutane Bindegewebszelllinie der Maus 
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L-Wnt-3a-Zellen  

Subkutane Bindegewebszelllinie der Maus, transfiziert mit Wnt-3a-Expressionsvektor  

L-Zellen und L-Wnt-3a-Zellen wurden freundlicherweise von Prof. Dr. L. Tickenbrock, 

(heute Hochschule Hamm-Lippstadt) überlassen 

 

2.1.5 Zellkulturmedien 

 
Zellmedium für HeLa-, MDCK-, MDCK-F3- ,HEK293-, L- und BSC-1-Zellen  

10 % FCS (Fötales Kälberserum, fetal calve serum), nicht-essentielle Aminosäuren 

(100 µM), Natrium-Pyruvat (1 mM), Penicillin (50 U/ml)/ Streptomycin (50 �g/ml) in 

DMEM Medium (D-Glucose (4,5 mg/l), L-Glutamat darin bereits zugesetzt) 

 

Zellmedium für PC12-Zellen  

10 % HS, 5% FCS, nicht-essentielle Aminosäuren (100 µM), Natrium-Pyruvat (1 mM), 

Penicillin (50 U/ml)/ Streptomycin (50 �g/ml) in DMEM Medium (mit D-Glucose (4,5 

mg/l) und L-Glutamat) 

 

Zellmedium für HLR-Elk-1-Zellen  

10 % FCS (hitzeinaktiviert), nicht-essentielle Aminosäuren (100 µM), G418 (250 

�g/m), Hygromycin B (100 �g/ml), Penicillin (50 U/ml)/ Streptomycin (50 �g/ml) in 

DMEM Medium (mit D-Glucose (4,5 mg/l) und L-Glutamat) 

 

Hungermedium für HLR-Elk-1-Zellen  

0,5 % FCS (hitzeinaktiviert), nicht-essentielle Aminosäuren (100 µM), Geneticin G418 

(250 �g/ml), Hygromycin B (100 �g/ml), Penicillin (50 U/ml)/ Streptomycin (50 �g/ml) 

in DMEM Medium (mit D-Glucose (4,5 mg/l) und L-Glutamat)  

 

Zellmedium für L-Wnt-3a-Zellen  

10 % FCS, nicht-essentielle Aminosäuren (100 µM), Natrium-Pyruvat (1 mM), 

Penicillin (50 U/ml)/ Streptomycin (50 �g/ml), Geneticin G418 (400 �g/ml) in DMEM 

Medium (mit D-Glucose (4,5 mg/l) und L-Glutamat)  
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2.1.6 Protein- und DNA/RNA-Standards 

 

Precision Plus ProteinTM Dual Color (BioRad, Hercules, USA)  

Precision Plus ProteinTM Kaleidoscopefi (BioRad, Hercules, USA)  

Gene Ruler 1 kB (Fermentas, St. Leon Rot, D) 

Gene Ruler 100 bp (Fermentas, St. Leon Rot, D) 

 

2.1.7 Antikörper 

 

�-Tubulin-FITC Antikörper, F2168 (Sigma, Steinheim, D)  

 

Primäre Antikörper: 

Phospho-p44/42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204) Antikörper (9101 bzw. 9106; Cell 

Signaling Technology, Danvers, USA) aus Kaninchen 

p44/42 MAP Kinase Antikörper aus Maus (9102; Cell Signaling Technology, Danvers, 

USA)  

�-Tubulin-Antikörper, monoklonal, aus Maus (T8660; Sigma-Aldrich, Steinheim, D)  

 

Sekundäre Antikörper: 

Ziege-Anti-Kaninchen Antikörper, HRP-konjugiert (31460; Pierce, Rockford, USA)  

IRDye 680 Ziege-Anti-Maus Antikörper (926-32220; LI-COR Biosciences, Bad 

Homburg, D) 

IRDye 800CW Ziege-Anti-Kaninchen Antiköper (926-32211; LI-COR Biosciences, Bad 

Homburg, D) 

 

2.1.8 Chemikalien und Reagenzien 

 
Soweit nicht gesondert angegeben, wurden Chemikalien der Firma Sigma-Aldrich 

(Steinheim, D), Fluka (Neu-Ulm, D), Merck (Darmstadt, D), Riedel-de-Haen (Seelze, 

D), Roche (Mannheim, D), Roth (Karlsruhe, D) oder Serva (Heidelberg, D) in jeweils 

höchster Reinheit verwendet siehe Tabelle 1. 
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Tabelle 1: Reagenzien und Bezugsquellen 

Reagenz Bezugsquelle 

Agarose Invitrogen, Karlsruhe, D 

Aminosäuren, nicht-essentiell, 100x Invitrogen, Karlsruhe, D 

Coelestinblau Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Coenzym A Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Collagen R Serva, Heidelberg, D 

Coomassie Brilliant Blau G-250 Serva, Heidelberg, D 

DAPI Dilaktat Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

DMSO Serva, Heidelberg, D 

dNTP Mix RNase free Ambion Biosystems, Darmstadt, D 

Epidermal Growth Factor (EGF) Invitrogen, Karlsruhe, D 

Geneticin G418 Invitrogen, Karlsruhe, D 

Hygromycin B Invitrogen, Karlsruhe, D 

Kälberserum (FCS) Invitrogen, Karlsruhe, D 

Luciferin Promega, Mannheim, D 

Medium DMEM, mit hohem Glucosegehalt 

(4,5 g/l) und L-Glutamin-Zusatz 

Invitrogen, Karlsruhe, D  

PAA Laboratories GmbH, Cölbe, D 

Natrium-Pyruvat, 100x Invitrogen, Karlsruhe, D  

Nerve Growth Factor (NGF), 7S, aus Maus Millipore (CHEMICON / Upstate / Linco), 

Schwalbach, Taunus, D 

ONPG (o-Nitrophenyl-�-D-galactosid) Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Phalloidin-TRITC Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Penicillin-Streptomycin-Lösung Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Pferdeserum (HS) Invitrogen, Karlsruhe, D 

para-Nitrophenolphosphat (pNPP)  Calbiochem, Merck, Darmstadt, D 

Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Poteinaseinhibitorcocktail Roche, Mannheim, D 

Rinderserum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

RNase Away Molecular Bio Products, San Diego, CA, USA 

SlimFast Schoko Allpharm Vertriebs GmbH, Messel, D 

Staurosporin Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Super Signal West Pico Luminol Enhancer 

Lösung 

Pierce, Rockford, USA 

Super Signal West Pico Luminol Peroxide 

Lösung 

Pierce, Rockford, USA 

Trypsin-EDTA 0,05 % Invitrogen, Karlsruhe, D 
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2.1.9 Verbrauchsmaterialien 

12- und 24-Loch Zellkulturplatten (Falcon Becton Dickinson, Heidelberg, D)  

3,5 cm Petrischalen (Falcon Becton Dickinson, Heidelberg, D)  

96-Loch Platten, klar (Falcon Becton Dickinson, Heidelberg, D)  

384-Loch Platten, klar (Falcon Becton Dickinson, Heidelberg, D)  

96-Loch Platten, schwarz für Fluoreszenzmessung (3916, Corning, NY, USA) 

20G x 1.5� Kanülen (Thermo, Leuven, BL)   

Einmalpipetten, steril (Sarstedt, Nümbrecht, D)  

Gewebekulturschalen (Falcon Becton Dickinson, Heidelberg, D)  

Incidurfi (Ecolab, Wien, AT)  

Injectfi-F 1 ml Einmalspritzen (9166017V; Braun, Melsungen, D)  

Kunststoff-Küvette, (Sarstedt, Nürnbrecht, D) 

Kryoröhrchen (Nalgene, Rochester, USA)  

Neubauer Zählkammer (Roth, Karlsruhe, D)  

Pipettenspitzen (Gilson, Limburg-Offheim, D, Eppendorff, Hamburg, D) 

PVDF-Transfermembran, 0.45 �m (Pierce, Rockford, USA)  

Reaktionsgefäße (0,5; 1,5 und 2 ml) (Eppendorf, Hamburg, D)  

Reaktionsgefäße (15 und 50 ml) (Sarstedt, Nümbrecht, D)  

Restore� Westernblot Stripping Puffer (Pierce, Rockford, USA) 

Röntgenfilm, CL-Xposure, 8�x10� (Kodak, Stuttgart, D)  

Safe Seal Tips, 10 µl (693010, Biozym, Hessisch Oldendorf, D) 

Safe Seal Tips, 200 µl (692069, Biozym, Hessisch Oldendorf, D)  

Safe Seal Tips, 1000 µl (691000, Biozym, Hessisch Oldendorf, D) 

Spitzen für Pipettenboxen als Stecksystem (Brand, Wertheim, D) 

Thermo Fast 96 Detection Plate, (AB-1100/W, Abgene, Hamburg, D)  

Ultra clear cap strips, (AB-0866, Abgene, Hamburg, D)  

Whatmann 3MM Papier (Schleicher & Schüll, Dassel, D)  

Zellschaber (Falcon Becton Dickinson, Heidelberg, D) 

 

2.1.10 Allgemeine Laborgeräte 

 
Accu-Jet (Brand, Wertheim, D ) 

Autoklav Varioklavfi 400 (Thermo, D) 

2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Böblingen, D) 

Brutschrank (Binder, Tuttlingen, D) 

Einfrierhilfe (Nalgene, Rochester, USA) 
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ELISA-Photometer (MR 5000, Dynatech, D) 

Feinwaage (BP301S, Sartorius, D) 

Gelscanner Gel Logic 200 Imaging System (Kodak, Stuttgart, D) 

Gene Ampfi 5700 Sequence Detection System (Applied Biosciences, Darmstadt, D) 

GenePulser XCell Totalsystem (BioRad, Hercules, USA) 

Hybridisierungskammer (G2534A; Agilent Technologie, Böblingen, D) 

Hybridisierungsofen (G2545A; Agilent Technologie, Böblingen, D) 

Inkubator Nuaire DHD Autoflow NU 5510 E (Nuaire, Fernwald, D)  

Luminometer Lumat LB 9501 (Berthold, Wildbad, D) 

Mikroarray Scanner (G2565BA; Agilent Technologie, Böblingen, D) 

NanoDrop (ND-1000; NanoDrop Technologies, USA) 

Mikroskope (Labovert (Leica), Axiophot und Axiovert 200M (Zeiss)) 

Odysseyfi 
Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences, Bad Homburg, D)  

pH-Meter CG 840 (Schott, Mainz, D)  

Pippetten und Multikanalpipetten (Gilson; Limburg-Offheim,Eppendorf, Hamburg, D) 

Plattenlesegerät Infinite M200 (Tecan, Crailsheim, D)  

Rührer IKAMAG RH (Janke & Kunkel IKA Labortechnik, Staufen,D)  

Schüttler Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg, D)  

Sonopuls HD2070 (Bandelin GmbH, Berlin, D)  

Spektrometer Eppendorf BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg, D)  

Sterilbank Microflow (NuncNalge, Rochester, USA)  

Trans-Blot Transferkammer (BioRad, Hercules, USA)  

Vortex Genie 2 (Roth, Karlsruhe, D)  

Wasserbad Memmert (Hettich AG, Bäch, CH)  

Whole Rat genome Microarray Kit 4x44K 60mer (Agilent Technologie, Böblingen, D) 

Zentrifuge Eppendorf 5415 R (Eppendorf, Hamburg, D)  

Zentrifuge Eppendorf Minispin (Eppendorf, Hamburg, D)  

2.1.11 Software 

 

Agilent Feature Extraction (7.5) (Agilent Technologie, Böblingen, D) 

Advanced Image Data Analyzer (AIDA, raytest Isotopenmessgeräte, Berlin, D) 

ExcelFit (Zusatz Excel, Microscoft Office, Windows) 

Gene Amp 5700 SDS (Applied Biosciences, Darmstadt, D) 

LinRegPCR (Free download: gene-quantification.com/download.html; Ramakers et 

al., Neuroscience Letters 339, 2003, Ruijter et al., Nucleic Acids Research 2009) 

Origin 7 (Origin MicroCal Originlabfi) 
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Primer 3 (Whitehead Institute for Biomedical Research, USA, 

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) 

Rosetta Resolver System (Rosetta Biosoftware, Seattle, USA) 

 

2.1.12 Reagenziensätze (Kits) 

ATP Determination Kit (Invitrogen, Karlsruhe, D) 

ImmoMix � qPCR Mix (Bioline, Luckenwalde, D) bzw. QuantiTect SYBR Green 

(Qiagen, Hilden, D) 

Low RNA Input Linear Amplification (Agilent Technologies, Böblingen, D) 

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, D) 

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, D) 

RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, Böblingen, D) 

RNeasy Mini Kit Plus (Qiagen, Hilden, D) 

SuperScript� First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Karlsruhe, D) 

SuperScript� Plus Direct cDNA Labeling System mit Alexa Fluorfi aha-dUTPs 

(Invitrogen, Karlsruhe, D) 

 

2.1.13 Enzyme 

Superscript II (Reverse Transkriptase) (Invitrogen, Karlsruhe, D) 

 

Phosphatasen  

Die humane Protein Tyrosin Phosphatase h-PTP � wurde von Beate Schölermann 

(Max-Planck-Institut Dortmund) kloniert, exprimiert und isoliert. 

Die mycobakterielle Phosphatase MPTPB wurde von Ana Mesias (Chemical 

Genomics Center, Dortmund) kloniert und von Alexander Giffey (Max-Planck-Institut 

Dortmund) exprimiert und isoliert. 

Die Phosphatasen VHR und PTP1B wurden von Dr. Kirill Alexandrov (Max-Planck-

Institut Dortmund) kloniert, exprimiert und isoliert.  

MPTPA und SHP2 wurden freundlicherweise von Prof. Dr. H. Schwalbe (Universität 

Frankfurt am Main) zur Verfügung gestellt. 

Die mit einem GST-Label versehene Phosphatase PTPN2 wurde von Firma 

Stratagene (Amsterdam, NL) bezogen. 

Die Cdc14B-Gensynthese wurde bei Mr. Gene (Regensburg, D) in Auftrag gegeben. 
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2.1.14 DNA Oligonucleotide/Primer 

 

Oligo dT Primer 12-18 für die reverse Transkription (283117, Invitrogen, Karlsruhe, D) 

 

Primer für qRT-PCR:  

Alle Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, D) bezogen und sind 

jeweils in 5�-3�-Richtung angegeben. 

 

�-Aktin (Haushaltsgen 1) 

Kürzel: �-Aktin 

LEFT PRIMER:  CCTGTGGCATCCATGAAACT 
RIGHT PRIMER:  GCCACCAATCCACACAGAGT 
PCR-Produktgröße:  218 bp 

 

GAPDH_Ratte (Haushaltsgen 2) 

Kürzel: GAPDH 

LEFT PRIMER:  AAGTTCAACGGCACAGTCAAGGCT 
RIGHT PRIMER:  TTCTCGTGGTTCACACCCATCACA 
PCR-Produktgröße:  254 bp 

 

(Die verwendeten Primersequenzen für die Haushaltsgene wurden freundlicherweise 

von Dr. Robin Vetter (Max-Planck Institut Dortmund) zur Verfügung gestellt.) 

 

Programm für Primerdesign: Primer 3 (s. 2.1.11) 

Parameter für Primerdesign: 

 

Produktgröße:     100-200 bp  

Primerlänge:      18-30 bp 

GC Gehalt:      30 - 80 % (idealerweise: 40 � 60 %) 

Tm (Schmelztemperatur)    63 � 67°C (idealerweise 64 °C)  

TA (Anealingtemperatur)    58 � 62 °C (idealerweise 59 °C) 

Tm Produkt      65 � 85 °C (idealerweise 75 °C) 

∆ Tm vorwärts- und rückwärtsgerichteter Primer  ≤ 4 °C 

keine 3 oder mehr Gs oder Cs am 5‘Primerende, kein T am 3·Ende 
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Tabelle 2: Genspezifische Primer für die quantitative RT-PCR 

Gen (englische Bezeichnung) mit 
Angabe der Accessionnr. und des 
verwendeten Namenskürzel 

Primersequenz 
(L= left, R= right) 

PCR-
Produktgröße [bp]

Rattus norvegicus early growth response 
1, mRNA. 
NM_012551 
Kürzel: Egr-1 

L:aaccccttttcagcctagtcagtg 
R:ctgagtaaatgggactgctgtcgt 
 

162 

Rattus norvegicus uPAR-3 gene, partial 
CDS. 
X76129 
Kürzel: uPar-3 

L:acattccaggcagaagaaaagagg 
R:aacttcctccctagccaaaggact 
 

175 

Rattus norvegicus plasminogen 
activator, urokinase receptor (Plaur), 
mRNA. 
NM_134352 
Kürzel: Plaur 

L:tttccatagcaaccagacctttca 
R:tcaatgaggacgtctcttcgtagg 
 

168 

PREDICTED: Rattus norvegicus similar 
to serum response factor, mRNA. 
XM_576514 
Kürzel: sim. Srf 

L:ataggggagggtgttttaccctgt 
R:ttgtcagcagatcatccccactat 
 

209 

Rattus norvegicus frizzled homolog 5 
(Drosophila) (Fzd5), mRNA. 
NM_173838 
Kürzel: Fzd5 

L:cctgaaggagtcacacccactcta 
R:gtagcacgcagacaggaagatgat 
 

238 

Rattus norvegicus dual specificity 
phosphatase 5 (Dusp5), mRNA. 
NM_133578, XM_346588 
Kürzel: Dusp5 

L:tcctgactcattggagtttcttgc 
R:tggtttttggtctagggtctgaca 
 

156 

PREDICTED: Rattus norvegicus 
docking protein 3 , mRNA 
XM_225170 
Kürzel: Dok-3 

L:cctccagtctctatgcgtctgtgt 
R:ctcagctcctcgctgttatggtag 

193 

Rattus norvegicus P11 gene, complete 
cds. 
AF465254 
Kürzel: P11 

L:cgcgttaacagagcattttgtttc 
R:aaatgtgctggatgcttacacgtt 
 

218 

Rattus norvegicus Bcl2 modifying factor 
(Bmf), mRNA. 
NM_139258 
Kürzel: Bmf 

L:gaacagacattctgggaggacaga 
R:ccttaggaactcaaccagcagaca 
 

190 
 
 
 

PREDICTED: Rattus norvegicus 
vinculin, mRNA. 
XM_223781 
Kürzel: Vcl 

L:acctcctgcttacctttgatgagg 
R:cctgctgtctctcatcgatcattt 
 

180 

Rattus norvegicus �-catenin 1 gene, 

promoter region and exon 1 

AF486617 
Kürzel: �-Catenin 

L: cttcagggttggtggtgcag 
R: cccacacctcacccaagtca 
 

188 

Predicted: Rattus norvegicus rho/rac 
exchange factor (GEF); 
Arhgef18_predicted 
XM_221775 
Kürzel: A18 

L: ggcttgtccaaaggctgctt 
R: aaaagccacattgcgttgga 
 

174 

Interferon-related development 

regulator 1 

NM_019242  

L: tcggtcctgagcgcatgtat 
R: cgggcttttgttcgagcttt 
 

238 
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Kürzel: Ifrd 
Matrix metalloprotease 10 
NM_133514 
Kürzel: Mmp10 

L: cacgagccaagccaacattc 
R: aattcaggctcgggattcca 
 
 

246 
 
 
 

Regulator of G-protein signaling 4 

NM_017214 
Kürzel: Rgs-4 

L:aacagggcaaactaaattaactgc 
R:gtgtcagtcagacagcagagtttt 

193 

Bcl2-binding component 3 
NM_173837  
Kürzel: Bbc3 

L: ctggagccccagaaatggag 
R: agggtcccccaagtccgtat 
 

236 

Rab 15 
NM_198749 
Kürzel: Rab15 
 

L: tctgcctttgccttctgctg 
R: cctcaggccttgatcccatc 
 

210 

Actin-binding Rho activating protein 

NM_175844 
Kürzel: Abra 

L: gatatggccgcccaaaagag 
R: gcaccagtccgtgtttcctg 
 

228 
 
 

 

2.1.15 Inhibitoren und verwendete Substanzen 

 

RNase out (10777019, Invitrogen, Karlsruhe, D) 

 

Alle Substanzen lagen, soweit nicht anders angegeben, als 10 mM Stammlösung in 

DMSO vor. 

 

Melophlin A synthetisiert durch Dr. Tanja Knoth 

 

Abbildung 22: Strukturformel Melophlin A 

 

Kontrollen für die Affinitätschromatographie synthetisiert durch Dr. Tanja Knoth 

 

 

Abbildung 23: Biotinylierte, aktive und inaktive Affinitätschromatographiesonde mit 

PEG-Linker. 
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VV177, VV265, VV336, VV495, VV531, VV198  

Synthetisiert durch Dr. Viktor Vintonyak: 

 

Abbildung 24: Strukturformeln VV177, VV198, VV265, VV336, VV495, VV531 

 

U0126, MEK Inhibitor (Cell Signaling Technology, Danvers, USA)  

 

 

Abbildung 25: Strukturformel U0126 

 

MW 380,5 

U0126 (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio] butadien) ist ein 

selektiver MEK1 und MEK2 Inhibitor. Im Vergleich zu PD98059 besitzt U0126 eine 

signifikant höhere Affinität zu MEK1. U0126 und PD98059 binden in derart an dieses 

Enzym, dass eine gleichzeitige Bindung ausgeschlossen ist, was einen gemeinsamen 

Mechanismus vermuten lässt. U0126 inhibiert MEK1 und MEK2 gleichermaßen, 

wohingegen PD98059 MEK1 stärker als MEK2 inhibiert. [110] 

 

 


