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EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG DER ARBEIT 1 

1 Einleitung und Zielstellung der Arbeit 

Die Behandlung maligner Tumore beruhte bisher in nahezu allen Fällen der Therapie auf den 

drei klassischen Säulen Chirurgie - Bestrahlung - Chemotherapie. Dabei wird die kurative 

Entfernung von Tumorgewebe oft mit einer adjuvanten Zytostatika- und/oder 

Strahlentherapie kombiniert, um dadurch bei der Operation teilweise nicht entfernte 

Krebszellen zu zerstören. Längst haben aber auch andere Therapieansätze die 

Behandlungsbreite bei Tumorerkrankungen erweitert. So spielt die 

Stammzelltransplantation z.B. bei Leukämien und Lymphomen mittlerweile eine tragende 

Rolle. Aber auch alternative Methoden wie die Hyperthermie-Behandlung oder die 

Komplementäre Medizin erweitern das Spektrum bis hin zum wichtigen Bereich der 

Palliativmedizin.1  

Die klinische Praxis begründet allerdings einen Großteil von Komplikationen bzw. das 

Scheitern von mit Chemotherapeutika kombinierten Therapieschemata neben 

pharmakokinetischen, -dynamischen und patientenindividuellen Problemen mit der 

fehlenden Selektivität des eingesetzten Zytostatikums, die sich in einer Vielzahl 

unerwünschter Nebenwirkungen äußert, und mit der Resistenzentwicklung von Tumoren 

(z.B. Multidrug Resistance), was zu einem letztendlichen Scheitern der Therapie führen kann. 

Selektivitätsprobleme können durch die zielgerichtete und selektive Anreicherung oder 

Freisetzung eines Arzneistoffs am gewünschten Wirkort nach einer systemischen Applikation 

des Arzneimittels (drug targeting) gelöst werden. Auf diese Weise wird die Effektivität der 

Wirkung erhöht und gleichzeitig systemische Nebenwirkungen verringert. Bei den 

Resistenzerscheinungen gilt neben den Mutationen und posttranslationalen bzw. 

posttransskriptionalen Modifikationen die Multidrug Resistance (MDR) als wichtigste Form 

der sekundären, zellulären Zytostatikaresistenz. Sie wird definiert als Resistenz maligner 

Zellen gegen strukturell unterschiedliche Zytostatika, die auf ihrem energieabhängigen 

Export aus den Zellen durch Effluxpumpen-Transportproteine (z.B. P-Glykoprotein) beruht, 

wodurch die erforderliche chemotherapeutische Konzentration des Arzneistoffs in der Zelle 

nicht mehr erreicht wird.2 

Das für einen Pharmazeuten interessante Prinzip der medikamentösen Behandlung lässt sich 

mittlerweile nicht mehr nur auf die antineoplastische Chemotherapie (z.B. Alkylantien, 

Antimetabolite) beschränken. Aktuelle Erkenntnisse zu molekularen Mechanismen der 

Tumorentstehung, der Wachstumskontrolle, der Angiogenese, von Transportvorgängen und 

von Zellerkennungsprozessen lassen moderne und weiterführende Ansätze bei der 

Behandlung von Tumorerkrankungen zu. Das Interesse der medizinischen Krebsforschung 

richtet sich derzeit zunehmend auf die Entwicklung von Therapien, die spezifisch gegen 

Krebs wirken, weil sie auf die molekularen Eigenschaften von Krebszellen abzielen, die nur 

diesen, nicht oder kaum jedoch gesunden Körperzellen eigen sind. Diese neuen 

molekularbiologischen Therapien werden deshalb auch als zielgerichtete Therapien 

(targeted therapies) bezeichnet. Mit ihnen verbindet sich die Hoffnung, einerseits die 

Krebszellen wirkungsvoll aufhalten zu können und andererseits weniger Nebenwirkungen 

anderer Therapieformen in Kauf nehmen zu müssen. Alle Zellwachstums- und 

Zellteilungsprozesse werden über komplizierte biochemische Reaktionswege (Pathways) an 
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den Zellkern weitergeleitet (Signaltransduktion). Bei diesen aufeinander folgenden 

Prozessen (Signalkaskaden) sind eine Vielzahl an Botenstoffen (Liganden), Enzymen (z.B. 

Tyrosinkinasen) und Rezeptoren beteiligt. Auf der Basis dieses Wissens wurden moderne 

molekularbiologische Therapieansätze entwickelt, die mittlerweile auch Einzug in die 

Therapie maligner Tumore gehalten haben. So blockieren monoklonale Antikörper (z.B. 

Bevacizumab, Trastuzumab und viele andere) Wachstumrezeptoren auf der Zelloberfläche 

und markieren die Zelle gleichzeitig für das körpereigene Immunsystem. 

Tyrosinkinasehemmer (z.B. Imatinib, Sunitinib und viele andere) entfalten ihre Wirkung am 

Rezeptor außerhalb und auch innerhalb der Zellen. Hemmstoffe z.B. des mTOR-Signalweges 

(z. B. Everolimus, Temsirolimus) richten sich gegen Kaskaden innerhalb der Zelle. 

Gegenstand dieser Habilitationsschrift sind zwei verschiedenartige Ansätze, die eine 

Ergänzung zur konventionellen Chemotherapie darstellen können. Zum einen wurden durch 

Ableitung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen bekannter MDR-Modulatoren neue, 

potentielle Inhibitoren synthetisiert die durch biochemische in vitro-Untersuchungen an 

verschiedenen Krebszelllinien bezüglich ihres inhibitorischen Potentials an P-Glykoprotein, 

eine der bedeutendsten Effluxpumpen im Zusammenhang mit Multidrug Resistance, 

getestet wurden. Durch die Kombination eines konventionellen Zytostatikums mit einem 

MDR-modulierenden Effluxpumpeninhibitors würde so die erforderliche, zelluläre 

Zytostatikakonzentration durch Hemmung des Transporters nicht mehr unterschritten 

werden. Zum anderen wurde die Proteinkinase Myt1 (PKMYT1) als wichtiger Regulator des 

Cdk1/CyclinB Kinase Systems biologisch charakterisiert. Die Myt1-katalysierte 

Phosphorylierung von Cdk1 bewirkt eine Inhibition des Proteins, die den Eintritt in die 

Mitosephase verhindert und somit den Zellzyklus reguliert. Eine Hemmung der Myt1-Kinase 

durch geeignete Inhibitoren führt somit zur vorzeitigen Aktivierung der Cdk1 und damit zur 

mitotischen Katastrophe – ein Wirkprinzip was speziell für viele maligne Zelltypen zur 

Apoptose führen würde. 
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2 Synthese und biochemische Testung potentieller Inhibitoren des P-Glykoproteins 

 zur Überwindung der Multidrug Resistance  

 

2.1 Resistenzentstehung und Multidrug Resistance 

Bei der Ursache von Resistenzen bei der Therapie maligner Erkrankungen muss man 

zwischen pharmakologischen und zellulären Mechanismen unterscheiden3. Faktoren, die bei 

den pharmakologischen Mechanismen bedeutende Auswirkungen auf den Plasmaspiegel 

des Arzneistoffs haben sind dabei die Metabolisierung von Prodrugs, die Beeinflussung der 

Pharmakokinetik durch Metabolisierung und Ausscheidung, die Vaskularisation des Tumors 

und die Beeinflussung der Bioverfügbarkeit durch Barrieren (z.B. Blut-Hirn-Schranke). Bei 

den zellulären Mechanismen stehen als Ursachen im Vordergrund die Veränderungen in 

Signalwegen und dem Mechanismus des Zelltods, die Reparatur von DNA Schäden und 

schließlich die Expression membranständiger ABC(ATP binding cassette)-Transporter. 

Antineoplastische Arzneimittel können neben dem primären, intrinsischen Effekt auf Zellen 

auch Veränderungen im Zellzyklus verursachen, was als sekundärer Effekt bezeichnet wird 

und im Laufe der Therapie zu einer verminderten Wirkung des Chemotherapeutikums 

führen kann. Beispiele hierfür sind induzierte Reparaturmechanismen nach Primärschäden 

aber auch Änderungen in den Signalkaskaden für die Apoptose. Ist zelluläre DNA der 

Angriffspunkt von Arzneistoffen (z.B. Alkylantien) kann es verstärkt zu einer Aktivierung von 

DNA-Reparaturkaskaden kommen, was in einer Minderung der zytotoxischen Wirkung 

resultiert4. 

Abb.1: Minderung der intrazellulären Zytostatikakonzentration durch Effluxpumpen  

(Multidrug Resistance) 

 

Die seit längerem bekannte Familie der ABC-Transporter umfasst bisher 15 verschiedene 

Vertreter, von denen das P-Glykoprotein (P-gp, ABCB1), multidrug resistance-associated 

protein 1 und 2 (MRP1 und MRP2), sowie das breast cancer resistant protein (BCRP, ABCG2) 

zu den Bedeutendsten gehören. Die Expression dieser Transporter führt durch einen 
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aktivierten Auswärtstransport (Effluxpumpe) zu einer Minderung der intrazellulären 

Zytostatikakonzentration und damit zu einer Reduktion der toxischen Wirkung auf die Zelle. 

Sind von dieser Resistenz eine Vielzahl Struktur-unterschiedlicher Zytostatika betroffen, 

spricht man von Multidrug Resistance (auch Multiple Drug Resistance/(MDR)5. 

 

2.2 P-Glykoprotein 

Der transmembranäre Transport der meisten kleinen Moleküle und Ionen wird überwiegend 

durch spezialisierte Membranproteine (Transporter) realisiert. Eine der größten und 

wichtigsten Transporterklassen stellen die ABC-Transporter dar. Die Namensgebung beruht 

auf einem hochkonservierten Bereich aller Transporter, der ATP-Bindungsdomäne, auch als 

nukleotidbindende Domäne (NBD) bezeichnet. Durch die Bindung und Hydrolyse von ATP 

können eine Vielzahl von Substanzen aktiv durch die Zellmembran transportiert werden. 

Bislang sind 49 humane Gene, welche für ABC-Transporter codieren, identifiziert und 

aufgrund phylogenetischer Eigenschaften in 7 Klassen eingeteilt worden6. Der wichtigste 

Vertreter der ABC-Transporter ist das P-Glykoprotein (P-gp). Es wurde als erster Transporter 

der ABC-Familie 1976 von Juliano und Ling beschrieben7. Das P-Glykoprotein besteht wie die 

meisten ABC-Transporter aus zwei homologen Hälften mit jeweils sechs -helikalen 

transmembranären Domänen (TMD) und einer nukleotidbindenden Domäne (NBD).  

 

 
Abb. 2: Schematische Struktur von P-Glykoprotein in einem Membranbilayer nach Gottesman et al.

8
. 

(a) Maus P-gp (PDB: 3G60) nach Aller et al.
15

. Die N-terminale TMD (rot) und NBD (gelb), bzw. die C-terminale 

TMD (cyan) und NBD (magenta) mit Inhibitor QZ59-SSS (schwarz) gebunden in der transmembranären Region. 

Die NBDs sind 'Nukleotid-frei' mit entsprechendem Abstand zueinander. Der Kreis symbolisiert eine mögliche 

Stelle für den Eintritt des Substrates oder des Modulators direkt aus der Membrane. (b) P-gp Model basierend 

auf S. aureus SAV1866
 
(PDB: 2HYD)

11
. Zwei ADP-Moleküle (Schwarz) gebunden an NBD und 

Konformationsänderung des Transporters. 
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Es ist aus 1280 Aminosäuren aufgebaut, wird vom humanen MDR1 Gen codiert und hat in 

glykosylierter Form ein Molekulargewicht von 170 kDa. Die beiden homologen Hälften 

besitzen eine Sequenzübereinstimmung von 43 % und sind durch eine 60 Aminosäuren lange 

Linkerregion miteinander verbunden 9 . Erste Röntgenstrukturen von bakteriellen ABC-

Transportern konnten bereits 2001 von Chang et al. veröffentlicht werden, allerdings zeigen 

sich beachtliche Unterschiede zu eukaryotischen Transportern der gleichen Familie10. 3D-

Strukturmodelle der Homologen des humane P-gp abgeleitet von verschiedenen 

Bakterienspecies11,12,13 bzw. Caenorhabditis elegans14 und Mus musculus15,16 sind bekannt. 

Allerdings fehlen zur Strukturaufklärung bis heute hochaufgelöste Strukturdaten des 

humanen P-gp. Funktionell erklärt man die Öffnung der TMDs zum Extrazellularraum hin mit 

einer Konformationsänderung bedingt durch die Bindung zweier ADP Moleküle an die NBDs 

unter Ausbildung eines Dimers. Im Gegensatz dazu zeigt die Nukleotid-freie Konformation 

eine Distanzierung der NBDs voneinander, was in einer Konformationsänderung des Proteins 

unter Öffnung der TMDs zum Intrazellularraum hin resultiert. 

Im gesunden Organismus tritt P-Glykoprotein in vielen metabolisch aktiven Geweben wie 

Leber, Niere, Darm aber auch an der Blut-Hirn-Schranke auf und ist für die Entfernung von 

Xenobiotika und toxischen Substanzen aus dem Zellinneren für den Organismus 

essentiell17.Die Charakterisierung von Substraten des P-gp gestaltet sich schwierig, da eine 

Vielzahl von strukturell sehr unterschiedlichen Verbindungen durch das Protein transportiert 

wird. Dazu gehören unter anderem Steroidhormone und eine Reihe von Arzneimitteln, 

darunter auch zahlreiche Chemotherapeutika18. Gerade in der Therapie maligner Tumore 

kann sich so die Expression von P-gp nachteilig auf den Therapieverlauf auswirken. Durch die 

Effluxaktivität des Proteins kann keine ausreichende Arzneistoffkonzentration mehr erreicht 

werden. Ein Therapieversagen durch Ausbildung einer Resistenz (MDR) besteht. P-gp-

Substrate sollten ein Molekulargewicht von 200 – 1900 Da aufweisen und eine amphiphile 

Grundstruktur besitzen19,20. Aufgrund der strukturellen Vielfalt der Verbindungen wird davon 

ausgegangen, dass innerhalb der Proteinstruktur mehrere Bindungsstellen existieren. 

Shapiro et al. konnte durch Studien mit den P-gp Substraten Hoechst 33342 und Rhodamin 

123 auf zwei Bindungsstellen schließen, welche als „H-Seite“ und „R-Seite“ bezeichnet 

wurden 21 . Wenig später konnte von der gleichen Arbeitsgruppe eine zusätzliche 

Bindungsstelle für Prazosin und Progesteron nachgewiesen werden22. Die Bindung dieser 

Substanzen führte zu einem gesteigerten Transport von Rhodamin 123 nach Bindung an der 

R-Seite und Hoechst 33342 an der H-Seite und kann damit als positiv allosterischer Effekt in 

Bezug auf andere Bindungsstellen gesehen werden. Weitere Untersuchungen von Martin et 

al. ergaben sogar den Hinweis für vier und mehr Bindungsstellen, welche aufgrund der 

nachgewiesenen Wechselwirkungen namentlich nach den Substanzen Vinblastin, Hoechst 

33342, Paclitaxel und Nicardipin eingeteilt wurden23. Zusammenfassend muss allerdings 

festgestellt werden, dass bis heute keine exakte Aussage zur Anzahl und Gestalt der 

Bindungsstellen im P-gp getroffen werden kann24. 
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2.3 MDR-Modulatoren 

Die Entwicklung von Strategien, die dem Mechanismus der Multidrug Resistance gezielt 

entgegenwirken, gestaltete sich von Anfang an als schwierig. Eine Reihe von Methoden, wie 

z.B. die Veränderung der physikochemischen Eigenschaften (Permeabilität und Fluidität) der 

Biomembranen durch Modulatoren, was unter anderem den Zytostatikazutritt in die Zelle 

verbessern sollte25 , der Einsatz von P-gp Antikörpern (UIC2) 26  und die Blockade der 

Biosynthese der Transportproteine über eine antisense Strategie durch Targeting der MDR1 

m-RNA27, konnten trotz vielversprechender Ansätze nicht etabliert werden. 

Das Hauptaugenmerk der Forschung richtete sich deshalb auf die Entwicklung von neuen 

Substanzen (MDR-Modulatoren), die auf molekularer Ebene in der Lage sind, die 

Bindungsstellen der Transportproteine kompetitiv oder allosterisch zu besetzen und somit 

den aktiven Ausstrom der Zytostatika zu unterbinden. Ein optimaler Chemosensitizer dieser 

Art, der zur Überwindung der Multidrug Resistance eingesetzt werden soll, sollte das P-gp 

bzw. die anderen auftretenden Transportproteine hemmen, ohne einen nachteiligen Einfluss 

auf die normalen Gewebe auszuüben, die diese Membranpumpen ebenfalls exprimieren. 

Des Weiteren sollte dieser MDR-Modulator in wirksamen Konzentrationen eine möglichst 

geringe Zytotoxizität aufweisen, so dass eine effektive Begleittherapie zum 

Zytostatikaeinsatz erfolgen kann 28 . Bisher konnte allerdings keine Verbindung diese 

Anforderungen in ausreichendem Umfang erfüllen, so dass es eine klinische Anwendung von 

MDR-Modulatoren in Kombination mit Zytostatika derzeit nicht gibt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3: Strukturklassen bekannter MDR-Modulatoren nach Baumert und Hilgeroth
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Dennoch wurde in den vergangenen Jahren eine Vielzahl von Substanzen untersucht und 

synthetisiert, die in vitro gute bis sehr gute Modulationseigenschaften bei geringer 

Zytotoxizität zeigen und somit als potentielle MDR-Modulatoren in Frage kommen. 

Die ersten Verbindungen, die dahingehend untersucht wurden, waren Substanzen, deren 

ursprünglicher klinischer Einsatz unter einer anderen Indikationsstellung erfolgte. Sie 

werden auch als MDR-Modulatoren der ersten Generation bezeichnet. Zu diesen gehören 

zum Beispiel der Kalziumkanalblocker Verapamil oder das Immunsuppressivum 

Cyclosporin A. Allerdings besitzen diese Verbindungen bei einem Einsatz als Chemosensitizer 

in wirksamer Dosierung eine hohe intrinsische Toxizität, die in der ursprünglichen 

pharmakologischen Hauptwirkung, welche nun als unerwünschte Nebenwirkung auftritt, 

begründet ist. Die direkte Verwendung dieser Verbindungen als MDR-Modulator schließt 

sich somit aus. 

Bei der zweiten Generation von MDR-Modulatoren handelt es sich meist um Analoga der 

Substanzen aus der ersten Generation, die durch strukturelle Modifikationen nicht deren 

unerwünschte Nebenwirkungen besitzen. Ein bekannter Vertreter dieser Generation ist zum 

Beispiel das Dextroverapamil, eines der zwei Enantiomere des Verapamils. Es besitzt im 

Gegensatz zum Verapamil einen deutlich geringeren kardiovaskulären Effekt30. PSC-833 

(Valspodar®), ein nicht immunsuppressives Analogon des Cyclosporin A, ist ein weiterer 

Vertreter der zweiten Generation von MDR-Modulatoren. Die modulatorische Wirksamkeit 

dieser Verbindung konnte in klinischen Phase-III-Studien für Patienten, deren Zell-Efflux in 

vitro durch PSC-833 moduliert wird, nachgewiesen werden31.  

Die dritte Generation an MDR-Modulatoren beinhaltet Substanzen mit Strukturen, die auf 

der Basis von bekannten Struktureigenschaften von MDR-Modulatoren synthetisiert 

wurden. Die Entwicklung dieser Substanzen erfolgt mit dem Ziel, wirksamere und dabei 

weniger toxische MDR-Modulatoren zu erhalten. Zu den bekannten Vertretern dieser 

Generation zählen zum Beispiel das Difluorcyclopropyldibenzosuberan-Derivat LY-335979 

(Zosuquidar®) und das Anthranilsäurederivat XR9576 (Tariquidar®).  
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Abb. 4: Strukturelle Darstellung von bekannten MDR-Modulatoren 
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Einige dieser Verbindungen zeigten in vitro sehr gute modulatorische Eigenschaften und 

wurden in Phase-III-Studien hinsichtlich ihrer Wirksamkeit getestet. Bei vielen Substanzen 

dieser Generation wurde die Hemmung weiterer Membrantransporter beobachtet. So 

hemmen Tariquidar, Elacridar und Biricodar neben dem P-gp auch das BCRP. Dieses duale 

Wirkprinzip schien auch für eine mögliche klinische Anwendung von Vorteil zu sein, da 

Resistenzentwicklungen häufig mit der Expression von mehreren Transportern einhergehen. 

Bei Modulatoren, wie Biricodar wurden sogar hemmende Effekte auf alle drei wichtigen 

ABC-Transporter P-gp, BCRP und MRP1 nachgewiesen32. Dennoch konnte kein Modulator 

einen positiven Benefit in nachfolgenden klinischen Studien zeigen. Trotz geringerer 

Nebenwirkungsraten wurden insbesondere pharmakokinetische Interaktionen beobachtet. 

Durch eine geringere Clearance und Metabolisierung der eingesetzten Zytostatika 

resultierten zu hohe Plasmaspiegel, was zu toxischen Effekten und einer damit verbundenen 

Dosisreduzierung mit geringerer Ansprechrate führte33.  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass vor allem die neueren P-gp Modulatoren in 

vitro sehr gute Hemmwirkungen zeigten, aber in klinischen Studien kein Vorteil in der 

Kombinationstherapie festgestellt werden konnte34. 

 

2.4 P-Glykoprotein als Zielstruktur möglicher Inhibitoren 

Das bei weitem am besten untersuchte MDR-spezifische Transportprotein ist P-gp. Da vom 

P-gp als integrales Membranprotein keine Kristallstruktur existiert (s. Kapitel 2.2), sind die 

Kenntnisse über die 3D-Struktur sehr gering. Das strukturell weite Spektrum an Substraten 

und Modulatoren des P-gp lässt auch unterschiedliche Bindungsstellen vermuten. Allgemein 

wird dabei von einer Vielzahl von Substratbindungsstellen ausgegangen. Es ist dabei 

allerdings nicht klar, ob sich diese Bindungsstellen alle in einer großen Bindungstasche mit 

verschiedenen substanzspezifischen Domänen befinden oder ob die verschiedenen 

Bindungsstellen auf der gesamten Proteinoberfläche lokalisiert sind. Auch wenn die 

bekannten MDR-Modulatoren vorwiegend durch Interaktion mit den lipophilen 

Bindungsstellen des P-gp als mit der hydrophilen nukleotid-bindenden Domäne (NBD) ihre 

Wirkung entfalten, würde sich ein modulatorischer Angriff an der ATP-bindenden Domäne 

ebenfalls anbieten, da ein erwiesener Zusammenhang zwischen Substanzbindung / –

transport und ATP-Hydrolyse beim P-Glykoprotein besteht. Obwohl Substanzen mit 

partieller ATPase-Aktivität beschrieben wurden, sind die Erkenntnisse über diesen 

Angriffspunkt am P-gp, im Gegensatz zum Angriff an den lipophilen Bindungsstellen, 

gering35. 

Eine eindeutige Zuordnung von Substrat und Bindungsstelle kann nicht zwingend 

vorgenommen werden. So können große Moleküle mehrere Bindungsstellen gleichzeitig 

besetzen und konkurrieren so mit den anderen Substraten um diese Bereiche, während 

kleinere Moleküle gleichzeitig und unabhängig voneinander mit ihren jeweiligen 

Bindungsstellen koppeln können36. Die genaue Kenntnis über die Bindungsdomänen am P-gp 

kann somit einen wichtigen Beitrag zum Verständnis der Protein-Substrat-Bindung und somit 

zur Entwicklung neuer MDR-Modulatoren liefern. Allerdings sind die derzeitigen Kenntnisse 

über die Funktion und die Substratspezifität der verschiedenen Bindungsstellen am P-gp 
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noch unvollständig, was nicht zuletzt an deren Vielzahl und am Fehlen einer Kristallstruktur 

liegt. Durch strukturelle Eigenschaften von Substraten können allerdings Rückschlüsse auf 

das Aussehen dieser Bindungsstellen gezogen werden. Struktur-Aktivitäts-Untersuchungen 

können deshalb einen wichtigen Beitrag zum Wissen über die Struktur und Funktion von 

MDR-spezifischen Bindungsstellen an den Transportproteinen liefern. 

 

2.5 Ergebnisse der Inhibitorenentwicklung 

Auch wenn für einige MDR-Modulatoren neben P-gp verschiedene andere Angriffspunkte 

vermutet werden, beschränken sich derzeit die Kenntnisse über Struktur-

Wirkungsbeziehungen bekannter Chemosensitizer auf den Angriff am P-Glykoprotein. Trotz 

der Vielfalt dieser Moleküle konnten in den vergangenen Jahren strukturelle 

Voraussetzungen charakterisiert werden, die für eine Inhibierung des P-Glykoprotein 

notwendig sind. 

Bekannt ist, dass es sich bei P-gp-Modulatoren um sehr lipophile Moleküle, mit zwei oder 

mehr aromatischen Ringen handelt. Ebenso besitzen sie alle eine positive Ladung bei 

physiologischen pH-Wert, das heißt einen basischen Molekülteil, wodurch sich ein 

amphiphiler Charakter ergibt. Dabei zeigen tertiäre Aminstrukturen in diesem basischen 

Molekülteil Wirkungsvorteile gegenüber primären und sekundären. Auch der Einbau dieser 

tertiären Amine in zyklische Strukturen, wie Piperazin- und Piperidin-Derivate, erweist sich 

hinsichtlich der Wirksamkeit als vorteilhaft37. Zwei aromatische Domänen und ein basischer 

Stickstoff, verbunden durch einen aliphatischen Linker, werden als essentielles 

Strukturmerkmal von MDR-Modulatoren vorgeschlagen. Neben der grundsätzlichen Präsenz 

von mehreren aromatischen Ringen als Bestandteil der lipophilen Molekülstruktur stellten 

Suzuki et al. fest, dass die räumliche Anordnung dieser Aromaten einen entscheidenden 

Einfluss auf die modulatorischen Fähigkeiten ausübt. Bei ihren Untersuchungen von 

Modulatoren mit Chinolin-Grundkörper erwies sich ein Winkel von 90-105 ° als besonders 

geeignet. Auch für die Entfernung zwischen dem protonierbaren Stickstoff und dem Zentrum 

des hydrophoben Molekülteils wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Abstand von mindestens 

5 Ǻ als ideal beschrieben38. 
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2.5.1 Untersuchungen zu 1,3-Dioxolan- und 1,3-Dioxanderivaten 

Als Konsequenz auf die bis dato bekannten strukturellen Anforderungen an potentielle 

Modulatoren wurden durch systematische Variation von drei Moleküldomänen (lipophiler, 

aromatischer Bereich – aliphatischer Linker – basischer Teil) verschiedene Derivate der 2,2-

Diphenyl-1,3-dioxolane, 2,2-Diphenyl-1,3-dioxane und 4,5-Diphenyl-1,3-dioxolane 

synthetisiert. 26 verschiedene, in der Literatur bisher nicht beschriebene Endverbindungen 

wurden vergleichend gegen die Standardverbindungen Trifluoperazin und Verapamil 

vermessen. Die in vitro Testungen erfolgten durch einem MTT-Assay, indem die 

Lebensfähigkeit von Zellen ermittelt wurde. Er wurde an einer humanen CaCo-Zelllinie, 

welche eine Resistenz gegen das Zytostatikum Vinblastin aufweist, durchgeführt. Hierzu 

wurden humane CaCo-Zellen jeweils mit Zytostatikum, Zytostatikum + Standardsubstanz und 

Zytostatikum + Testsubstanz versetzt und inkubiert. Mit der Bestimmung des jeweiligen 

antiproliferativen Effektes konnte somit eine Aussage über die modulatorische Potenz der 

jeweiligen Testsubstanz getroffen werden. Gleichzeitig wurde die Zytotoxizität der 

Testsubstanzen ermittelt, indem man die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen der 

Testsubstanzen inkubiert und dort ebenfalls die Anzahl der überlebenden Zellen bestimmte. 

In Auswertung der Struktur-Wirkungsbeziehungen konnte resultierend festgestellt werden, 

dass generell die Basizität der Verbindungen entscheidenden Einfluss auf das 

modulatorische Potential hat. Im vorliegenden Fall erwiesen sich Strukturen mit zwei 

protonierbaren Stickstoff-Atomen (Piperazin) und zwei hydrophoben Phenylringen als 

optimal. Bezüglich der Untersuchungen zur Linker-Länge zwischen aromatischer Core-

Struktur und basischer Moleküldomäne erwies sich eine Propylkette als am besten geeignet. 

Das SS-Isomer des  4,5-Diphenyl-1,3-dioxolans mit dem entsprechenden, 

strukturoptimierten Substitutionsmuster wies schließlich bessere MDR-modulatorische 

Eigenschaften auf als Trifluoperazin als Vergleichssubstanz. 

Die Ergebnisse dieser Arbeiten wurden publiziert in: New 1,3-dioxolane and 1,3-dioxane 

derivatives as effective modulators to overcome multidrug resistance; Matthias Schmidt, 

Johannes Ungvári, Julia Glöde, Bodo Dobner, Andreas Langner; Bioorg. & Medicinal 

Chemistry (2007), 6, 2283-2297.  

http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2007.01.024  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089607000429  
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2.5.2 Untersuchungen zu substituierten Phenothiazinderivaten 

Hait und Aftab publizierten bereits 1992 eine Phenothiazinbindungsstelle am P-gp in 

resistenten MCF-7/DOX-Brustkrebsellen39. In ihrem Modell, das sich auf die bekannte 

Bindung der Phenothiazine an Calmodulin stützt, interagiert über -

Elektronenwechselwirkungen das lipophile, aromatische Phenothiazingrundgerüst mit zwei 

Phenylalaninresten im Bereich der Bindungsstelle des P-gp, während der stickstoffhaltige, 

protonierbare Molekülteil mit einer hydrophilen Bindungsdomäne, dargestellt durch drei 

Glutaminsäurereste, Wechselwirkungen eingeht. Das Ziel der hier vorliegenden Studie war 

es, Phenothiazine in den drei Moleküldomänen, Phenothiazingrundgerüst - Linker - basischer 

Bereich, systematisch zu modifizieren und hinsichtlich einer MDR-modulierenden Wirkung 

zu charakterisieren. Neben den umfangreichen synthetischen Arbeiten wurden die 

erhaltenen Endverbindungen, 50 verschiedenen Phenothiazinderivate und 10 

strukturverwandte trizyklische Verbindungen, in vitro mittels eines Kristallviolettassays an 

LLC-PK1/MDR1 Zellen getestet. Dabei wurden IC50 Werte der modulatorischen Aktivität, der 

Toxiziät und der modulatorische Quotient ermittelt. Speziell der Einfluss von Substituenten 

in Position 2, 3 und 7 des Phenothiazin-Grundgerüstes wurde untersucht mit dem Resultat, 

dass der 2-Benzoyl-Rest die einflussreichste Gruppe ist. Untersuchungen zu verschiedenen, 

die beiden restlichen Moleküldomänen verbindenden Linkerlängen zeigten, dass die Butyl-

Kette die optimale Linkerlänge darstellt. Bezüglich der verschiedenen basischen Reste war 

das Diphenylpentylpiperazine-Derivat die vielversprechendste Gruppe.  

Die im Rahmen dieses Projektes generierten Daten wurden publiziert in: Synthesis and 

biochemical characterization of new phenothiazines and related drugs as MDR reversal 

agents; Matthias Schmidt, Marlen Teitge, Marianela E. Castillo, Tobias Brandt, Bodo Dobner, 

Andreas Langner; Arch. Pharm. Chem. Life Sci. (2008), 341, 624 – 638.  

http://doi/10.1002/ardp.200800115  

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ardp.200800115/abstract 

Zu weiterführenden Arbeiten im Kontext Multidrug Resistance und Phenothiazin-Derivate im 

Zeitraum 2008 -2015 siehe 40,41 und 42. 
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2.6 Zusammenfassung I 

Die Multiple Drug Resistance (MDR) stellt eines der Hauptprobleme einer erfolgreichen 

Zytostatika-Therapie dar. Zur Überwindung dieses Phänomens der multiplen 

Resistenzerscheinung maligner Tumore gegenüber Arzneistoffen durch Überexpression von 

Transportproteinen (Multidrug Resistance) wurde der Einfluss neuartiger Inhibitoren auf P-

Glykoprotein als wichtigsten Vertreter von Effluxpumpen aus der Familie der ABC-

Transporter untersucht. Das Wissen über die strukturellen Voraussetzungen dieser 

inhibitorischen Substanzen ist allerdings gering. Auf der Basis bekannter Struktur-Wirkungs-

Beziehungen wurde eine Reihe neuartiger Verbindungen synthetisiert und charakterisiert, 

die sich in drei Moleküldomänen unterscheiden und systematische Strukturvariationen 

aufweisen. Als aromatische Grundstruktur wurden die Stoffklassen der Phenothiazine, 

Dibenzazepin-, Carbazol- und Diphenylhydantoin-Derivate und neuartige 2,2-Diphenyl-1,3-

dioxolane, 2,2-Diphenyl-1,3-dioxane, 4,5-Diphenyl-1,3-dioxolane synthetisiert. Ebenso 

unterscheiden sich die dargestellten Verbindungen durch systematische Variation der 

Linkerlänge und –charakteristik sowie des basischen Molekülrestes im Sinne eines 

Wasserstoffbrückenakzeptors um somit ein breites Spektrum an potentiellen MDR-

Modulatoren zu erhalten. Zur biochemischen Charakterisierung wurden in vitro an humanen 

CaCo-, LLC-PK1- und LLC-MDR1-Zellen das modulatorische Potential und die Zytotoxizität 

ermittelt. Als Assay kamen der Kristallviolett- und der MTT-Test zur Anwendung. Es konnte 

gezeigt werden, dass bereits in geringen Konzentrationen viele Verbindungen einen 

modulatorischen Effekt zeigen, wobei einige Substanzen ein höheres modulatorisches 

Potential als bekannte Modulatoren wie Verapamil und Trifluoperazin aufweisen. In 

Auswertung der Aktivitätswerte der Verbindungen konnte resümiert werden, dass 

ausgeprägte hydrophobe Moleküleigenschaften für eine Interaktion mit P-gp notwendig 

sind. Wasserstoffbrückenakzeptoreigenschaften in einer definierten räumlichen Entfernung 

zum aromatischen Grundgerüst erhöhen die Hemmwirkung dabei. Die Ergebnisse der 

biochemischen Untersuchungen wurden durch Ergebnisse von 3D-QSAR Verfahren (CoMFA 

und CoMSIA) gestützt48. 

Bezüglich der in Kapitel 2.2 und 2.4 angesprochenen Problematik der möglichen 

Unterscheidung der Bindung der Modulatoren an eine transmembranäre Domäne (TMD) 

oder eine nukleotidbindende Domäne (NBD) wurden einige Verbindungen in Kooperation 

mit der AG Prof. Dr. Pia Vogel (Southern Methodist University, Dallas, Texas) für parallele 

in silico Liganden-Dockingstudien und experimentellen, auf Elektronenspin-

Resonanzspektroskopie basierenden ATP-Hydrolyse-Untersuchungen verwendet. Die nur 

moderate ATPase Aktivität lies auf keine Interaktion der Verbindungen mit NBD schließen 

und deutet somit auf eine Interaktion mit TMD hin43. 

Neben den beschriebenen Publikationen (siehe Kapitel 2.5.1 und 2.5.2) fanden die 

Ergebnisse dieser Arbeit Eingang in zwei Diplomarbeiten 44 , 45  sowie drei 

Promotionsarbeiten 46 , 47 , 48 . Die praktischen Arbeiten zum Thema „Synthese und 

biochemische Testung potentieller Inhibitoren des P-Glykoproteins zur Überwindung der 

Multiplen Drug Resistance“ wurden im Zeitraum 2003-2007 angefertigt. 
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3 Target-basierte Entwicklung und biologische Charakterisierung neuartiger 

 Inhibitoren der humanen Myt1-Kinase 

 

3.1 Proteinkinasen als Zielstruktur einer modernen Arzneimitteltherapie maligner 

 Tumore 

Die Störung der durch Kinasen vermittelten Signaltransduktion fundamentaler Prozesse wie 

Wachstum, Differenzierung, Apoptose und Genexpression führt zu massiven 

pathophysiologischen Veränderungen. Derartige Dysfunktionen von Kinasen werden mit 

verschiedenen Krankheiten assoziiert. Dass Proteinkinasen für eine gezielte 

Arzneimitteltherapie vielversprechende Zielstrukturen sind, zeigen erste Erfolge bei der 

Entwicklung selektiver small molecule inhibitors. Allerdings sind derzeit nur ca. 5% des 

humanen Kinoms für Therapien von z.B. malignen Tumoren, metabolischen Störungen und 

Entzündungen erreichbar49,50,51,52. So ist beispielsweise die chromosomale Mutation [(T9; 22) 

(q34; q11)], bekannt als Philadelphia-Chromosom, die Ursache für die Bildung des 

Fusionsonkoproteins Bcr-Abl53,54,55. Die dysregulierte Tyrosinkinase-Aktivität von Bcr-Abl ist 

das biochemische Merkmal der chronischen myeloischen Leukämie (CML)56,57,58. Im Jahre 

2001 wurde mit der Genehmigung des selektiven Inhibitors Imatinib (Glivec, Gleevec®) 

erstmalig ein derartiger Inhibitor gegen CML auf dem Arzneimittelmarkt eingeführt59,60. 

Insofern eröffnet die pharmakologische Evaluation therapeutisch vielversprechender 

Kinasen zukünftig weiter neue, vielversprechende Anwendungsmöglichkeiten.  

Cyclin-abhängige Kinasen (Cdk), die an einer Vielzahl regulatorischer Vorgänge des Zellzyklus 

beteiligt sind, stellen attraktive Targets für neuartige Antitumor-Wirkstoffe dar. Die Wee-

Kinase-Familie, insbesondere Wee1 und die im Rahmen dieser Arbeit im Fokus stehende 

Myt1, sind von entscheidender Bedeutung bei der Regulation des Zellzyklus und wurden 

wiederholt als mögliche Angriffspunkte für eine Arzneimitteltherapie vorgeschlagen61,62,63. 

Beide Kinasen sind wichtige Regulatoren des Cdk1/CyclinB Kinase Systems. Die Kinase-

katalysierte Phosphorylierung von Cdk1 bewirkt eine Inhibition des Proteins, die den Eintritt 

in die Mitosephase verhindert und somit den Zellzyklus reguliert. Eine Hemmung der Wee-

Kinasefamilie führt somit zur vorzeitigen Aktivierung der Cdk1 und damit zur mitotischen 

Katastrophe. Demnach sind derartige Inhibitoren in der Lage, schnell proliferative Zellen 

abzutöten und den Zellzyklus zu beeinflussen. 

 

3.2 Cyclin-abhängige Kinasen als Regulatoren des Zellzyklus 

Die Wee-Kinase-Familie des Menschen besteht aus drei Kinasen: Myt1 und zwei Wee1 

Kinasen (Wee1, Wee1B). Beide Wee1 Kinasen unterscheiden sich in ihrer zeitlichen und 

räumlichen Expression, in somatischen Zellen scheint nur Wee1 relevant zu sein64.  

Die Myt1 Kinase wurde im Jahr 1995 als Membran-assoziierte Kinase entdeckt und ist 

verantwortlich für eine inhibitorische Cdk1 Phosphorylierungen65. Die Kinase-Aktivität an 

Thr14 und Tyr15 des Cdk1 Proteins ist in der Interphase hoch und sinkt durch 

Hyperphosphorylierung in der M-Phase66, Im Gegensatz zu Wee1 weist Myt1 eine höhere 

Substratspezifität auf, wodurch ausschließlich Cdk1- aber nicht Cdk2-Komplexe 

phosphoryliert werden67. Die direkte Cdk1/CycB Regulierung besteht aus zwei unabhängigen 
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Mechanismen, zum einen die inhibitorische Phosphorylierung an Thr14 und Tyr15 und 

anderseits die aktivierende Phosphorylierung von Cdk1/CycB an Thr161 der Cdk-

Untereinheit durch Cak68,69,70.  

Cdk1/CycB pendelt kontinuierlich zwischen Zytoplasma und Kern, aufgrund des aktiveren 

Kernexports ist der Komplex vorrangig zytosolisch anzutreffen71,72. Nach der Bindung des 

CycB an unphosphorylierte Cdk1 kann unmittelbar Tyr15 durch Wee1 (meistens im Kern 

lokalisiert aber auch geringfügig im Zytoplasma) bzw. Thr14 und/oder Tyr15 durch Myt1 

phosphoryliert werden73,74. Essentiell ist dabei die Phosphorylierung von Cdk1/CycB an 

Thr161 der Cdk-Untereinheit durch Cak als Voraussetzung für die Aktivierung des Cdk1/CycB-

Komplex. Die Phosphorylierung von Thr161 ist eng an die Phosphorylierung von Thr14 

gekoppelt. Im unphoshorylierten Zustand von Thr161 ist der Cdk1/CycB Komplex instabil 

weshalb monomere Cdk1 abdiffundieren kann75.  

Die eigentliche Aktivierung wird dann durch nukleäre Cdc25 vermittelt, eine Phosphatase, 

die die inhibitorischen Phosphorylierungen an Thr14 und Tyr15 hydrolysiert, während die 

aktivierende Thr161 Modifikation erhalten bleibt.  

Als zweiten Mechanismus zum Regulation der Cdk1/CycB fungiert die C-terminale Domäne 

der Myt1, die mit den Cdk1 Komplexen zusammenwirkt76. Im Gegensatz zu der meist im 

Kern lokalisierten Wee1 ist Myt1 im Endoplasmatischen Retikulum und Golgi Apparat 

membranständig lokalisiert 77 . Bindung von Myt1 an den Cdk1/CycB Komplex findet 

ausschließlich im Zytoplasma statt, wodurch ein vorzeitiger Eintritt des Komplexes in den 

Zellkern und damit ein Voranschreiten des Zellzyklus vermieden wird.  

In einem mathematischen Vorhersagemodell des G2-Checkpoints führte eine Myt1-

Minderung zu einer Anreicherung von Cdk1/CycB im Nukleus78. Die Überexpression von 

Myt1 verhinderte den Eintritt in die Mitose. Diese Ergebnisse unterstreichen die 

Notwendigkeit an selektiven Inhibitoren  zur Verifizierung derartiger Modelle79,80,81.  

Myt1 hat darüber hinaus auch Einfluss auf die intrazelluläre Membrandynamik82. Es gibt 

Hinweise, dass Myt1 eine zentrale Rolle bei der Regulierung derartiger Prozesse spielt. Myt1 

Minderung durch RNA-Interferenz in somatischen Säugetierzellen (HeLa) resultierte in einer 

dramatisch veränderten Morphologie des Golgi-Apparates in Form von nicht-ribbon- 

sondern membranartigen Strukturen in der Nähe des Zellkerns. Diese Zellen zeigten eine 

verzögerte Proliferationsrate und starben innerhalb von 10 Tagen. Auch wurden 

Auswirkungen auf die Golgi Rekonstruktion beobachtet, wenn der bekannte Wee1- und 

Myt1-Kinase-Inhibitor PD166285 zu derartigen Zellen gegeben wurde83.  

In Säugerzellen kommt es während der Prometaphase zur Fragmentierung des Golgi-

Apparates in Tausende von Vesikeln und Tubuli, während in der Telophase diese wieder 

schnell zusammengefügt werden müssen 84 . Diese Golgi Fragmentierung dient zur 

gleichmäßigen Aufteilung der Golgi Membranen zwischen den beiden Tochterzellen bei der 

Zellteilung und ist ein bedeutender Schritt für die mitotische Progression85,86. Während der 

Interphase ist Myt1 nicht direkt am Aufbau der Golgi-Struktur beteiligt, allerdings wird sie 

für die Fragmentierung in G2 und die Golgi Rekonstruktion während der Telophase benötigt. 

Der Golgi-Apparat ist eng mit dem endoplasmatischen Retikulum (ER) verbunden87. Myt1 ist 

somit auch von großer Bedeutung für die Rekonstruktion des ER, speziell beim M/G1-
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Übergang, eine Minderung hier führt zu einer Störung der ER-Struktur. Die mitotische Golgi 

Fragmentierung hängt in Säugerzellen von Cdk1 und der vollständige Suppression der 

Cdk1/CycB-Aktivität durch inhibitorische Phosphorylierung am Ende der Mitose Phase ab, 

Myt1 unterstützt die Golgi- und ER-Rekonstruktion88,89.  

Die beobachtete inhibitorische Cdk1 Phosphorylierung am Ende der Mitose-Phase ist auch 

ein Teil eines alternativen mitotischen Ausstiegsmechanismus im Falle eines gestörten CycB-

Abbaus (M/G1-Übergang)90,91. Da in G1 die Phosphorylierungen von Cdk1 diese im inaktiven 

Zustand hält führt ein Wegfall dieser inhibitorischen Phosphorylierung zwangsläufig zu 

einem schnelleren G1/S Übergang oder einem direktem G1-M-Phasenübergang92.  

Bemerkenswert ist, dass die Myt1-vermittelten Effekte auf die Golgi-Fragmentierung und 

G1-Regulation unabhängig von Cdk1 verlaufen. Myt1 wird in der Mitose-Phase durch 

Hyperphosphorylierung inaktiviert, wird aber kurz nach dem mitotischen Ausgang aktiviert. 

Für Myt1 müssen neben den Cdk1/Cyc-Komplexen zukünftig noch andere spezifische in vivo 

Targets identifiziert werden, die eine direkte G1- und Membrandynamik-Regulierung 

ermöglichen. 

Im Falle von DNA-Schäden in einer Zelle in der G2-Phase kommt es zum Zellarrest durch 

posttranslationale Modifikationen. Sobald die beschädigte DNA repariert wurde kann die 

Zelle den Zellzyklus wieder aufnehmen - ein Prozess, der als checkpoint recovery bezeichnet 

wird93.  

Beim ungestörten Zellzyklus spielt Myt1 eine eher geringfügige Rolle wogegen sie eine 

wesentliche Rolle beim G2-checkpoint recovery spielt. Diese Funktion von Myt1 ist komplett 

unabhängig von Wee1. Es wird vermutet, dass beim G2-Checkpoint Cdk1 durch eine 

verstärkte Wee- und reduzierte Cdc25-Phosphatase-Aktivität in einem Thr14- und Tyr15-

phosphorylierten, inaktiven Zustand vorliegt. Plk1 ist ein wichtiger Regulator der G2 

Checkpoint-Wiederherstellung indem sie die Aktivierung von Cdc25 und Inaktivierung von 

Wee1 vermittelt. Myt1 wird von Plk1 durch direkte Phosphorylierung negativ reguliert. Die 

Downregulation von Myt1 forciert somit die checkpoint recovery und den Mitoseeintritt.  

 
Abb. 5: Rolle der Myt1-Kinase im Zellzyklus verändert nach Aarts et al. (2013)
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In mehr als der Hälfte aller Fälle menschlicher Onkogenese werden Mutationen von p53, 

einem Protein von großer Bedeutung für den G1-Kontrollpunkt, beobachtet95. Aufgrund 

dieser Mutationen des p53-Netzwerks weisen viele Krebszellen im Vergleich zu normalen 

Zellen defekte G1 Checkpoint Mechanismen auf, die dann zu erhöhten DNA-Schäden am G2-

Kontrollpunkt führen können96 . Die selektive G2-Checkpoint Aufhebung, bei dem der 

Signalweg nicht durch p53 gestört wird, sollte demnach normale Zellen nicht schädigen, da 

sie einen anderen, p53-abhängigen Weg haben, den Zellzyklus zu diesem Zeitpunkt zu 

stoppen.  

Deshalb ist eine neue Strategie der selektiven Sensibilisierung entwickelt worden, welche die 

Checkpoint Aufhebung mit DNA-schädigenden Mitteln oder Bestrahlung kombiniert97,98. Die 

Aufhebung des G2-Kontrollpunktes zwingt Zellen mit nicht reparierten DNA-Schäden in die 

vorzeitige M-Phase. Diese Checkpoint-Aufhebung kann durch pharmakologische 

Manipulation induziert werden, was zur mitotischen Katastrophe und Apoptose führt, wenn 

das Ausmaß der nicht reparierten DNA-Schäden eine gewissen Schwellenwert 

überschreitet99,100,101. Die Kontrollpunkt-Aufhebung ist Voraussetzung für die mitotische 

Katastrophe, die sowohl in den apoptotischen als auch nicht-apoptotischen Zelltod 

führt102,103.  

Zellen mit intaktem G1 Checkpoint Arrest, wie normale Zellen oder Krebszellen mit intaktem 

p53-Signalweg, sind weniger abhängig vom G2-Checkpoint und daher auch nicht so 

empfindlich gegenüber einer G2-Kontrollpunkt Aufhebung 104 . Vorgeschlagene bzw. 

bestätigte Targets für eine G2-Kontrollpunktaufhebung und damit Einleitung der mitotischen 

Katastrophe sind Wee1, Myt1, Chk1 und Hsp90105,106.  

 

3.3 Inhibition von Kinasen der Wee-Familie 

Wie in Kapitel 3.1 und 3.2 beschrieben führt eine Hemmung der Wee-Kinasefamilie zu einer 

vorzeitigen Aktivierung der Cdk1 und damit zur mitotischen Katastrophe. Geeignete 

Inhibitoren wären somit in der Lage, schnell proliferative Zellen abzutöten und den Zellzyklus 

zu beeinflussen. Die Einführung des ersten selektiven Wee1-Inhibitors MK-1775 im Jahre 

2009 ermöglichte die Überprüfung dieses Konzepts107. Mittlerweile ist MK-1775 in 23 

klinische Phase-I und II Studien und alle experimentellen biologischen und medizinischen 

Forschungsergebnisse belegen bisher eine Verifizierung besagter 

Hypothese108,109,110,111,112,113,114. So waren mit MK-1775 behandelte Zellen, die shRNA gegen 

p53 exprimieren, gegen Gemcitabin, Carboplatin oder Cisplatin deutlich empfindlicher115. 

Dagegen war die Wirkung der Monotherapie mit MK-1775 eher moderat. Auch verbesserte 

sich mit MK-1775 die zytotoxische Wirkung von 5-Fluorouracil (5-FU) in p53-defizienten 

Dickdarm- und Pankreaskrebszellen 116 . Ähnliche Ergebnisse wurden erhalten für 

Kombinationen mit Gemcitabin, Doxorubicin, Carboplatin und Cisplatin117. In vorklinischen 

Untersuchungen konnte die Kombination der Radiotherapie mit MK-1775 bei Fällen 

pädiatrischer Hirntumore deutliche Vorteile gegenüber einer Monotherapie zeigen 118 . 

Weitere Beispiele, wie die Kombination des Chk1-Inhibitors Panobinostat mit MK-1775 bei 

der Behandlung von Tumoren der Bauchspeicheldrüse oder die Kombination von MK-1775 

mit dem Chk1/2 Inhibitor AZD7762 bei der Behandlung des malignen Melanoms, 
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verdeutlichen die synergistischen Effekte der Kombination etablierter Therapien mit 

neuartigen Ansätzen119,120. 

Ähnlich wie beim Wee1-Knockdown wird durch Myt1-Knockdown der G2/M-Übergang 

beeinflusst indem der verfrühte Eintritt in die Mitose oder die gesamte Checkpoint-

Aufhebung gefördert wird121,122. Auch in HeLa-Zellen wurde der Doxorubicin-induzierten G2-

Arrest aufgehoben wenn Myt1 inhibiert wurde. Die Downregulation der Myt1 verkürzt die 

Zeit zwischen Checkpoint und Mitose-Eintritt, wodurch sich auch die sich anschließenden 

Zelltodrate erhöht. Deshalb stellt Myt1 ein nützliches Target in der Tumortherapie da, zumal 

sie eine relative geringe Bedeutung für die normale Zellzyklus-Progression hat123. Die 

Inhibition von Zellzyklusabschnitten, die für den normalen Ablauf des Zellzyklus wichtig sind, 

dürfte somit zu toxisch für normale Zellen sein und ist damit für eine Therapie ungeeignet.  

Im Jahre 2012 wurde die Entwicklung eines HTS siRNA für myeloische Leukämiezellen 

beschrieben124. Mittels RNA Interferenz Screening wurde die Beteiligung von 572 Kinasen bei 

der Behandlung verschiedener myeloischer Zelllinien ex vivo mit Cytarabin (Ara-C) im Sinne 

eines loss-of-function Prinzips der jeweiligen Kinase-mRNA untersucht. Dabei wurden Myt1, 

Chek1 und ATR als klinisch relevante Hits identifiziert, deren gezielte Inhibition in 

Kombination mit Ara-C eine Möglichkeit für eine rationale Therapie von myeloischen und 

lymphoischen Leukämieformen darstellt. 

Allein aufgrund der Tatsache, dass für Myt1 kein selektiver Inhibitor existiert, wurde der 

strukturähnlichste und familiär verwandteste Vertreter Wee1, für den bekanntlich MK-1775 

als selektiver Inhibitor existiert, in die Untersuchungen mit einbezogen. Die Behandlung von 

8 akuten myeloischen Leukämie- (AML), akuten lymphoblastischen Leukämie-(ALL) und 

chronischen myeloischen Leukämie-(CML) Zelllinien mit MK-1775 bestätigte die Steigerung 

der Empfindlichkeit der Zellen gegenüber Ara-C um bis zu dem 97-fachen, ex vivo. Die 

Viabilität in 13 von 14 Patientenproben mit AML, CML und myelodysplastischen Syndrom 

wurde drastisch gesenkt im Vergleich zu einer Ara-C Monotherapie. Ein Fakt, der hohe 

Erwartungen hinsichtlich Myt1-Inhibition bei zukünftigen Krebstherapieschemen erweckt. 

Im Gegensatz zu Wee1 sind derzeit also für den zweiten Vertreter der Wee-Kinasefamilie, 

der Myt1, keine selektiven Inhibitoren bekannt. Im Jahre 2005 wurde von Zhou et al. ein 

hochselektiver und wirksamer Inhibitor für Myt1 in Form eines nativen Glycoglycerolipids 

aus marinen Algen, dem 1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6´-amino-6´-deoxy-α-D-glucosyl)-sn-

glycerol, publiziert, der einen starken inhibitorischen Effekt auf Myt1 (IC50 0.12 µg/ml) haben 

sollte und zusätzlich eine hohe Selektivität gegenüber anderen Kinasen wie Akt and Chk1 

aufweist125. Allerdings waren weitere Ergebnisse von Arbeiten zu einigen bekannten ATP-

kompetitiven Kinase-Inhibitoren an Myt1 eher widersprüchlich126,127.  

Die rationale Entwicklung eines selektiven Inhibitors erfordert ein profundes Wissen auf 

molekularer Ebene. Die Identifizierung der chemischen Struktur des Target-Proteins ist ein 

wichtiger Schritt, um Einblicke in die molekularen Mechanismen zu bekommen, was dann 

wider um Voraussetzung für die Entwicklung von Substanzen mit sowohl hoher Wirksamkeit 

als auch Selektivität ist. Insofern sind Inhibitoren unverzichtbar für die Beurteilung der 

tatsächlichen biologischen Rolle und druggability eines gegebenen Zielproteins. 
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Um diesen Ansprüchen gerecht zu werden musste das bis dato nicht kommerziell erhältliche 

Zielprotein Myt1 in ausreichender Menge vorliegen. Dies erforderte sowohl die Expression 

und Aufreinigung der Kinase in Volllänge und Kinase-Domäne als auch die biochemische und 

kinetische Charakterisierung und Optimierung. Voraussetzung für ein Inhibitorenscreening 

ist des Weiteren die Entwicklung und Validierung geeigneter Assays. Computergestützte 

Methoden zur Inhibitorenfindung sollten die Generierung von Pharmakophormodellen und 

Docking Komplexen ermöglichen, die für das virtuelle Screening verschiedener Datenbanken 

eingesetzt werden können. Die als Ergebnis dieser in silico Arbeiten erhaltenen putativen 

Inhibitoren sollten durch pharmazeutische Wirkstoffsynthese optimiert werden.  

 

3.4. Molekularer Aufbau und Funktion einer Proteinkinase am Beispiel der Myt1 

Der Aufbau einer Kinase ist grundlegend für das Verständnis der Kinasefunktion. Über 90 % 

aller bisher bekannten Proteinkinasen sind durch eine hohe strukturelle Übereinstimmung 

der katalytischen Domäne des Enzyms charakterisiert. Funktionell ist diese für die 

Übertragung eines -Phosphatrestes des ATP auf die Hydroxyl-Funktion eines Serins, 

Threonins oder Tyrosins eines peptidischen Substrates verantwortlich. Strukturell ist die 

katalytische Domäne in drei Regionen unterteilt: die N-terminale und C-terminale Region, 

sowie die verbindende Scharnierregion, auch bezeichnet als Hinge-Region. Die kleinere N-

terminale Region besteht vorwiegend aus antiparallelen β-Faltblättern, während die größere 

C-terminale Region von α-Helices dominiert wird und bei der Substratbindung, sowie 

Katalyse beteiligt ist. Diese Einteilung ist in Abbildung 6 am Beispiel der Kristallstruktur der 

Myt1-Kinase (PDB: 31P1A) ersichtlich.  

 

 

Abb. 6: Kristallstruktur der katalytischen Domäne der Myt1 (PDB: 31P1A)128  

 

In der ATP-Bindungstasche wird ATP als Phosphat-Donor mit Magnesiumionen komplexartig 

gebunden, das Peptidsubstrat wird fixiert und ausgerichtet und schließlich das besagte -

Phosphat auf die Hydroxylgruppe des Akzeptors übertragen. Innerhalb der ATP-

Hinge-

Region 

N-terminale Region 

C-terminale Region 
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Bindungstasche unterscheidet man zwischen der Adenin-Region, der Zucker-Region, der 

Phosphat-Region, einer hydrophoben und einer hydrophilen Region. In der Adenin-Region 

bindet das Adenin-Ringsystem des ATP über Wasserstoffbrückenbindungen an das 

Grundgerüst der Hinge-Region des Enzyms. Zusätzlich stabilisieren hydrophobe 

Wechselwirkungen zwischen dem aromatischen Ringsystem und Domänen der N- und C-

terminalen Region die Position des ATP in der Bindungstasche. Die Adenin-Bindungsregion 

gilt als hoch konserviert. In der polaren Zucker-Region kommt es zur Ausbildung einer 

Wasserstoffbrückenbindung mit einer Hydroxylfunktion der Riboseeinheit des ATPs. Die 

Phosphat-Region ist eine hoch konservierte, polare Domäne, die sich in die Glycin-reiche 

Schleife und eine -Helix unterteilt. Die Glycin-reiche Schleife ist konformationell flexibel, 

wogegen die -Helix für die Koordination und räumliche Ausrichtung der Phosphatgruppe  

sorgt. Das konservierte DFG-Motif ist von entscheidender Wichtigkeit für den katalytischen 

Mechanismus. Der Aspartat-Rest des DFG-Motifs koordiniert das Magnesiumion, was wider 

um die Phosphatgruppe des ATPs fixiert. Hier erfolgen der nukleophile Angriff der 

Hydroxylfunktion des Substrates und die Übertragung des -Phosphatrestes über einen 

trigonalen Übergangszustand. Die hohe Flexibilität dieser Region ermöglicht die 

Unterscheidung zweier Konformationen, DFG-in und DFG-out (Gatekeeper), die zur 

Unterscheidung der aktiven und inaktiven Konformation einer Kinase führt. Diese 

unterschiedlichen Konformationen ermöglichen den Zugang zur sogenannten hydrophoben 

Tasche. Die hydrophobe Region stellt eine große Kavität an der Rückseite der ATP-

Bindungsstelle dar. Ihre Sequenzdiversität ermöglicht eine Selektion der sonst konstitutionell 

sehr ähnlichen Kinasen. Die hydrophile Region ermöglicht die Solvatisierung mit 

Wassermolekülen129.  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die ATP-Bindungsstelle eines Großteils der 

Kinasen hoch konserviert ist und somit eine Unterscheidung über die Funktionalität im Sinne 

einer Selektivität eine Herausforderung darstellt. 

 

3.5 Kinaseinhibitoren 

Prinzipiell kann man bei der Inhibition einer Proteinkinase zwischen einer reversiblen oder 

einer irreversiblen Hemmung unterscheiden. Bei der irreversiblen Hemmung bindet der 

Inhibitor kovalent an das Enzym und führt entweder zu einem nicht mehr veränderbaren 

Aktivitätsverlust oder einem komplett inaktiven Zustand. Bei der reversiblen Hemmung 

findet keine kovalente Bindung statt, weshalb diese wieder aufgehoben und so die 

Funktionstüchtigkeit wieder hergestellt werden kann. Desweiteren unterscheidet man 

zwischen dem jeweiligen Bindungsort des Inhibitors. Der Inhibitor kann entweder im aktiven 

Zentrum oder außerhalb angreifen. Erfolgt die Anlagerung außerhalb des aktiven Zentrums, 

spricht man von allosterischer Hemmung. Hier unterscheidet man zwischen einer 

reversiblen, sowie einer irreversiblen Form. Bei der Anlagerung im aktiven Zentrum spricht 

man auch von kompetitiver Hemmung, da der Inhibitor entweder mit dem Substrat oder 

dem Cosubstrat konkurriert. 

Auf der Suche nach geeigneten Kinaseinhibitoren trifft man auf verschiedene 

Herausforderungen. Bei Inhibitoren, die auf der Konkurrenz mit dem Substrat an der 
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Substratbindetasche basieren, muss man die Größe des Substrates sowie deren 

Bindungsfläche berücksichtigen. Da die Substrate meist andere, große Proteine sind, ist es 

schwierig, einen geeigneten Inhibitor zu finden, weil die Komplexität mit der Größe der 

Bindungsfläche steigt. Durch eine hohe Bindungsfläche wird allerdings eine hohe Selektivität 

gewährleistet. 

Die allosterische Hemmung hat hingegen den Vorteil der kleineren Inhibitoren. Deren 

Bindungsstelle ist vom aktiven Zentrum entfernt und hat dadurch den weiteren Vorteil, dass 

der Inhibitor nicht mit anderen Substraten konkurrieren muss. Außerdem unterscheiden sich 

derartige Bindungsstellen strukturell oft deutlich, womit eine Selektion zwischen strukturell 

sonst ähnlichen Kinasen möglich ist. Allerdings gestaltet sich die Suche nach allosterischen 

Inhibitoren als schwierig. Ein literaturbekanntes Bespiel für einen allosterischen Inhibitor ist 

BIRB796 für die p38 MAP Kinase130.  

Somit bleibt die Möglichkeit der Inhibition durch Konkurrenz mit dem Cosubstrat. Dieses 

Prinzip hat ebenfalls den Vorteil der kleinen Bindungsstelle, was wider um die Entwicklung 

sogenannter small molecule inhibitors ermöglicht. Da allerdings alle Proteinkinasen ATP als 

Cosubstrat verwenden, ist es schwierig, eine ausreichend hohe Selektivität zu erreichen. 

Diese wird jedoch benötigt, um im späteren klinischen Anwendungsbereich 

Nebenwirkungen zu reduzieren. Eine Spezifikation bzw. Selektion kann somit nur erreicht 

werden, in dem die Affinität des möglichen Inhibitors zu nicht konservierten Domänen der 

ATP-Bindungsstelle (siehe Kapitel 3.4) erhöht wird.  

Bei Kinaseinhibitoren unterscheidet man zwischen Typ I, II, III, IV und V Inhibitoren131. Typ I 

Inhibitoren binden in der aktiven Kinasekonformation (DFG-in) kompetitiv an der ATP-

Bindungsstelle und nutzen die Adeninbindungstasche aus. Ein Beispiel hierfür ist 

Dasatinib132. Typ II Inhibitoren wurden mit der Entdeckung von Imatinib definiert133. Imatinib 

bindet ebenfalls in der Adeninbindungstasche, bekommt jedoch seine Selektivität durch eine 

zusätzliche Bindung mit einer hydrophoben Bindungstasche. Diese ist erst in der inaktiven 

Konformation zugänglich, ermöglicht durch die Drehung einer Einfachbindung des 

Phenylalanins des DFG-Motives der Bindungsdomäne (DFG-out)134. Inhibitoren, die in der 

DFG-in Konformation binden, aber auf Grund der räumlichen Limitierung des Gatekeepers, 

z.B. durch Austausch von Threonin gegen Phenylalanin, gleichzeitig die hydrophobe Domäne 

adressieren können, werden als Typ I ½ bezeichnet135. Typ III Inhibitoren binden außerhalb 

der ATP-Bindungsstelle nur an der hydrophoben Bindungstasche in der DFG-out 

Konformation. Somit üben diese Inhibitoren eine nicht-kompetitive Hemmung aus136. Ein 

Beispiel für solch einen Inhibitor ist das erstmals für cSrc publizierte Molekül RL37. Typ IV 

Inhibitoren binden an einer allosterischen Bindungstasche außerhalb der katalytischen 

Domäne, zum Beispiel einer regulatorischen Domäne137. Typ V Inhibitoren sind bivalente 

Inhibitoren, die also zwei Liganden binden. Einer der Liganden kann beispielsweise 

kompetitiv an die Adeninbindungstasche, der zweite daraufhin in kovalent gebundener 

Reichweite binden138. Typ V Inhibitoren sind äußerst vielversprechend, da sie sehr selektiv 

sind und somit viele Nebenwirkungen vermieden werden können.  
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3.6 Ergebnisse der Forschungsarbeiten 

 

3.6.1 Neosynthese von 1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6´-amino-6´-deoxy-α-D-glucosyl)-sn-

 glycerol und Derivatisierung 

Wie in Kapitel 3.3 beschrieben wurde im Jahre 2005 das native, aus marinen Algen isolierte 

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6´-amino-6´-deoxy-α-D-glucosyl)-sn-glycerol als erster 

hochselektiver und wirksamer Inhibitor von humaner Myt1 Kinase zunächst zur Leitstruktur 

für nachfolgende Strukturmodifikationen. In Aussicht auf eine mögliche Referenzsubstanz 

wurde für die Neosynthese ein 13-stufiges Synthesekonzept erarbeitet. Unter 

retrosynthetischen Gesichtspunkten wurde die Synthese in drei wichtige Abschnitte 

untergliedert. Der erste Abschnitt erforderte die Darstellung eines partiell geschützten 6-

Glucosaminderivats, der zweite Schritt umfasste das Glycosylierungsverfahren unter 

stereochemischer Kontrolle. Im dritten Teil erfolgte die Einführung der Fettsäurereste zum 

Glycoglycerolipid.  

Die Ergebnisse zu diesen Arbeiten wurden publiziert in: First total synthesis of 1,2-

dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6´-amino-6´-deoxy- -D-glucosyl)-sn-glycerol – a glycoglycerolipid 

of a marine alga with a high inhibitor activity against human Myt1-kinases; Christiane 

Göllner, Claudia Philipp, Bodo Dobner, Wolfgang Sippl and Matthias Schmidt; Carbohydrate 

Research (2009), 344, 1628–1631. 

http://dx.doi.org/10.1016/j.carres.2009.05.022  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0008621509002444  

Die erarbeitete Strategie erlaubte in weiterführenden Arbeiten die selektive Modifikation 

definierter Strukturen im Molekül, mit dem Ziel, innerhalb des Moleküls die Substitutionen 

des Kohlenhydratbausteins, der Kettenlänge und die Darstellung der Anomeren 

vorzunehmen 139(siehe Ergebnisse Kapitel 3.6.3). Mit Hilfe von Modelling-Studien wurde 

neue Strukturen entwickelt, die eine Glycopyranose als Kernstruktur enthalten, die über 

verschiedene Abstandshalter über die Position C-1 mit einem N-haltigen Heterozyklus 

verknüpft ist140. Ebenso auf Computer-gestützten Methoden basierend wurden neuartige 

Glycotriazol-Derivate entwickelt, die über die Position C-1 oder C-6 mit dem Zucker 

verknüpft sind141.  
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3.6.2 Untersuchungen zur Substraterkennung und –akzeptanz von humaner Myt1 Kinase 

 

Für die biologische Evaluierung dieser Verbindungen war zunächst die erfolgreiche 

Präparation der humanen Myt1-Kinase erforderlich. Es wurden zwei Methoden zur Kinase-

Präparation erarbeitet, da, wie bereits erwähnt, aktive, humane Myt1 Kinase derzeit 

kommerziell nicht verfügbar war. Allgemein gibt es bei der Arbeit mit membranassoziierten 

Enzymen die Möglichkeit der Isolation von Kinase in Volllänge (fulllength-fl) und 

Solubilisierung mit geeigneten Detergenzien einerseits oder anderseits das Arbeiten mit 

einem auf die Kinasedomäne reduzierten Enzymfragments. 

Die Myt1-Kinase in Form ihrer Volllänge (flMyt1) wurde in unserer AG durch Expression in 

humanen Zellen (HEK293), mittels transienter Expression als His6-Fusionsprotein, realisiert. 

Weiterhin wurde ein Myt1-Fragment bestehend aus der Kinase-Domäne (kdMyt175-362) 

etabliert, das ebenfalls am N-Terminus einen His6-tag enthält. Die Domäne wurde in einem 

Vektor (pET28 Plasmid) kloniert und mittels Elektroporation in E.coli BL12 transformiert.  

Zur Etablierung eines geeigneten Assays wurden in vitro und in silico Untersuchungen 

hinsichtlich Substraterkennung durch humane Myt1 durchgeführt. Zunächst wurde die 

Aktivität der Kinase am natürlichen Substrat Cdk1/CycB1 (M-Phase promoting factor=MPF) 

und an Cdk1 alleine nachgewiesen. Phosphorylierungsreaktionen an Thr14 und Tyr15 

wurden mittels western blot Analyse mittels anti-pThr14-Cdk1- und anti-pTyr15-Cdk1-

Antikörpern für beide Substrate detektiert142.  

In Hinblick auf die Entwicklung eines Aktivitätsassays wurden verschieden kurzkettige 

Peptidsequenzen, die sich vom natürlichen Substrat Cdk1 ableiteten, auf Verwendung als 

mögliches Modellsubstrat untersucht. Weiterhin wurden rigidere Strukturen, wie das 

Polypeptide Poly-AEKY (30 kDa), untersucht. Allerdings konnte für keines der untersuchten 

Peptide eine Phosphorylierung durch flMyt1 detektiert werden. Daraufhin wurde die 

Kinasedomäne (Myt175-362) hinsichtlich Aktivität an besagten Modellpeptiden untersucht. Die 

C-terminale Region (AS 437 – 499) gilt als verantwortliche Region für die Erkennung des 

nativen Cdk1/CycB1 Komplex. Insofern sollte ein Fehlen dieser Sequenz einen 

Substraterkennungsprozess verhindern. Tatsächlich zeigte die Kinasedomäne keine 

detektierbare Aktivität gegenüber Thr14 oder Tyr15, was zu dem Schluss führte, dass die 

Erkennung von Substraten durch Volllänge-Kinase (flMyt1) von hoher Komplexität sein muss. 

Die humane Myt1 Kinase ist bezüglich Substratakzeptanz äußerst restriktiv.  

Die Ergebnisse zu diesen Arbeiten wurden publiziert in: In vitro and in silico studies on 

substrate recognition and acceptance of human PKMYT1, a Cdk1 inhibitory kinase, Alexander 

Rohe, Frank Erdmann, Claudia Bäßler, Kanin Wichapong, Wolfgang Sippl, Matthias Schmidt; 

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters( 2012), 22, 1219–1223. 

http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2011.11.064  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960894X11016088  

  



___________________________________________________________________________ 
TARGET-BASIERTE ENTWICKLUNG UND BIOLOGISCHE CHARAKTERISIERUNG NEUARTIGER INHIBITOREN DER HUMANEN MYT1-KINASE 23 

3.6.3 Entwicklung eines TR-FRET basierenden Bindungsassays 

 

Da zunächst, wie in Kapitel 3.6.2 beschrieben, die restriktive Substratakzeptanz der humanen 

Myt1 die Entwicklung eines Aktivitätsassays verhinderte, wurde an Stelle dessen zunächst 

ein Bindungsassay eingesetzt. Dabei handelte es sich um einen LanthaScreen® Eu Kinase 

Bindungsassay der Firma Invitrogen. Das Prinzip dieses Assays beruht auf der Bindung des 

Tracers Alexa Fluor® an die Kinase, welche durch Zugabe eines Eu-gelabelten anti-His-tag 

Antikörpers detektiert wird. Die Bindung des Tracers und des Antikörpers an die Kinase 

resultiert in einem Anstieg des FRET-Signals, wogegen die Verdrängung des Tracers von der 

Kinase mit einem geeigneten Inhibitor durch den Abfall des FRET-Signals angezeigt wird. Da 

bis zu diesem Zeitpunkt keine Daten zu bekannten Inhibitoren der humanen Myt1 vorlagen 

untersuchten wir zunächst sowohl bekannte Pan-Kinaseinhibitoren, wie Staurosporin, als 

auch selektivere, verfügbare Verbindungen wie Lapatinib und Imatinib, um ein erstes 

Inhibitionsprofil zu erhalten. Erstaunlicherweise hemmte Staurosporin und Derivate (z.B. 

K252a) bis zu einer Konzentration von 10 µM die Kinase nicht. Auch andere bekannte 

Kinaseinhibitoren (Sunitinib) zeigten keinen Effekt. Lediglich Tyrphostin AG1478 und U0126 

zeigten eine schwache Verdrängung des Tracers, wogegen PD0166285 (IC50 7.2 nM) und 

Dasatinib (IC50 63nM) einen deutlichen inhibitorischen Effekt auf Myt1 aufwiesen. Die in 

Kapitel 3.6.1 beschriebenen Derivate des Glycoglycerolipids zeigten im Bindungsassay keine 

Verdrängung des Tracers was zunächst auf eine allosterische Bindung abseits der ATP-

Bindungsstelle im Sinne eines Typ III oder IV-Inhibitors schließen lies. 

Die Ergebnisse zu diesen Arbeiten wurden publiziert in: Evaluation of potential Myt1 kinase 

inhibitors by TR-FRET based binding assay; Alexander Rohe, Christiane Göllner, Kanin 

Wichapong, Frank Erdmann, Ghassab Al-Mazaideh, Wolfgang Sippl, Matthias Schmidt; Eur. J. 

Med. Chem. (2013), 61, 41-48. 

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2012.06.007 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0223523412003595  
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3.6.4 Entwicklung eines Fluoreszenzanisotropie basierenden Bindungsassays 

Der von uns entwickelte TR-FRET-Bindungsassay erschien auf Grund des Eu-gelabelten 

Antikörpers und der undefinierten chemischen Struktur des kommerziellen Tracers limitiert. 

Deshalb wurde nach einer alternativen Assaymethode gesucht. Für Bindungsmessungen ist 

Fluoreszenzanisotropie eine geeignete Technik. Dabei wird ein bekannter ATP-kompetitiver 

Inhibitor mittels eines Fluorophors chemisch modifiziert. Die so erhaltene Sonde hat ein 

niedriges Fluoreszenzanisotropie-Signal, welches durch Bindung an die Kinase deutlich 

ansteigt. Eine Verdrängung dieser Sonde von der ATP-Bindungsstelle mittels eines 

geeigneten Inhibitors verringert das Signal wiederum, dessen Änderung mit der 

Inhibitionsstärke somit korreliert. Ausgangspunkt bei der Adaption dieses Assayprinzips an 

unsere Problematik war der bekannte Kinaseinhibitor Dasatinib, der wie beschrieben in 

vorangegangenen Untersuchungen mit einem IC50 von 63 nM als Inhibitor der humanen 

Myt1 identifiziert wurde. Molecular docking Studien und verfügbare Röntgenstrukturen von 

Dasatinib ließen den Schluss zu, dass die Hydroxyethyl-Gruppe von Dasatinib als hydrophile 

Struktur bei der Bindung an Myt1 Solvenz-exponiert ist und somit kein größerer, negativer 

Effekt auf die Bindungseigenschaften von Dasatinib zu erwarten wären, wenn man besagte 

Struktur kovalent mit einem geeigneten Fluorophor derivatisiert. Der sodann Fluoreszein-

gelabelte Tracer schuf mit einem Kd von 130nM die Basis für die Entwicklung des ersten 

Fluoreszenzanisotropie-basierten  Bindungsassays für humane Myt1 (Kinasedomäne). Die 

Validierung des Assayprinzips mit bekannten Inhibitoren und die exzellente 

Übereinstimmung dieser Daten für Myt1-Kinasedomäne mit denen der Volllänge belegten 

die grundsätzliche Anwendbarkeit des Verfahrens für derartige Screening-Vorhaben.  

Die Ergebnisse dieser Arbeiten wurden publiziert in: A Fluorescence Anisotropy–Based Myt1 

Kinase Binding Assay; Alexander Rohe, Claudia Henze, Frank Erdmann, Wolfgang Sippl, 

Matthias Schmidt; Assay and Drug Development Technologies (2014), 12, 136–144. 

http://doi:10.1089/adt.2013.534 

http://online.liebertpub.com/doi/abs/10.1089/adt.2013.534 
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3.6.5 Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus von Glykoglycerolipiden 

Somit lagen vom Methodenspektrum her zwei Bindungsassays für sowohl Volllänge- als auch 

Kinasedomäne-Myt1 basierend auf unterschiedlichen analytischen Prinzipien vor. Dieses 

Spektrum wurde durch einen funktionellen Assay erweitert, indem die Aktivität von flMyt1 

durch Phosphorylierung des natürlichen Substrates Cdk1 mittels SDS-page und Western blot 

Analyse detektiert wurde. Hierbei kamen sowohl ein anti-Cdk1 Antikörper als auch ein anti-

phospho-Cdk1(Tyr15) Antikörper zur Anwendung. Durch Kombination dieser Methoden 

wurde das bis dato von unserer Arbeitsgruppe neu synthetisierte, aber noch nicht als aktiv 

getestete Glykoglycerolipid von Zhou et al.122 hinsichtlich seiner Aktivität gegenüber 

humaner Myt1 analysiert. Bedauerlicherweise musste festgestellt werden, dass 1,2-

Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6´-amino-6´-deoxy- -D-glucosyl)-sn-glycerol doch kein Inhibitor 

der humanen Myt1 Kinase ist.  

Die Ergebnisse zu diesen Arbeiten wurden publiziert in: The glycoglycerolipid 1,2-dipalmitoyl-

3-(N-palmitoyl-6´-amino-6´-deoxy- -D-glucosyl)-sn-glycerol is no inhibitor of the human 

Myt1 kinase; Alexander Rohe, Christiane Göllner, Frank Erdmann, Wolfgang Sippl, Matthias 

Schmidt; J. Enzyme Inhib. Med. Chem.(2015), 30, 514-517.  

http://doi:10.3109/14756366.2014.926343 

http://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/14756366.2014.926343 
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3.6.6 Liganden Docking in Kombination mit QM/MM-GBSA, MM-GBSA und MM-PBSA Methoden 

 zum Struktur-basierten Drugdesign 

 

Das weiterhin vorherrschende Defizit an geeigneten Inhibitoren der humane Myt1 war 

Anlass, weiteren Fragenstellungen des Struktur-basierten Drugdesigns nachzugehen. So 

wurde ein Liganden Docking in Kombination mit QM/MM-GBSA, MM-GBSA und MM-PBSA 

Methoden genutzt, um aktive von inaktiven Myt1 Kinaseinhibitoren zu unterscheiden. Die 

Ergebnisse zeigten, dass die QM/MM-GBSA Methode als am besten geeignet erschien. Drei 

Verbindungen des durchgeführten virtuellen Screenings zeigten eine signifikante Inhibition 

von Myt1. PD-173952 unterstrich mit einem Ki-Wert von 8.1 nM die Anwendbarkeit des 

Protokolls. Weiterhin zeigten zwei Verbindungen, PD-180970 und Saracatinib, eine Inhibition 

im niedrigen mikromolaren Bereich. Die durchgeführten computergestützten in silico 

Untersuchungen erweitern das Methodenspektrum und bilden die Grundlage für ein 

rationales Design weiterer Leitstrukturen.  

Die Ergebnisse zu diesen Arbeiten wurden publiziert in: Application of Docking and QM/MM-

GBSA Rescoring to Screen for Novel Myt1 Kinase Inhibitors; Kanin Wichapong, Alexander 

Rohe, Charlott Platzer, Inna Slynko, Frank Erdmann, Matthias Schmidt, Wolfgang Sippl; J. 

Chem. Inf. Mod. (2014), 54, 881-893.  

http://doi/abs/10.1021/ci4007326 

http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ci4007326  
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3.6.7 Identifizierung von Peptid-Substraten mittels Peptid-Microarray als Grundlage zur 

 Entwicklung eines Aktivitätsassays 

Für die Identifizierung potentieller Inhibitoren der humanen Myt1 Kinase standen bisher 

zwei Bindungsassays für sowohl Volllänge- als auch Kinasedomäne-Myt1 basierend auf 

unterschiedlichen analytischen Prinzipien vor (siehe Kapitel 3.6.3 und 3.6.4). Ergänzt wurde 

das Methodenspektrum durch den funktionellen Assay, bei dem die Aktivität von flMyt1 

durch Phosphorylierung des natürlichen Substrates Cdk1 mittels SDS-page und Western blot 

Analyse unter Verwendung sowohl eines anti-Cdk1- bzw. eines anti-phospho-Cdk1(Tyr15)-

Antikörpers detektiert wurde (Kapitel 3.6.5). Grundlage eines zu entwickelnden 

Aktivitätsassays sind Kenntnisse über die Substratspezifität der Myt1. Ausgehend vom 

natürlichen Substrat Cdk1 wurden, wie berichtet, verschiedene Modellpeptide untersucht 

(Kapitel 3.6.2). Die Ergebnisse hierzu unterstrichen zunächst die Restriktivität der Kinase, da 

keine Aktivität mit mehreren vom natürlichen Substrat abgeleiteten kurzkettigen Peptiden, 

aber sehr wohl mit den natürlichen Proteinsubstraten nachgewiesen werden konnte. So 

wurden weiterführende Untersuchungen zur Substraterkennung mit Hilfe eines Peptid-

Microarrays durchgeführt. Dabei wurden 2304 Peptide, derivatisiert aus bekannten 

humanen Phosphorylierungsstellen – darunter 855 Peptide mit Tyrosin-Resten, untersucht. 

Zur Visualisierung des Phosphorylierungsstatus wurde ein immunologischer Ansatz unter 

Verwendung eines phospho-Tyr-Antikörpers gewählt. Die erhaltenen Ergebnisse wurden 

durch einen radioaktiven Readout verifiziert. So konnten 11 potentielle neue Substrate der 

Myt1-Kinase identifiziert werden. Für Wee1, welche vergleichend ebenso untersucht wurde, 

konnten 21 mögliche Substrate identifiziert werden. Beide Substratgruppen hatten eine 

Schnittmenge von 4 Peptiden. Interessanterweise wurde die native Phosphorylierungsstelle 

beider Kinasen, der N-terminalen Region von Cdk1, nur von Wee1 erkannt. Diese Ergebnisse 

bestätigten somit unsere vorangegangenen Erkenntnisse bezüglich Substraterkennung.  

 

 

Abb.7: Assaysprinzip der Identifikation von Peptidsubstraten der humanen Myt1 Kinase 
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Zur Verifizierung der Ergebnisse des Microarrays sollte ein in solution Assay durchgeführt 

werden. Für dieses Vorhaben wurden die 11 identifizierten Modellpeptide mittels 

Festphasenpeptidsynthese synthetisiert. Die Phosphorylierung der Substrate durch Myt1 

wurde mit einem homogenen Fluoreszenzpolarisation-basierenden Immunoassay (FPIA) 

bestimmt. Dabei wird ein Tracer vom phospho-Tyr-Antikörper kompetitiv durch das 

phosphorylierte Modellpeptid verdrängt. Alle im Microarray gefundenen Peptide konnten 

mit dieser Methode als Substrat der humanen Myt1 bestätigt werden. Die Ergebnisse 

wurden zusätzlich durch massenspektrometrische Methoden bestätigt. Wir validierten diese 

Ergebnisse wiederum durch Erstellung eines neuen Inhibitionsprofils mit CEP-701 

(Lestaurtinib), Dasatinib und PD173952. Basierend auf Daten von 442 Kinasen gibt es außer 

Myt1 keine Tyrosinkinase, die durch die geeignete Kombination dieser Inhibitoren ein 

derartiges Profil aufweist.  

Die Ergebnisse dieser Arbeiten wurden publziert in: Identification of peptidic substrates for 

the human kinase Myt1 using peptide microarrays; Alexander Rohe, Charlott Platzer, Antonia 

Masch, Sandra Greiner, Claudia Henze, Christian Ihling, Frank Erdmann, Mike Schutkowski, 

Wolfgang Sippl, Matthias Schmidt; Bioorganic & Medicinal Chemistry (2015), 23, 4936-4942.  

http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2015.05.021  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089615004216  
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3.7 Zusammenfassung II und Ausblick 

Die Störung der durch Kinasen vermittelten Signaltransduktion fundamentaler Prozesse wie 

Wachstum, Differenzierung, Apoptose und Genexpression führt zu massiven 

pathophysiologischen Veränderungen. So stellen Cyclin-abhängige Kinasen (Cdk), die an 

einer Vielzahl regulatorischer Vorgänge des Zellzyklus beteiligt sind, attraktive Targets für 

neuartige Antitumor-Wirkstoffe dar. Die Kinase Myt1 ist ein wichtiger Regulator des 

Cdk1/CyclinB Kinase Systems. Die Myt1-katalysierte Phosphorylierung von Cdk1 bewirkt eine 

Inhibition des Proteins, die den Eintritt in die Mitosephase verhindert und somit den 

Zellzyklus reguliert. Eine Hemmung der Myt1-Kinase führt somit zur vorzeitigen Aktivierung 

der Cdk1 und damit zur mitotischen Katastrophe. Demnach sind Inhibitoren der Myt1 Kinase 

in der Lage, schnell proliferative Zellen abzutöten und den Zellzyklus zu beeinflussen. Als 

erste Leitstruktur für nachfolgende Strukturmodifikationen wurde das literaturbekannte, 

hochselektive und wirksame 1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6´-amino-6´-deoxy-α-D-

glucosyl)-sn-glycerol, ein natives Glycoglycerolipid aus marinen Algen, ausgewählt. Hierfür 

wurde ein 13-stufiges Synthesekonzept erarbeitet. Unter retrosynthetischen 

Gesichtspunkten wurde die Synthese in drei wichtige Abschnitte untergliedert. Der erste 

Abschnitt erforderte die Darstellung eines partiell geschützten 6-Glucosaminderivats, der 

zweite Schritt umfasste das Glycosylierungsverfahren unter stereochemischer Kontrolle. Im 

dritten Teil erfolgte die Einführung der Fettsäurereste zum Glycoglycerolipid. Die erarbeitete 

Strategie erlaubte die selektive Modifikation definierter Strukturen im Molekül, mit dem Ziel 

innerhalb des Moleküls die Substitutionen des Kohlenhydratbausteins, der Kettenlänge und 

die Darstellung der Anomeren vorzunehmen. Mit Hilfe von Modelling-Studien wurde neue 

Strukturen entwickelt, die eine Glycopyranose als Kernstruktur enthalten, die über 

verschiedene Abstandshalter über die Position C-1 mit einem N-haltigen Heterozyklus 

verknüpft ist. Ebenso auf Computer-gestützten Methoden basierend wurden neuartige 

Glycotriazol-Derivate entwickelt, die über die Position C-1 oder C-6 mit dem Zucker 

verknüpft sind. Für die biologische Evaluierung dieser Verbindungen war zunächst die 

erfolgreiche Präparation der humanen Myt1-Kinase erforderlich. Hierzu wurden in 

biotechnologisch/biochemischen Upstream- als auch Downstream-Prozessen die Expression 

der Myt1 Kinase in E. coli als auch in Insektenzellen getestet. Letztendlich konnte gezeigt 

werden, dass zur erfolgreichen Präparation der nativen Myt1-Kinase in Volllänge (fl) ein 

Expression in humanen HEK293 Zellen und eine Solubilisierung mit Triton® X-100 und NP-40 

unumgänglich ist. Als empfindliche und spezifische Methoden zur Bestimmung des 

inhibitorischen Potentials mittels in silico screening erwählter oder synthetisierter 

Verbindungen wurden zwei leistungsfähige Bindungsassays etabliert. Der auf 

Fluoreszenzpolarisation beruhende Assay ist durch den chemisch mittels Fluorophor 

modifizierten ATP-kompetitiven Inhibitor Dasatinib charakterisiert. Der TR-FRET 

Bindungsassay basiert auf einer Eu-gelabelten anti-His-tag Antikörperreaktion. Beide Tests 

bedienen sich eines Substrat-freien Prinzips unter Verwendung einer rekombinanten 

Kinasedomäne von Myt1 (kd). Für bioanalytische Untersuchungen am diesem 

membranständigen Enzym in Volllänge ist das Verständnis der inhibitorischen 

Phosphorylierung an Thr14 und/oder Tyr15 des natürlichen Substrates, dem Cdk1/CyclinB 
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Komplex, von großem Interesse. Untersuchungen zur Substraterkennung zeigten die 

Restriktivität von Myt1 (fl) bezüglich ihrer Substratauswahl. Bislang waren lediglich Cdk1 und 

die entsprechenden Cyclin-Komplexe als Substrat der Myt1 Kinase (fl) bekannt. Dieser Fakt 

stellte insbesondere für die Assayentwicklung (Aktivitätsassay) im Sinne einer 

Inhibitorentestung ein großes Hindernis dar. Mit Hilfe eines Peptid-Microarrays konnten 

weitere Informationen bezüglich Substraterkennung gesammelt werden. Bei diesen 

Untersuchungen zu peptidmodifizierenden Mechanismen wurden aus ca. 2800 Substraten 

11 potentielle peptidische Strukturen erkannt. Als Resultat dieser Ergebnisse wurde eine 

Aktivitätsassay in Form eines homogenen Fluoreszenzpolarisation-basierenden 

Immunoassays (FPIA) etabliert. Dabei wird ein Tracer vom phospho-Tyr-Antikörper 

kompetitiv durch das phosphorylierte Modellpeptid verdrängt. Ein Prinzip, dass zur 

Quantifizierung des inhibitorischen Potentials möglicher Inhibitoren geeignet ist. Die 

durchgeführten computergestützten in silico Untersuchungen bezüglich der Wechselwirkung 

zwischen Myt1 Kinase (kd) und möglichen peptidischen Substraten als auch synthetisierten 

potentiellen Inhibitoren erweitern das Methodenspektrum und bilden die Grundlage für ein 

rationales Design weiterer Leitstrukturen. Insbesondere die QM/MM-GBSA Methode 

selektierte eine Reihe potentieller Testverbindungen, aus denen erste Vertreter erfolgreich 

an rekombinanter Myt1 Kinase (kd) getestet wurden.  

Somit zeigen die Ergebnisse, dass die bisherigen Arbeiten die sichere Expression von 

humaner Myt1 Kinase in Volllänge und als Domäne (Myt175-365) ermöglichen. Eine effiziente 

Inhibitorenentwicklung und –testung erfordert unabhängig voneinander arbeitende 

Assaysysteme. Zu diesem Zwecke wurde vier analytische Methoden, zwei Bindungsassays, 

eine SDS-page und Western blot Analyse mit dem natürlichen Substrat Cdk1 und ein 

Aktivitätsassay durch Phosphorylierung eines identifizierten Modellpeptids, entwickelt. 

Diese ermöglichen die Testung sowohl in der Arbeitsgruppe synthetisierter Verbindungen als 

auch durch virtuelles screening erhaltene potentielle Inhibitoren. Daraus ergeben sich 

folgende Schwerpunkte für weiterführende Arbeiten: 

 

 Die Optimierung der Reaktionsbedingungen der Kinasereaktion durch Optimierung 

des am besten geeignetsten Puffersystems, Optimierung von Temperatur und pH-

Wert, als auch Wahl des geeignetsten Detergenz. Nach Optimierung der 

erforderlichen Kinasekonzentration sollte ebenso die Bestimmung der Km-Werte für 

ATP und EFS247-259 möglich sein. Mit der Validierung dieses Aktivitätsassays steht 

dann eine weitere analytische Möglichkeit für ein Medium, Random oder High 

Throughput Screening zur Verfügung. 

 Das für derartige Screeningvorhaben benötigte Substanzreservoir unserer 

Arbeitsgruppe beziffert sich derzeit auf ca. 960 Verbindungen. Neben verschiedenen 

in house Substanzbibliotheken generiert sich das Reservoir auch aus small molecule 

Kinaseinhibitoren, die über 30 verschiedene Chemotypen umfassen. Diese 

Substanzdatenbank wird von der Firma GlaxoSmithKline zur Verfügung gestellt und 

bietet die Möglichkeit umfangreiche Informationen aus den zu erwartenden Struktur-

Wirkungsbeziehungen abzuleiten. Die Ergebnisse dieser Assays sollen im virtuellen 
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Screening durch Kombination von Docking und Freien-Energie Berechnungen neue 

Leitstrukturen verifizieren, deren synthetische Weiterentwicklung im Sinne 

klassischer medizinischer und pharmazeutischer Chemie zu Inhibitoren mit Ki- 

Werten im einstelligen nanomolaren Bereich führt. 

 Zu grundlegenden Arbeiten auf dem Gebiet der Biochemie und Pharmakologie zählt 

die Weiterentwicklung der sicheren und stabilen Expression von humaner Myt1 in 

Volllänge und als Kinasedomäne. Darüber hinaus ist die Expression des natürlichen 

Substrates Cdk1 (bisher kommerziell erworben) für den beschriebenen funktionellen 

Assay (Myt1 fl, Cdk1, SDS-Page und Western Blot) vorgesehen. Um den Einfluss 

potentieller Inhibitoren auf die Progression des Zellzyklus in humanen Primärzellen 

und Zelllinien zu untersuchen wird die Entwicklung eines Durchflusszytometrie-

basierenden Assays angestrebt. Die Verifizierung dieser so gewonnenen Ergebnisse 

soll durch einen RNAi-induzierten „knock-down“ von humaner Myt1 bzw. anderer 

relevanter Kinasen, wie z.B. Cdk1, erfolgen. Die Quantifizierung der durch Inhibition 

verursachten Änderungen in Proliferation und Differenzierung von humanen Zellen 

soll die Etablierung eines zellulären Assays ermöglichen. Desweiteren sind Studien 

zur subzellulären Lokalisation der humanen Myt1 geplant. Für den potentesten 

Vertreter sollen Selektivitätsstudien an Kinasen durchgeführt werden.  

 Bei der Durchführung des Peptid Microarrays wurden neben den im Kapitel 3.6.7 

erwähnten Peptiden auch Histon H1 als mögluiches Substrat für Myt1 Kinase 

identifiziert. Dieses Ergebnis verspricht grundlegende Erkenntnisse über die 

Substraterkennung und Histonphosphorylierung von Myt1 (fl) und anderen Kinasen 

(Wee1). Es sind weiterführende Experimente zur Identifizierung von Histon-

Substraten mit einem Histon-Peptid-Microarray geplant. Dazu sollen mehrere 

tausend Peptide synthetisiert und auf Glasoberflächen immobilisiert werden. Diese 

Peptide sind von den verschiedenen humanen Histonen abgeleitet und sind chemisch 

mit verschiedenen Modifikationen versehen, die posttranslationale Modifikationen 

(PTM) simulieren sollen. Zur Validierung des Verfahrens soll unter Nutzung der Kinase 

Wee1 in Anwesenheit von radioisotop-markiertem ATP die bekannte Tyrosin-

Phosphorylierung innerhalb von Histonen nachgewiesen werden. Weiterhin soll der 

Einfluss benachbarter PTMs auf die Phosphorylierbarkeit des Substrates (cross talk) 

systematisch analysiert werden. Dafür steht das Microarraysystem für die 

umfassende Analyse der Substratspezifität von Myt1 zur Verfügung 
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