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1. Einleitung

Die Komplexit�t und Vielfalt des Lebens spiegelt sich im
molekularen Bauplan einer jeden Zelle wider. Dabei werden
wesentliche Funktionen von Proteinen ausgef�hrt, die in der
Desoxyribonukleins�ure (DNA) durch die Abfolge der Nuk-
leobasen in den Genen verankert sind. Die DNA wird in der
Zelle zun�chst in Boten-Ribonukleins�ure (mRNA) umge-
schrieben (Transkription), die dann als Matrize f�r die Syn-
these von Proteinen (Translation) dient. Mit dem großen
Erfolg von zahlreichen Genomsequenzierungsprojekten der
vergangenen Jahre konnte eine Vielzahl von eukaryotischen
und prokaryotischen Genomen aufgekl�rt werden, darunter
das menschliche und die der wichtigsten Krankheitserreger.
Die große Herausforderung der nun anbrechenden post-
genomischen �ra besteht darin, der Vielzahl von uncharak-
terisierten Genen eine Bedeutung zuzuordnen und ihre po-
tenzielle Rolle in der Krankheitsentstehung zu verstehen.[1]

F�r dieses ambitionierte Vorhaben ist eine Reihe moderner
Methoden notwendig, die gerade in den letzten Jahren durch
zahlreiche Fortschritte auf den Gebieten der Chemie, Biolo-
gie und Analytik erst m�glich geworden sind. Da nicht die
Gene, sondern die durch sie codierten Proteine die relevanten
physiologischen Aufgaben in der Zelle verrichten, ist ihre
fehlgeleitete Expression und Regulation die unmittelbare
Ursache f�r die Entstehung von Krankheiten. Um zu ver-
stehen, welche Rolle einzelne Gene oder Proteine in diesen
Prozessen spielen, vergleicht man das Expressionsmuster,
d.h. die Menge an mRNA (Genomics) oder an Proteinen
(Proteomics), zwischen gesunden und kranken Zellen.[2–6]

Da in vielen F�llen Proteine weiteren Regulationspro-
zessen unterliegen, korreliert die Menge an einem Protein
mitunter nicht mit seiner Aktivit�t und der damit verbunde-
nen physiologischen oder pathologischen Funktion (Abbil-

dung 1). Diese Regulation ist insbe-
sondere bei Enzymen wichtig, deren
degradative katalytische Prozesse, wie
z. B. Proteolyse, eine Bedrohung f�r
die Funktionsf�higkeit der Zelle dar-
stellen. Die Aktivit�t von Proteasen
und vielen anderen Enzymen wird
daher durch eine Reihe post-transla-

tionaler Prozesse reguliert (Abbildung 1).[7] In erkrankten
Zellen hingegen k�nnen diese regulatorischen Prozesse außer
Kontrolle geraten. Bei Krebs- und Alzheimer-Erkrankungen
wird z.B. Proteasen eine entscheidende Rolle im Fortschrei-
ten der Krankheit zugewiesen.[8–11] Da die Methoden auf dem
Gebiet der Proteomik nur die Menge, d.h. wie viel des je-
weiligen Enzyms die Zelle herstellt, aber nicht die Aktivit�t
eines Enzyms erfassen k�nnen, ist keine direkte Aussage �ber
deren jeweilige Funktion m�glich. Um diese Einschr�nkun-
gen zu umgehen, wurde vor ungef�hr 10 Jahren ein neues
chemisch-proteomisches Verfahren maßgeblich von Cra-
vatt[12, 13] und Bogyo[7, 14] unter dem Namen „aktivit�tsbasier-
tes Protein-Profiling“ (ABPP) etabliert. Wegbereitend f�r die
heutige ABPP-Technik war die Forschung der Gruppen um
Walker[15] und Powers.[16, 17]

Ein besonders leistungsf�higes Anwendungsgebiet des
ABPP besteht in der Aufkl�rung der zellul�ren Angriffsziele
von Naturstoffen.[18] Naturstoffe bieten ein großes Spektrum
an biologischen Aktivit�ten und sind die Grundlage einer
Vielzahl zugelassener Arzneimittel. Neben der Isolierung,
Strukturaufkl�rung und Totalsynthese ist in der modernen
Naturstoffforschung vor allem die Kenntnis der molekularen
Angriffsziele und der Wirkungsmechanismen von zentralem
Interesse. Soll ein Naturstoff als Arzneimittel zugelassen
werden, ist es wichtig, den genauen Wirkort und auch alle
m�glichen weiteren Ziele in der Zelle aufzukl�ren, die zu
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m�glichen Nebenwirkungen f�hren k�nnen. Bisher verwen-
dete Verfahren beruhten haupts�chlich auf Studien zur In-
vitro-Wechselwirkung einzelner Naturstoffe mit einer Aus-
wahl an isolierten Standardenzymen, z.B. Kinasen. Dieses
Verfahren hat den Nachteil, dass zum einen nur ein Bruchteil
der in der Zelle vorkommenden Proteine mit dem Wirkstoff
zur Interaktion gebracht wird und zum anderen keine phy-
siologischen Bedingungen (z. B. Regulation der Aktivit�t) wie
in einer intakten Zelle nachgeahmt werden k�nnen. Da
gerade in den letzten Jahren vermehrt Naturstoffe f�r ABPP
zur Aufkl�rung ihrer Angriffsziele eingesetzt wurden, soll
dieses interessante Forschungsthema einer der Schwerpunkte
dieses Aufsatzes sein.

Um die Komplexit�t einer Zelle, ihre Regulation und
auch die Entwicklung von Krankheiten vollst�ndig verstehen
zu k�nnen, spielen neben DNA, RNA und Proteinen auch
kleine Molek�le, sogenannte Metaboliten, eine entscheiden-
de Rolle. Das Metabolom (die Gesamtheit aller Metaboliten)
ist das Produkt von Netzwerken enzymatischer Reaktionen in
Zellen, was sich in einer hohen chemischen Diversit�t mit z. B.

Peptiden, Zuckern, Lipiden und Nukleosiden widerspiegelt.
Somit entspricht das Metabolom einer Momentaufnahme der
Produkte aus dem fein regulierten Netzwerk an Enzymakti-
vit�ten eines Organismus, das sich aus der Wechselbeziehung
mit seiner aktuellen Umwelt ergibt (Abbildung 1). Das Me-
tabolom spielt eine essenzielle Rolle in vielen Signaltrans-
duktionskaskaden. Daher ist eine genaue strukturelle Auf-
kl�rung aller Metaboliten sowie das Verst�ndnis ihrer Funk-
tion in zellul�ren Netzwerken eine fundamentale Aufgabe der
gegenw�rtigen Forschung. Im Unterschied zu RNA und
Proteinen sind Metaboliten strukturell diverse Molek�le, die
keine direkte Verkn�pfung mit dem genetischen Code auf-
weisen und meist nicht aus einer definierten Auswahl an
monomeren Bausteinen aufgebaut sind. Daher ist die Ent-
wicklung einer universellen Methode zur Charakterisierung
des Metaboloms – im Gegensatz zum Genom und Proteom –
erschwert. Die Entwicklung neuer Methoden auf diesem
Gebiet erlaubt es jetzt, die metabolischen Substrate einzelner
Enzyme zu bestimmen und damit eine genauere Kenntnis
�ber ihre Funktion zu erhalten.[19] In den letzten Jahren
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Abbildung 1. Zellul�re Wechselwirkungen bei der Regulation von Proteinen und Metaboliten. Die entscheidenden Informationen �ber Aktivit�t und
Funktionen dieser Biomolek�le k�nnen mit den klassischen Methoden der Molekularbiologie nicht erfasst werden und bed�rfen daher neuer
Strategien wie ABPP und Metabolit-Profiling.

S. A. Sieber et al.Aufs�tze

2742 www.angewandte.de � 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2010, 122, 2740 – 2759

http://www.angewandte.de


konnte so eine Reihe wichtiger Entdeckungen von Enzym-
Metabolit-Paaren gemacht werden, die eine leistungsf�hige
Erg�nzung zum ABPP f�r die Aufkl�rung und Funktion
physiologischer und pathologischer Vorg�nge an der
Schnittstelle von Proteom und Metabolom darstellen.[19,20]

Dieses Thema bildet den zweiten Schwerpunkt dieses Auf-
satzes.

2. Prinzipien des aktivit�tsbasierten Protein-
Profiling (ABPP)

2.1. Sondendesign und Proteommarkierung

ABPP ist im Laufe der Zeit zu einem komplement�ren
proteomischen Ansatz avanciert, mit dem es m�glich ist, die
Aktivit�t, Funktion und Regulation von Enzymen in vitro
und zus�tzlich in vivo zu studieren. Der Schl�ssel bei dieser
Methode ist ein interdisziplin�rer Ansatz bestehend aus
Chemie, Biologie und Analytik, mit dessen Kombination
kleine Molek�le, die eine hohe Affinit�t f�r die aktiven
Zentren einzelner Enzymklassen aufweisen, mit einem
Marker zur Visualisierung (Fluoreszenzfarbstoff) oder An-
reicherung (Biotin) versehen werden. Diese kleinen Sonden
binden nur in das freie aktive Zentrum des Zielenzyms, was
eine einfache Visualisierung und Identifikation mittels Gel-
elektrophorese (SDS-PAGE) und Fluoreszenzdetektion er-
m�glicht. Enzyme, deren aktives Zentrum blockiert und
somit unzug�nglich f�r kleine Molek�le ist, werden von den
Sonden nicht gebunden und visualisiert, was einen wichtigen
Unterschied zum klassischen Proteomikansatz darstellt. Mit
ABPP wurde in den vergangenen Jahren eine Reihe von
bahnbrechenden Entdeckungen bez�glich der Aktivit�t von
pathogeneseassoziierten Enzymen, deren funktioneller Cha-
rakterisierung und der Entwicklung m�glicher Inhibitoren
erzielt. Grunds�tzlich besteht eine Sonde aus drei Elementen
(Abbildung 2A). Das erste Element bildet die reaktive
Gruppe, die speziell auf die Reaktion mit einem bestimmten
aktiven Zentrum zugeschnitten ist. So sind z.B. die von Cra-
vatt et al. eingef�hrten Fluorophosphonat-Sonden (FP-
Sonden) ein herausragendes Beispiel f�r einen selektiven
Inhibitor, der ausschließlich Enzyme der Serinhydrolase-
Familie angreift, einer Enzymfamilie, die �ber 1% der in
eukaryotischen Zellen exprimierten Proteine ausmacht.[21–24]

Gebunden an diese reaktive Gruppe ist ein Spacer (das zweite
Element einer Sonde), �blicherweise eine kurze hydrophobe
Alkyl- oder eine eher hydrophile Polyethylenglycolkette, die
die reaktive Gruppe vom Marker (tag) trennt. Die Hydro-
phobie des Spacers sollte sich dabei an den Eigenschaften des
Zielenzyms orientieren und kann durch spezielle Derivati-
sierung auf unterschiedliche Pr�ferenzen der Substratbinde-
taschen zugeschnitten werden. Das dritte Element einer
Sonde ist der Marker, der zur Anreicherung, Identifizierung
und Visualisierung der Zielproteine dient. Urspr�nglich ein-
gesetzte radioaktive Marker wurden aufgrund ihrer um-
st�ndlichen und gef�hrlichen Handhabung weitgehend durch
Biotin- und Fluoreszenzmarker, wie etwa Tetramethyl-
rhodamin (TAMRA), ersetzt. Zus�tzlich erleichtern Bio-
tinmarker durch die Bindung von Avidin die Markierung und
erm�glichen eine massenspektrometrische Charakterisierung
durch Proteinanreicherung �ber Avidin-Beads. In einem
klassischen Markierungsexperiment werden ausgew�hlte
Sonden mit Proteomen, beispielsweise aus zwei verschiede-
nen pathogenen Stadien, inkubiert. W�hrend der Inkubation
binden die fluoreszierenden Sonden direkt an die aktiven
Zentren der gew�nschten Zielproteine. Analytische Verfah-
ren, wie etwa die SDS-Gelelektrophorese kombiniert mit
bildgebenden Verfahren der Fluoreszenzaufnahme erm�gli-
chen schließlich eine schnelle vergleichende Analyse von
Zell- oder Gewebezust�nden, die auf eine krankheitsassozi-
ierte Enzymaktivit�t hindeuten k�nnen (Abbildung 2B).
Diese pathogenit�tsassoziierten Enzyme k�nnen darauf in-
tensiver untersucht werden und zuk�nftig als Zielproteine in
der Therapie oder Diagnostik dienen. In diversen F�llen
konnten �ber die Wechselwirkung von Sonden mit ihren
Zielenzymen wichtige Targets f�r Krebs-, Infektions- und
Stoffwechselkrankheiten identifiziert werden (Abschnitt 3.2).
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Abbildung 2. A) Aufbau einer Sonde und B) Verlauf eines klassischen
ABPP-Experiments. Rh = Rhodamin.
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2.2. Bioorthogonale Chemie f�r In-vivo-Experimente

Die n�tige Verwendung kovalent gebundener, sterisch
anspruchsvoller Marker hatte den Anwendungsbereich des
urspr�nglichen ABPP eingeschr�nkt. Durch ihre geringe
Zellpermeabilit�t konnte in der Regel nur in Zelllysaten ge-
arbeitet werden. Zelllysate haben den Nachteil, dass durch
die Zerst�rung von Organellen und verschiedenen Zellkom-
partimenten h�ufig Aktivatoren oder Inhibitoren freigesetzt
werden, die die Aktivit�t von Enzymen beeinflussen.[25]

Dieses Problem konnte durch die Einf�hrung von bioortho-
gonalen Reaktionen, z. B. der CuI-katalysierten Huisgen-
[3+2]-Azid-Alkin-Cycloaddition (Klickreaktion, CC, Sche-
ma 1A) oder der Staudinger-Ligation (SL, Schema 1B) zwi-

schen Aziden und Methylester-modifizierten Triphenylphos-
phanen, gel�st werden.[26–31] Diese orthogonalen Reaktionen
zeigen eine geringe Reaktivit�t gegen�ber anderen Biomo-
lek�len wie der DNA oder unmarkierten Proteinen und
lassen sich problemlos in w�ssrigen Medien durchf�hren.
Somit ist es m�glich, Proteine in lebenden Zellen �ber zell-
permeable kleine Sonden zu markieren und nach anschlie-
ßendem Zellaufschluss mit dem jeweiligen Marker zu verse-
hen.[32–34]

2.3. Analytische Methoden im ABPP

�ber die Zeit haben sich mehrere Methoden zur Detek-
tion und Identifikation markierter Proteine entwickelt, die als
komplement�r anzusehen sind. Eine der wohl ausgereiftesten
und h�ufigst verwendeten analytischen Methoden f�r das
ABPP ist das „In-Gel-Fluoreszenzscanning“ (IGFS). Hierbei
wird das mit fluoreszierenden ABPP-Sonden markierte Pro-
teom �ber SDS-PAGE der Gr�ße nach aufgetrennt. Zur
Identifizierung der Fluoreszenzbanden wird in der Regel eine
Affinit�tsanreicherung �ber Biotin–Avidin vorgeschaltet. Die
Banden werden anschließend aus dem Gel ausgeschnitten

und nach tryptischem Verdau �ber gekoppelte Fl�ssigchro-
matographie/Massenspektrometrie (LC-MS) analysiert. In
den vergangenen Jahren ist zus�tzlich eine Reihe gelfreier
Methoden entwickelt worden, um verschiedenen Anspr�chen
wie z.B. Erh�hung der Empfindlichkeit oder simultane Be-
stimmung der Bindeposition einer Sonde in einem Enzym zu
gen�gen.[35–37] Unter anderem sind hier die „tandem ortho-
gonal proteolysis“(TOP)-Methode,[36] Antik�rper-basierende
Methoden[35,38] sowie zweidimensionale LC-MS/MS-Identifi-
kationsverfahren (MudPIT)[39] zu erw�hnen.

2.4. Reaktive Gruppen und Spezifit�t von ABPP-Sonden

Eine Vielzahl reaktiver Gruppen wurden als Leitmotive
f�r die Entwicklung von ABPP-Sonden eingesetzt, unter an-
derem Fluorophosphonate,[21–23] Sulfonate,[40] a-Chloracet-
amide,[41, 42] Michael-Akzeptoren[43–45] sowie Epoxide, Vinyl-
sulfone, Diazomethylketone, a-Halogenketone und Acyl-
oxymethylketone.[46–52] Sonden, die diese reaktiven Gruppen
enthalten, binden kovalent in das aktive Zentrum von En-
zymen und erm�glichen durch ihren Reaktionsmechanismus
bereits eine Abstufung und Differenzierung von Enzymklas-
sen (Abbildung 3). W�hrend Fluorophosphonate hoch spe-

zifisch mit Enzymen der Serinhydrolasefamilie reagieren,
zeigen Epoxide, Vinylsulfone, Diazomethylketone, a-Halo-
genketone und Acyloxymethylketone eine deutliche Pr�fe-
renz f�r Cysteinproteasen. Sulfonate, a-Chloracetamide und
Michael-Akzeptoren reagieren weitgehend ungerichtet und
k�nnen je nach Struktur und Seitengruppen der Sonde mit
einer Vielzahl verschiedener Enzymklassen mit aktiven
Zentren geeigneter Nukleophilie reagieren. Hierbei ist es
auch m�glich, durch die Dekoration die Reaktivit�t ent-
sprechend einzuschr�nken und auf die Anspr�che bestimmter
Zielenzymklassen zu optimieren. So konnten z. B. reaktive
Michael-Akzeptoren wie Zimtaldehyde[44, 45] oder Arylvinyl-
sulfonate und Arylsulfone[53] erfolgreich f�r die Markierung
von Phosphatasen eingesetzt werden.

Sonden mit einem Hydroxamat-Motiv gehen �ber den
Chelateffekt zu zweiwertigen Zinkionen im aktiven Zentrum
von Metalloproteasen eine hoch spezifische Wechselwirkung
ein. Obwohl diese reversibel erfolgt, lassen sich Hydroxamate

Schema 1. Unterschiedliche Prinzipien der Klickreaktion (A) und Stau-
dinger-Ligation (B) in der ABPP. TCEP=Tris(2-carboxyethyl)phosphan.

Abbildung 3. Beispiele reaktiver Gruppen in ABPP-Sonden.
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als ABPP-Sonden verwenden. �ber ein photoreaktives Ver-
netzungsreagens (crosslinker) wie Benzophenon oder Diazi-
rin k�nnen die entsprechenden Sonden nach UV-Bestrahlung
eine kovalente Bindung zu ihren Zielenzymen aufbauen und
damit eine best�ndige Markierung dieser Proteine errei-
chen.[54, 55] Mit diesen Sonden konnte die Familie der Metal-
loproteasen, die an vielen Krebserkrankungen beteiligt sind,
untersucht werden.[55, 56]

Diese Beispiele zeigen die große Bandbreite m�glicher
reaktiver Gruppen und ihren Einsatz zur zielgerichteten
Markierung von Enzymen. Viele Naturstoffe weisen bereits
eine dieser reaktiven Gruppen wie z.B. Epoxide oder Mi-
chael-Akzeptoren auf. F�r ihre spezifische biologische Wir-
kung ist in der Regel ihre fein abgestimmte Dekoration
maßgeblich. Doch auch reversibel bindende Naturstoffe
k�nnen unter pr�parativer Einf�hrung einer der zuvor be-
schriebenen reaktiven Gruppen oder eines photoreaktiven
Vernetzungsreagens in ABPP-Sonden verwandelt werden,
die es anschließend erm�glichen, die Zielproteine eines
Wirkstoffs oder deren Lokalisierung im komplexen Proteom
eines Organismus aufzusp�ren. F�r eine detaillierte �ber-
sicht der ABPP-Sonden, die nicht auf Naturstoffen beruhen
und in diesem Aufsatz daher nicht ausf�hrlich besprochen
werden k�nnen, sei auf Artikel in der Literatur verwie-
sen.[13, 57–60]

3. Naturstoffe und privilegierte Strukturen

Obwohl Naturstoffe mit etwa 60% den Großteil aller
zugelassenen pharmakologisch wirksamen Substanzen
bilden, sind viele ihre Zielorte und Wirkmechanismen bislang
unbekannt.[61–63] Naturstoffe mit biologischer Aktivit�t weisen
in der Regel eine fein abgestimmte Reaktivit�t gegen�ber
ihren nat�rlichen molekularen Zielorten auf. Sie binden
dabei hoch spezifisch und selektiv an einige ausgew�hlte
Zielstrukturen, wie Proteine, Nukleins�uren oder deren
Komplexe. Die Wechselwirkung von Naturstoffen mit ihren
Zielproteinen reichen von relativ schwachen Protein-Ligand-
Wechselwirkungen bis zu sehr stabilen kovalenten Modifi-
kationen. In einigen Naturstoffen liegen hoch reaktive
Gruppen vor, die auf den ersten Blick kaum kompatibel mit
den vielen m�glichen Reaktionspartnern eines lebenden Or-
ganismus erscheinen. Durch ihre jeweilige Dekoration
werden diese Stoffe jedoch in ihrer Reaktivit�t entsprechend
angepasst, sodass sie meist eine hoch spezifische Wirkung
durch Inhibition einiger weniger Enzyme im Zielorganismus
aus�ben k�nnen.[64]

Da Naturstoffe �ber Jahrmillionen der Evolution auf ihre
jeweilige Wirkung optimiert wurden, stellen ihre reaktiven
oder hoch affinen Zentralelemente (z. B. b-Lactonring,
Penam-Grundger�st) privilegierte Strukturen dar, die f�r
eine Anwendung als molekulare Werkzeuge oder pharma-
kologische Wirkstoffe besondere Relevanz aufweisen.[18,61–63]

Die fein abgestimmte Reaktivit�t dieser Stoffe bildet eine
vielversprechende Basis, um diese systematisch durch die
Synthese von Derivaten zu untersuchen und zu modulieren.
Dies erm�glicht es, bedarfsgerechte Ver�nderungen ihrer
Selektivit�t vorzunehmen oder g�nzlich neue Zielproteine zu

erschließen. In diesem Abschnitt sollen ABPP-Sonden, die
auf Naturstoffen und deren Derivaten basieren oder unter
Ausnutzung ihrer privilegierten Strukturen entwickelt
wurden, vorgestellt und ihre biologischen Anwendungsm�g-
lichkeiten erl�utert werden. Einige der im nachfolgenden
beschriebenen Strukturen weisen eine spezifische Affinit�t
f�r bestimmte Enzyme oder Enzymklassen auf, andere hin-
gegen markieren Zielstrukturen �ber verschiedene Enzym-
klassen hinweg. So vielf�ltig wie die Bindungspr�ferenzen
dieser Naturstoffe sind, so unterschiedlich sind auch ihre
Anwendungsm�glichkeiten, die von der Leitstruktur zum
Wirkstoffdesign �ber die Identifikation der Zielstrukturen
bekannter Stoffe bis zur Verwendung als molekulare Werk-
zeuge reichen.

3.1. ABPP-Sonden basierend auf Naturstoffen und privilegierten
Strukturen

Um einen Naturstoff oder eine Verbindung mit privile-
giertem Strukturtyp in eine ABPP-Sonde zu �berf�hren,
m�ssen zwei Voraussetzungen gew�hrleistet sein. Es muss
entweder bereits eine intrinsische Reaktivit�t des Naturstoffs
vorliegen, die eine kovalente Verkn�pfung der Sonde mit den
Zielproteinen erm�glicht, oder es muss durch ein Vernet-
zungsreagens diese Reaktivit�t k�nstlich eingef�hrt werden
(Abschnitte 2.1 und 2.4). Die zweite wesentliche Vorausset-
zung ist eine Reportergruppe (z. B. Fluoreszenzmarker, siehe
Abschnitt 2.1) zur Detektion.

3.1.1. Wortmannin

Wortmannin ist ein Naturstoff aus der Gruppe der Fura-
nosteroide, der als Metabolit von dem Schimmelpilz Penicil-
lium wortmannii gebildet wird. Zahlreiche Studien belegten
f�r Wortmannin eine Wirkung als potenter Inhibitor von
Enzymen der Phosphoinositid-3-kinase(PI-3K)-Superfami-
lie[65, 66] und bei h�heren Konzentrationen auch von mit PI-3K
verwandten Enzymen wie mTOR und DNA-PK.[67] Die In-
hibition dieser Enzyme erfolgt �ber die kovalente Modifika-
tion des konservierten katalytisch aktiven Lysinrests in deren
aktivem Zentrum durch das elektrophile Michael-Akzeptor-
System von Wortmannin. Da die Regulierung der Aktivit�t
von Enzymen der PI-3K-Familie bei diversen Arten von
Krebserkrankungen versagt und diese konstitutiv aktiv sind,
wurde die Antitumorwirkung von Wortmannin und seinen
Derivaten prim�r auf die Inhibition von PI-3-Kinasen zu-
r�ckgef�hrt.[68] Das Potenzial von Wortmannin als pharma-
kologische Leitstruktur und zur Untersuchung zellul�rer
Regulationsvorg�nge inspirierte die Entwicklung von Wort-
mannin-abgeleiteten ABPP-Sonden (Schema 2A). �ber eine
Veresterung mit einer deacetylierten Alkoholseitenkette an
C11 des Wortmannin-Grundger�sts wurden Fluoreszenz-
marker (BODIPY und Rhodamin) angebracht und so die
Bindungspartner von Wortmannin sowie dessen Derivaten in
Lysaten und lebenden Zellen untersucht. Hierbei konnten
Yee et al. die hohe Reaktivit�t von Wortmannin gegen�ber
PI-3-Kinasen und mit ihren verwandten Enzymen best�ti-
gen.[69] Daneben wurden von Liu et al. �ber einen �hnlichen
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aktivit�tsbasierende Ansatz Polo-like-Kinase 1 (Plk1) und
Polo-like-Kinase 3 (Plk3) als zellul�re Angriffsziele von
Wortmannin identifiziert.[70, 71] Auch hier erfolgte die kova-
lente Bindung �ber einen Angriff eines konservierten Lysin-
rests am elektrophilen Ger�st von Wortmannin, in diesem
Fall jedoch in der ATP-Bindetasche der Polo-like-Kinasen.[71]

Da in Krebszellen auch eine fehlerhafte �beraktivierung von
Polo-like-Kinasen vorliegt, ist es wahrscheinlich, dass Wort-
mannin seine pharmakologische Wirkung neben PI-3-Kina-
sen teilweise auch �ber Polo-like-Kinasen aus�bt. Diese Re-
sultate verdeutlichen den Wert von ABPP f�r die Untersu-
chung von molekularen Angriffszielen und in pharmakolo-
gischer Hinsicht unerw�nschten Nebenzielen potenter Na-
turstoffe im komplexen Proteom von Lebewesen.

3.1.2. Microcystine

�hnlich wie Wortmannin weisen auch Microcystine ein
reaktives Michael-Akzeptor-System auf. Microcystine sind
nicht-ribosomal synthetisierte cyclische Heptapeptide, die als
Cyanotoxine von Cyanobakterien produziert werden und bei
Algenbl�ten durch ihre Toxizit�t zur Gef�hrdung von Men-
schen und Tieren f�hren. Microcystine sind als Inhibitoren
der Serin/Threonin-Proteinphosphatasefamilien PP1 und
PP2A bekannt und zeigen Potenzial als m�gliche Krebsthe-
rapeutika.[72] �ber einen konservierten Cysteinrest im akti-
ven Zentrum der Enzyme kann ein nukleophiler Angriff an
das Michael-Akzeptor-System von Microcystin erfolgen, was

zu einer kovalenten Bindung des Inhibitors f�hrt (Sche-
ma 2B).[73] Durch Kondensation eines 1,3-Diketons mit
einem Argininrest in einem der Microcysteine (Microcystin-
LR), der sich f�r die Affinit�t gegen�ber Phosphatasen als
nicht entscheidend erwies, konnten Shreder et al. Rhodamin
als Fluoreszenzmarker einf�hren und somit eine Microcystin-
Sonde f�r ABPP etablieren.[74] In Zelllysaten von Jurkat-
Zellen (T-Lymphozyten) konnte damit die spezifische Bin-
dung von Microcystin-LR an verschiedene Proteinphospha-
tasen nachgewiesen werden. Die Methode wurde dar�ber
hinaus erfolgreich angewendet, um die Ver�nderung der
Aktivit�t von Phosphatasen in Zellen zu untersuchen, die mit
dem Phosphataseinhibitor Calyculin A vorbehandelt waren.

3.1.3. Showdomycin

Bei dem Nukleosidanalogon Showdomycin handelt es
sich um einen antibiotisch aktiven Naturstoff, der aus dem
Actinobakterium Streptomyces showdoensis isoliert wurde.[75]

Die strukturelle Verwandtschaft von Showdomycin zu Uridin
und Pseudouridin macht es zu einem potenziellen Wechsel-
wirkungspartner mit entsprechenden Uridin- oder Pseudo-
uridin-bindenden Enzymen.[76, 77] Statt des Pyrimidins in 1’-
Position der Ribose weist Showdomycin eine reaktive Ma-
leimideinheit auf. An diese k�nnen nukleophile Thiole, wie
sie Cysteine im aktiven Zentrum oder den Substratbinde-
taschen einiger Enzyme darstellen, addiert werden (Sche-
ma 3A). B�ttcher und Sieber entwickelten eine Showdomy-

Schema 2. Naturstoffbasierende Sonden mit einem Michael-Akzeptor-System als reaktiver Gruppe. A) Mechanismus der Markierung von Kinasen
durch eine Wortmannin-Sonde und B) von Phosphatasen durch eine Microcystin-Sonde.
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cin-Sonde unter Modifikation der freien prim�ren 5’-OH-
Gruppe durch einen Hexinoylrest.[78] Die Anwendung dieser
Sonde auf lebende Gram-positive und Gram-negative pa-
thogene Bakterien und anschließende Identifikation der
molekularen Angriffsziele ergab eine Reihe von essenziellen
Enzymen aus den beiden Klassen der Oxidoreduktasen und
Transferasen, deren kumulative Ausschaltung den antibioti-
schen Effekt von Showdomycin erkl�ren d�rfte.[78] Besonders
interessante Zielstrukturen waren die f�r die Zellwandbio-
synthese entscheidenden Enzyme MurA1 und MurA2. Wei-
terhin konnten einige wesentliche Unterschiede in der Akti-
vit�t von virulenzassoziierten Enzymen zwischen verschie-
denen pathogenen und nicht-pathogenen St�mmen aufge-
deckt werden, was den Wert dieser Sonde als Werkzeug in der
Erforschung der Pathogenesevorg�nge verdeutlicht.

3.1.4. FR182877

Bei Cyclostreptin (�)-FR182877 handelt es sich um einen
komplexen Naturstoff mit einer Reihe interessanter phar-
makologischer Wirksamkeiten, unter anderem gegen Krebs-
zellen. Die Struktur dieses Naturstoffs bietet f�r Reaktionen
mit seinen Angriffszielen im Proteom zwei elektrophile
Gruppen, einen Michael-Akzeptor mit gespanntem Olefin
am Br�ckenkopfatom sowie eine Lactoneinheit. Die Wirkung
von Cyclostreptin in der Unterbrechung des Zellzyklus wurde
auf seine Interaktion mit den Mikrotubuli zur�ckgef�hrt, den
Proteinfilamenten, die in der Zellteilung die korrekte Auf-
teilung der Chromosomen bewirken.[79, 80] Um weitere m�g-
liche Angriffsziele zu identifizieren, synthetisierten Adam
et al. (�)-FR182877 und modifizierten dieses �ber eine freie
Alkoholgruppe mit Rhodamin sowie zur Anreicherung von
Bindungspartnern mit einem Rhodamin/Biotin-Linker
(Schema 3B).[81] Hierbei wurde in den Proteomen aus ver-
schiedenen Mausgeweben Carboxylesterase-1 als Haupt-
angriffsziel von (�)-FR182877 identifiziert. Dieses war be-

reits bei einer 100fach niedrigeren
Konzentration vollst�ndig gebunden,
als f�r die Wirkung auf Mikrotubuli
berichtet wurde. Weiterhin konnte ge-
zeigt werden, dass nur das nat�rliche
Cyclostreptin (�)-FR182877, nicht
aber (+)-FR182877 Carboxylesterase-
1 inhibiert. Da Carboxylesterasen in
diversen Krebsarten fehlerhaft regu-
liert sind, sind Cyclostreptin und von
ihm abgeleitete Sonden zugleich inter-
essante pharmakologische Leitstruk-
turen und diagnostische Werkzeuge.
Durch ABPP konnte somit ein weite-
rer Bindungspartner eines Naturstoffs
identifiziert werden, der m�glicher-
weise einen wesentlichen Beitrag an
dessen pharmakologischem Wirkungs-
spektrum haben k�nnte.

3.1.5. HUN-7293

HUN-7293 ist ein fungales Cyc-
lodepsipeptid, das die Expression von vaskul�rem Zelladh�-
sionsmolek�l (VCAM) inhibiert. Im Unterschied zu den
zuvor beschriebenen Inhibitoren bindet HUN-7293 jedoch
reversibel, sodass keine kovalente Bindung zwischen Inhibi-
tor und Zielproteinen vorliegt, was deren Identifikation er-
schwert. MacKinnon et al. synthetisierten daher eine Photo-
affinit�tssonde mit Photo-Leucin im Grundger�st des Cyc-
lodepsipeptids als Ersatz f�r Leucin, welches �ber seine
photoreaktive Diaziringruppe nach UV-Bestrahlung eine
kovalente Verkn�pfung mit den Bindungspartnern von
HUN-7293 eingehen kann (Schema 3C).[82] Zur Visualisie-
rung wurde ein Propargylrest eingef�hrt, der nach UV-indu-
zierter Reaktion der Sonde mit einer Proteomfraktion des
endoplasmatischen Retikulums mit Rhodaminazid �ber die
Klickreaktion verkn�pft wurde. Als Bindungspartner des
Inhibitors wurde Sec61a identifiziert, das ist der strukturelle
Kern des Sec61-Translokationskanals, der im endoplasmati-
schen Retikulum am Beginn des Sekretionsweges aller Pro-
teine steht. Durch ABPP konnten hierbei ein direkter
Nachweis des molekularen Angriffsziels von HUN-7293 und
eine Erkl�rung f�r dessen Wirkungsweise erzielt werden.

3.1.6. b-Lactone

Eine weitere Art kleiner, moderat elektrophiler Hetero-
cyclen, die als ABPP-Sonden eingesetzt wurden, sind die b-
Lactone. Ihr elektrophiles Ringsystem kann durch entspre-
chend nukleophile Gruppen im aktiven Zentrum von Enzy-
men in Position C2 oder C4 angegriffen werden und dabei
unter Ring�ffnung eine kovalente Bindung mit ihren Ziel-
enzymen eingehen. Obwohl einige b-Lactone wie Obafluo-
rin[83] oder Hymeglusin[84] mit antibiotischer Aktivit�t und
Lipstatin[85] bzw. Tetrahydrolipstatin[86] als Inhibitoren der
pankreatischen Lipase mit medizinischer Anwendung be-
schrieben sind, war lange Zeit �ber das nat�rliche Spektrum
an Zielenzymen von b-Lactonen in bakteriellen und eukary-

Schema 3. A) Die Showdomycin-Sonde als Uridinnukleosidanalogon reagiert durch Addition von
Mercaptogruppen mit Proteinen. B) Sonde auf Basis von FR182877 mit zwei reaktiven Gruppen
(Pfeile) und C) Sonde auf Basis von HUN-7293 mit einem photoaktivierbaren Diazirin zur kova-
lenten Verkn�pfung mit seinen Zielproteinen und einem Alkin-Marker f�r Klickreaktionen.
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otischen Proteomen relativ wenig bekannt. Um diese Frage
zu beantworten, synthetisierten B�ttcher und Sieber eine
kleine biomimetische Bibliothek aktivit�tsbasierender trans-
b-Lacton-Sonden mit diversen Seitengruppen in C3-Position
und einem Alkin in C4-Position, welches nach Markierung
der Sonden im Proteom �ber die Klickreaktion mit einer
fluoreszierenden Reportergruppe modifiziert werden
konnte.[87] In Anlehnung an nat�rlich vorkommende b-Lac-
tone wurden aromatische und aliphatische Seitengruppen mit
unterschiedlicher L�nge und Substitutionsgrad eingesetzt
(Abbildung 4A).

In-vitro-Versuche mit bakteriellen Proteomen ergaben
eine selektive Markierung von �ber 20 Enzymen aus vier
verschiedenen Enzymklassen mit unterschiedlichen Pr�fe-
renzen je nach Substitution der Sonden. Auch wenn die na-
t�rlichen Substrate dieser Enzyme und die von ihnen kata-
lysierten Reaktionen sehr unterschiedlich sind, so ist allen
markierten Enzymen ein nukleophiler Cystein- (Cys) oder
Serinrest (Ser) im aktiven Zentrum gemeinsam. Einige der
identifizierten Ziele, darunter resistenz- und virulenzassozi-
ierte Enzyme wie die bakterielle caseinolytische Proteinpro-
tease (ClpP), sind von besonderem Interesse und werden
unter den biologischen Anwendungen (Abschnitt 3.2.1.2)
n�her beschrieben.

Aktivit�tsbasierende Sonden mit einem Peptidger�st,
einem b-Lactonring als reaktiver Einheit und Biotin als Re-
portergruppe wurden zur Untersuchung des Proteoms von
Arabidopsis thaliana verwendet. Hierbei wurde in vitro eine
Peptidtransligase (RD21) identifiziert, die f�r die N-termi-

nale Markierung von PsbP, einem Protein des Photosys-
tems II, zust�ndig ist.[88]

In einer weiteren Studie wurde Clasto-Lactacystin (Omu-
ralid), ein b-Lacton, das als aktiver Metabolit des potenten
Proteasominhibitors Lactacystin in situ gebildet wird,[89] als
[3H]-Sonde eingesetzt, um die a-Kette mit ihrem katalytisch
aktiven Threoninrest als Angriffsziel dieses Naturstoffs zu
identifizieren.[90]

3.1.7. b-Lactame

Neben den b-Lactonen sind auch die strukturell eng ver-
wandten b-Lactame privilegierte Strukturen mit einer reak-
tiven elektrophilen Einheit. Sowohl in der Pharmakologie als
auch in der angewandten Medizin stellen sie seit der Entde-
ckung von Penicillin durch Alexander Fleming eine der
wichtigsten antibiotisch aktiven Naturstoffgruppen dar. Ihre
antibakterielle Wirkung beruht auf der Inhibition von Peni-
cillin bindenden Proteinen (PBPs), die als essenzieller Be-
standteil der Zellwandbiosynthese die Verkn�pfung des
Zellwandbausteins Peptidoglycan katalysieren. Verschiedene
PBPs weisen hierbei eine unterschiedliche Affinit�t f�r be-
stimmte b-Lactame auf und bilden einen wesentlichen An-
satzpunkt f�r die evolution�re Anpassung der Bakterien auf
den enormen Selektionsdruck durch Antibiotikabehandlun-
gen.[91] Die Erforschung von PBPs ist daher von zentralem
Interesse, um die Vorg�nge der Resistenzbildung verstehen
und neue wirksame b-Lactam-Antibiotika entwickeln zu
k�nnen. Daher wurden bereits fr�h b-Lactam-Sonden mit

Abbildung 4. A) Biomimetische Bibliothek von b-Lacton-Sonden. B) Sonden als Derivate der bekannten Antibiotika Ampicillin (AmpC und AmpN),
Cephalosporin (CephN) und Aztreonam (Azt) sowie einige davon abgeleitete synthetische Sonden.
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radioaktiven oder fluoreszierenden Reportergruppen einge-
setzt, um aktive PBPs in bakteriellen Membranfraktionen
visualisieren zu k�nnen.[92, 93] Wesentliche Nachteile dieser
Methoden sind im Fall der radioaktiven Reportergruppen der
zeitliche und technische Aufwand und im anderen Fall die
Gr�ße des angeh�ngten Fluoreszenzmarkers, der die spezifi-
sche Bindung im aktiven Zentrum und die Zellpermeabilit�t
der Sonden f�r In-situ-Studien negativ beeinflusst. Staub und
Sieber verwendeten daher b-Lactam-Sonden mit einem
kurzen Alkinrest, um PBPs und bislang unbekannte Zielen-
zyme in situ in lebenden Bakterienzellen detektieren und
identifizieren zu k�nnen.[94] Mit einer Sondenbibliothek, von
nat�rlichen b-Lactamen konventioneller Antibiotika abge-
leitet war, konnten diverse PBPs mit unterschiedlichen Pr�-
ferenzen der Sonden markiert werden, w�hrend synthetische
b-Lactam-Sonden zus�tzliche Zielstrukturen, darunter auch
eine resistenzassoziierte b-Lactamase abdeckten (Abbil-
dung 4B). In einer Folgestudie konnten wesentliche Unter-
schiede in den Enzymaktivit�ten des Pathogens Staphylo-
coccus aureus und einem multiresistenten Stamm (Methicil-
lin-resistenter Staphylococcus aureus, MRSA) aufgezeigt
werden.[95] Hierbei wurden neben bereits bekannten resis-
tenzassoziierten Enzymen auch bislang unbekannte Proteine
als Bindungspartner identifiziert, die daraufhin als Enzyme
mit b-Lactamase-Aktivit�t charakterisiert werden konnten.
Dies verdeutlicht den Wert von aktivit�tsbasierenden Sonden
als Werkzeuge zu Identifikation und Charakterisierung neuer
Zielenzyme, was besonders im Hinblick auf pathogene Bak-
terien zur Entwicklung neuer Strategien bei der Suche nach
Leitstrukturen f�r neue Medikamente von Nutzen sein
k�nnte.

3.1.8. Spiroepoxide

Einige Naturstoffe weisen eine elektrophile Spiroepoxid-
Einheit als reaktive Gruppe in ihrer Molek�lstruktur auf.
Hierzu geh�ren unter anderem die Antibiotika und antitu-
moraktiven Substanzen Fumagillin,[96] Luminacin D[97] und
FR901464.[98] F�r Fumagillin konnte bereits durch eine bio-
tinylierte Sonde die Methioninaminopeptidase 2 (MetAP-2)
als Angriffsziel im Proteom von eukaryotischen Zellen
identifiziert werden.[99] Auf Basis dieser Naturstoffe stellten
Evans et al. 1-Oxaspiro[2.5]octan-Sonden mit einem Alkin-
Linker her, die zur Visualisierung und Anreicherung der
Zielenzyme durch bioorthogonale Klickreaktionen mit
Rhodamin und Rhodamin/Biotin-Reportergruppen modifi-
ziert werden k�nnen.[100] Diese Grundstruktur der Sonden
wurde durch zus�tzliche variable Seitengruppen modifiziert,
die verschiedene sterische und elektronische Pr�ferenzen der
Substratbindetaschen ihrer Zielenzyme abdecken sollten
(Schema 4A). Bei einem pharmakologischen Aktivit�tstest
der Sondenbibliothek gegen eine Brustkrebszelllinie wurde
eine Sonde (MJE3) gefunden, die eine besonders herausra-
gende Effektivit�t aufwies. Um das molekulare Angriffziel
dieser Sonde zu ermitteln, wurden lebende Zellen in situ mit
der Sondenbibliothek behandelt. Nach Zellaufschluss und
Klickreaktion wurden die markierten Ziele der Sonden auf
einem Fluoreszenzgel (SDS-PAGE) visualisiert. Es zeigte
sich, dass nur bei der Sonde MJE3 die Bande eines 26-kDa-
Proteins vorhanden war, w�hrend diese bei den anderen
strukturverwandten Sonden fehlte und alle anderen von
MJE3 markierten Banden im Proteom auch von anderen
Verbindungen der Sondenbibliothek abgedeckt wurden. Die

Schema 4. Sonden mit Epoxygruppen als reaktivem Motiv: A) naturstoffbasierende Spiroexpoxidsonden mit diversen Substituenten; B) Mechanis-
mus der Inhibition von Cysteinproteasen durch E-64; C) eine von E-64 abgeleitete Sonde mit Biotin und radioaktivem 125I-Marker.
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massenspektrometrische Identifikation der Bande ergab das
Enzym Phosphoglyceratmutase 1 (PGAM1), das jedoch nur
in lebenden Zellen markiert werden konnte. Dies l�sst darauf
schließen, dass weitere Faktoren in der lebenden Zelle an der
Bindung der Spiroepoxidsonde beteiligt sind, die im In-vitro-
Proteom nicht zur Verf�gung stehen, was den Wert von In-
situ-Studien bei ABPP verdeutlicht. Vorausgehende Studien
ergaben bereits Hinweise auf eine m�gliche Rolle von
PGAM1 in der Proliferation von Krebszellen.[101] Durch
ABPP konnte in diesem Fall ein neuer pharmakologisch ak-
tiver Inhibitor zusammen mit seinem Angriffsziel im Proteom
identifiziert werden.

3.1.9. Epoxide

Neben den Spiroepoxiden sind auch nicht-anellierte Ep-
oxide als reaktive Einheiten von Naturstoffen bekannt. Diese
Elektrophile reagieren bevorzugt mit nucleophilen Mercap-
togruppen im aktiven Zentrum von Cysteinproteasen (Sche-
ma 4B). Zu dieser Klasse von Naturstoffen z�hlt auch das
Epoxysuccinylpeptid E-64 (l-trans-Epoxysuccinyl-l-leucyl-
amido(4-guanidino)butan), das aus dem Schimmelpilz As-
pergillus japonicus isoliert wurde.[102] Dieses ist als kovalenter
Inhibitor diverser Cysteinproteasen, unter anderem von
Cathepsinen B, H und L bekannt, die eine entscheidende
Rolle im programmierten Zelltod (Apoptose) und bei der
Proliferation und Invasion von Krebszellen spielen.[46,103]

Andere Proteasefamilien wie Serinproteasen oder Metallo-
proteasen hingegen werden durch E-64 nicht inhibiert.
Greenbaum et al. etablierten ABPP-Sonden auf Basis von E-
64 mit unterschiedlichen Reportergruppen wie dem Radio-
nuklid 125I, Biotin und dem Fluorophor BODIPY (Sche-
ma 4C).[104,105] Diese Sonden erwiesen sich als wertvolle
analytische Plattform zur funktionellen Analyse von Cat-
hepsinen.

Epoxomycin, ein weiteres Epoxypeptid mit anti-
inflammatorischer und Antitumor-Aktivitit�t, wurde mit
einem Biotinlinker als Sonde modifiziert und zur Untersu-
chung der Bindungspartner in Proteomen von Mauszelllinien
herangezogen. Hierbei konnten vier katalytisch aktive Un-
tereinheiten des Proteasoms als molekulare Zielstrukturen in
lebenden Zellen identifiziert werden.[106, 107]

Auch Trapoxin ist ein Naturstoffepoxid, bei dem es sich im
Gegensatz zu den linearen Epoxypeptiden wie Epoxomycin
und E-64 jedoch um ein Cyclotetrapeptid handelt. Es wurde
aus dem Pilz Helicoma ambiens isoliert und als Antitumor-
substanz und effizienter Inhibitor der Histondeacetylierung
beschrieben.[108] Durch Kombination von isotopenmarkierten
[3H]- und [125I]Trapoxin-Sonden sowie eines an einer Fest-
phase immobilisierten Trapoxinderivats konnte erstmals eine
Histondeacetylase als Angriffsziel von Trapoxin detektiert
und charakterisiert werden.[109]

3.2. Biologische Anwendungen

Naturstoffe weisen ein breites Spektrum biologischer
Effekte und pharmakologischer Anwendungsm�glichkeiten
auf. In der Form von ABPP-Sonden stellen sie ein enormes

Potential zum einen als molekularbiologische Werkzeuge,
zum anderen aber auch als Instrumente und Leitstrukturen
der Wirkstoffforschung dar. Die abgestufte Reaktivit�t von
Naturstoffen bietet eine M�glichkeit der selektiven Markie-
rung von aktiven Enzymen in komplexen Proteomen. Da-
durch lassen sich pathogeneseassoziierte Enzymaktivit�ten in
Proteomlysaten und lebenden Zellen erforschen oder dia-
gnostische Profile von Krankheiten oder deren Erregern er-
stellen. Wie durch diverse b-Lacton-[87] und b-Lactam-
Sonden[94] sowie eine Showdomycin-Sonde[78] gezeigt wurde,
lassen sich pathogene und nicht-pathogene Bakterien durch
die Aktivit�tsprofile ihrer Proteome differenzieren. Hierbei
ergaben sich teilweise erhebliche Unterschiede in den Akti-
vit�ten virulenz- und resistenzassoziierter Enzyme, was
eventuell eine neue Identifikations- und Charakterisierungs-
methode pathogener sowie multiresistenter Bakterienst�m-
me anhand ihrer Proteomsignatur erm�glicht.

Da eine aktivit�tsbasierte Markierung die Bindung der
Sonde in das aktive Zentrum eines Enzyms voraussetzt, wird
mit jeder markierten Zielstruktur zugleich eine potenzielle
Inhibitorleitstruktur identifiziert. Eine erfolgreiche Sonde
kann somit direkt oder nach weiterer struktureller Optimie-
rung in der Wirkstoffforschung eingesetzt werden. Es besteht
also ein fließender �bergang von ABPP-Sonden in ihrer
Verwendung als Werkzeuge der Molekularbiologie und als
Mittel zur Erforschung pharmakologischer Wirkstoffe.

Klassische Methoden zur Wirkstoffsuche testen in der
Regel eine Bibliothek von Naturstoffen und deren Derivate
gegen einzelne pharmakologisch interessante Zielenzyme
oder gegen�ber einem Pathogenese-Modellsystem (z. B.
Krebszellen) und selektieren aus dieser Bibliothek vielver-
sprechende Wirkstoffkandidaten heraus. Dieses Vorgehen
hat jedoch erhebliche Nachteile. Im ersten Fall werden viele
positive Resultate durch Stoffe erhalten, die entweder un-
spezifisch an ein Enzym binden oder aber im komplexen
Proteom eines Organismus eine Pr�ferenz f�r v�llig andere
Zielproteine aufweisen. Im zweiten Fall sind die molekularen
Ziele zun�chst unbekannt, und es ist m�glich, dass die
Wirksamkeit durch eine ungerichtete Reaktivit�t oder Toxi-
zit�t bedingt ist, die den potenziellen Wirkstoff f�r einen
therapeutischen Einsatz disqualifiziert. Weiterhin k�nnen
hierbei aussichtsreiche Leitstrukturen leicht �bersehen
werden, wenn diese ohne vorhergehende pharmakokineti-
sche Optimierung eingesetzt werden und durch zu geringe
Zellpermeabilit�t oder zu raschen Abbau im Organismus
keine Wirkung zeigen.

Aktivit�tsbasierende Sonden umgehen diese Probleme.
Sie erm�glichen es, die molekularen Angriffsziele eines
Naturstoffs im komplexen Proteom oder sogar direkt im le-
benden Organismus zu untersuchen und somit sowohl dessen
Haupt- als auch Nebenangriffsziele zu charakterisieren. Be-
sonders f�r die zielgerichtete Strukturoptimierung zur Bin-
dung eines bestimmten Proteins ist dieser Ansatz reizvoll.[110]

Es ist allerdings zu bemerken, dass dieser Ansatz vorwiegend
f�r kovalent bindende Naturstoffe gilt, w�hrend f�r viele re-
versibel bindende pharmakologisch aktive Stoffe, die f�r die
Pharmaindustrie von Interesse sind, durch den Bedarf an
Vernetzungsreagentien eine etwas eingeschr�nkte Anwend-
barkeit gegeben ist. Weiterhin erleichtert die Anwendung von
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ABPP-Sonden auch die Suche nach Wechselwirkungen der
jeweiligen Naturstoffe mit Proteinen im menschlichen Orga-
nismus, was entscheidend f�r die fr�hzeitige Erkennung und
Vermeidung potenzieller Nebenwirkungen in der Medika-
mentenentwicklung ist.

In diesem Abschnitt sollen die beiden Aspekte der An-
wendung von naturstoffbasierten ABPP-Sonden als Werk-
zeuge und Wirkstoffe beleuchtet werden. Da beide Aspekte
eng miteinander verflochten sind, werden diese im Folgenden
in den jeweils �bergeordneten Themengebieten besprochen.

3.2.1. Menschliche Erkrankungen
3.2.1.1. Krebs

Das große Potenzial von ABPP-Sonden f�r die Erfor-
schung der Krebsentstehung konnte bereits eindrucksvoll mit
vollsynthetischen Fluorophosphonat(FP)- und Hydroxamat-
Sonden f�r die selektive Analyse von Serinhydrolase-[39,111]

und Metalloproteaseaktivit�ten[55] demonstriert werden.
Auch Naturstoffsonden k�nnen hierbei einen wesentlichen
Beitrag leisten. So konnte mit Sonden auf der Basis von E-64
(Abschnitt 3.1.9) die Rolle der Cystein-Cathepsin-Familie in
pankreatischen Inselzelltumoren von transgenen RIP1-Tag2-
M�usen untersucht werden. Anlass dazu gab die von Joyce
et al. entdeckte Hochregulierung der Genexpression dieser
Cysteinproteasen, vor allem der Cathepsine B, C, L und Z
w�hrend der Tumorgenese.[8] Die Aktivit�t der Cathepsine
konnte durch die Markierung mit E-64-Sonden im Proteom
direkt best�tigt werden. Die In-vivo-Applikation einer fluo-
reszenten zellpermeablen E-64(BODIPY)-Sonde erm�glich-
te durch konfokale Mikroskopie die Lokalisierung der Cat-
hepsinaktivit�t im Gewebe und in Tumorzellen. Stark erh�hte
Aktivit�ten wurden bei angiogenen Blutgef�ßen und der in-
vasiven Front der Karzinome gefunden. In Kombination mit
chemischen Knockouts durch einen von E-64 abgeleiteten
Breitbandinhibitor f�r Cathepsine konnte diesen eine ent-
scheidende Rolle in der Angiogenese, der Proliferation und
dem invasiven Tumorwachstum zugewiesen werden. Cat-
hepsine k�nnten somit als potenzielle pharmakologische
Ziele und E-64 als m�gliche Leitstruktur bei der Suche nach
neuen Medikamenten zur Krebsbehandlung dienen.

Weitere Naturstoffsonden wie FR182877, Microcystine
und Wortmannin, die in Zusammenhang mit der Krebsfor-
schung stehen, wurden bereits in Abschnitt 3.1 besprochen.

3.2.1.2. Infektionskrankheiten

Nicht nur bei Krebserkrankungen spielen Proteasen eine
entscheidende Rolle. Auch am Lebenszyklus des Protozoen
Plasmodium falciparum, des Erregers der Malaria, ist eine
Vielzahl essenzieller Proteasen beteiligt, die attraktive An-
griffsziele f�r die medikament�se Behandlung darstellen.[112]

Um eine dieser Proteaseklassen detaillierter zu untersuchen,
verwendete Greenbaum et al. eine Cysteinprotease-spezifi-
sche Sonde auf Basis von E-64 (Abschnitt 3.1.9).[113] Eine
systematische aktivit�tsbasierende Studie der verschiedenen
Stadien im Lebenszyklus des Parasiten ergab Falcipain 1 als
einzige aktive Cysteinprotease im Merozoitenstadium w�h-
rend der Zellinvasion in die Erythrozyten. Die Aktivit�ten

von Falcipain2/3 hingegen lagen in anderen Stadien
(Trophozoit und Schizont) stark erh�ht vor. In einem kom-
petitiven Auswahlverfahren wurden kleine Epoxysuccinyl-
peptide als Inhibitoren f�r Falcipain1 eingesetzt und deren
Affinit�t und Selektivit�t durch die Konkurrenz der Inhibi-
toren mit der E-64-Sonde eingestuft. Der potenteste Inhibitor
von Falcipain1 vermochte die Invasion von Plasmodium in
die Erythrozyten und damit einen essenziellen Schritt im
Lebenszyklus des Parasiten zu unterbinden.

In einer anderen Studie wurde von Hang et al. eine Azid-
modifizierte E-64-Sonde eingesetzt, um die Aktivit�t von
Cathepsin B in eukarotischen Zellen w�hrend einer Infektion
mit Salmonella typhimurium zu untersuchen.[114] Hierbei
wurde durch die E-64-Sonde markiertes Cathepsin B im
Proteom prim�rer Makrophagen durch Staudinger-Ligation
(Abschnitt 2.2 und Schema 1 B) zur Visualisierung modifi-
ziert. Dabei zeigte sich, dass keine Aktivit�t der Cysteinpro-
tease Cathepsin B mehr in den Vakuolen der Wirtzellen
vorlag, die Salmonellen internalisiert hatten, w�hrend nicht-
pathogene E. coli keine Beeintr�chtigung der Proteaseakti-
vit�t in den Vakuolen bewirkten und in diesen verdaut
wurden. Dies weist auf eine m�gliche Rolle der Inhibition von
Cathepsin B f�r das �berleben und die Virulenz der Bakte-
rien bei intrazellul�rer Infektion von S. typhimurium hin.

Pathogene Bakterien wie Staphylococcus aureus stellen
durch die Entwicklung von multiresistenten St�mmen eine
zunehmende Bedrohung f�r den Menschen dar. Die Suche
nach neuen Angriffszielen in pathogenen Bakterien sowie die
Entwicklung neuer Wirkstoffe ist daher im Kampf gegen In-
fektionskrankheiten von prim�rem Interesse.

Mit einer Bibliothek biomimetischer b-Lacton-Sonden
konnten B�ttcher und Sieber Inhibitoren f�r die caseinolyti-
sche Proteinprotease (ClpP), eine konservierte Serinprotease,
die f�r die Virulenz vieler pathogener Bakterien entschei-
dend ist, identifizieren.[87,115] Obwohl aus Knockout-Mutan-
ten bereits bekannt war, dass ClpP bei der Infektion eine
zentrale Rolle in der Regulation der Aussch�ttung von To-
xinen und anderen Virulenzfaktoren spielt und daher als
Angriffsziel f�r die Behandlung von Infektionskrankheiten
vorgeschlagen wurde, war bislang kein spezifischer Inhibitor
bekannt.[116] Die Behandlung lebender S.-aureus-Kulturen mit
einem strukturoptimierten b-Lacton f�hrte unter anderem
zur vollst�ndigen Ausschaltung der extrazellul�ren h�moly-
tischen und proteolytischen Aktivit�t und einer erheblichen
Verringerung der Produktion lebensbedrohlicher PTSA-
Toxine, auch bei multiresistenten (MRSA) und virulenten
St�mmen.[110, 117]

Vor kurzem konnte dieser Ansatz auf das Pathogen Lis-
teria monocytogenes ausgeweitet werden, wobei ein signifi-
kanter R�ckgang der Virulenz und des intrazellul�ren
Wachstums in Mausmakrophagen nachgewiesen wurde.[110]

Die Ausschaltung von ClpP als zentralem Regulator der
Virulenz pathogener Bakterien bietet somit eine attraktive
Methode, die es erm�glicht, die Pathogene zu „entwaffnen“,
und die dem Immunsystem die M�glichkeit gibt, diese zu
eliminieren. Biomimetische b-Lactone k�nnen hierbei als
potente Leitstrukturen und ihre entsprechenden ABPP-
Sonden als wichtige Werkzeuge bei der Entwicklung eines
pharmakologischen Wirkstoffs dienen.
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4. Metabolit-Profiling

Bei der Entstehung von Krankheiten wie Krebs oder
bakteriellen Infektionen spielt die genau abgestimmte Re-
gulation der Aktivit�t aller Enzyme eines Proteoms oder
deren St�rung eine entscheidende Rolle, deren Untersuchung
mit den Methoden der klassischen Proteomik nicht m�glich
ist. ABPP-Sonden auf Naturstoffbasis k�nnen helfen, diese
L�cke zu schließen. Doch neben der Regulation der En-
zymaktivit�ten sind auch die Produkte der von ihnen kata-
lysierten biochemischen Reaktionen von fundamentaler Be-
deutung. Neben den normalen Produkten des Prim�rstoff-
wechsels umfassen diese Metaboliten unter anderem Media-
toren f�r Entz�ndungsvorg�nge, Signalstoffe, Toxine und
Antibiotika sowie eine Vielzahl therapeutisch und diagnos-
tisch interessanter kleiner Molek�le. Letztlich sind auch die
Naturstoffe selbst, die als ABPP-Sonden beschrieben wurden,
Metaboliten bestimmter Organismen. Als Produkte der Ge-
samtheit aller untereinander vernetzten biochemischen Re-
aktionen in einem Organismus sind sie das direkte Resultat
des Zusammenwirkens des aktiven Proteoms. W�hrend die
Proteomanalyse durch ABPP-Sonden mit den heute verf�g-
baren Genom- und Proteomdatenbanken mittlerweile gut
etabliert ist, befindet sich die Erforschung des Metaboloms –
die Metabolomik – noch am Anfang. Dennoch wurden auch
hier bereits große Erfolge erzielt, die in diesem Abschnitt
dargestellt werden.

4.1. Funktionelle Charakterisierung der �ber ABPP identifizierten
Enzyme

Da die Aktivit�t von Enzymen oftmals einen direkten
Einfluss auf die Regulation und Diversit�t des Metaboloms
hat, ist die Aufkl�rung der Enzymsubstrate eine wichtige
Voraussetzung f�r das Ver-
st�ndnis, die Diagnose und
die Bek�mpfung von
Krankheiten. Bisher wurde
haupts�chlich versucht, die
Substrate von Enzymen
durch In-vitro-Untersu-
chungen mit Substanzbi-
bliotheken zu identifizie-
ren. Nachteile dieses Ver-
fahrens sind die begrenzte
Diversit�t dieser Bibliothe-
ken, die nur bereits be-
kannte Strukturen beinhal-
ten, sowie die Vernachl�s-
sigung von wichtigen regu-
latorischen Faktoren wie
z. B. post-translationalen
Modifikationen, die nur in
lebenden Zellen auftreten
und in In-vitro-Assays nicht
ber�cksichtigt werden.[20]

Obwohl die In-vivo-Inter-
aktion von Metaboliten mit

Enzymen wesentlich komplexer und methodisch schwieriger
zu erfassen ist, gab es in den vergangenen Jahren eine Reihe
vielversprechender Ans�tze.[1,19, 20, 118–121]

�hnlich wie beim ABPP werden Untersuchungen im
Metabolom oftmals im vergleichenden Modus durchgef�hrt.
Auf diese Weise lassen sich sehr leicht Profile von kleinen
Molek�lmetaboliten erstellen, deren Auftreten sich mit dem
Ausschalten eines bestimmten Enzyms korrelieren l�sst.
Somit wurden in der Vergangenheit bereits einige wichtige
Erkenntnisse �ber die Funktionen von regulatorisch bedeut-
samen Enzymen erhalten, die zuvor �ber ABPP identifiziert
wurden. Prinzipiell l�sst sich die Methode des Metabolit-
Profiling in zwei konzeptionelle Ans�tze unterteilen (Abbil-
dung 5). Der gerichtete Ansatz beschr�nkt sich auf die Cha-
rakterisierung einer bestimmten Metabolitenklasse, die be-
reits eine Kenntnis der Enzymfunktion voraussetzt. Dabei
werden einzigartige chemische Merkmale wie NMR-aktive
Atome (31P), Molek�lmassen und Fragmentierungsmuster
herangezogen, was einen Zuwachs an Empfindlichkeit in der
Detektion und Quantifizierung mit sich bringt.[120, 122] Der
zweite Ansatz ist ungerichtet, d.h., hier werden Metaboliten
in ihrer gesamten Breite untersucht, was allerdings auf Kosten
der Empfindlichkeit geht.[1, 19,20, 118] Aufgrund der gr�ßeren
methodischen Breite, die es prinzipiell erlaubt, alle Metabo-
litensubstrate eines uncharakterisierten Zielenzyms bestim-
men zu k�nnen, m�chten wir uns im Folgenden uns auf die
Besprechung des ungerichteten „discovery metabolite profi-
ling“ (DMP) beschr�nken.

4.2. Metabolit-Profiling zur Aufkl�rung von Enzymfunktionen

Im Unterschied zu anderen LC-MS-basierenden Meta-
bolitanalyseverfahren, bei denen man isotopenmarkierte
Molek�le als interne Standards zusetzt, operiert DMP als

Abbildung 5. Prinzipien der gerichteten und ungerichteten (DMP) Metabolomanalyse. W�hrend es mit der ge-
richteten Variante massenspektrometrisch nur m�glich ist, bekannte Metabolitsubstrate einzelner Enzyme zu
identifizieren, k�nnen mit der ungerichteten DMP-Methode auch unbekannte Metaboliten detektiert werden.

S. A. Sieber et al.Aufs�tze

2752 www.angewandte.de � 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2010, 122, 2740 – 2759

http://www.angewandte.de


eine globale ungerichtete Methode, die Metaboliten anhand
ihrer absoluten Massenionenintensit�ten in einem breiten
Massenbereich quantifiziert und somit auf die Verwendung
von internen Standards verzichten kann.[1, 19, 20, 118] Um die
Molek�lmassen und relativen H�ufigkeiten solcher Metabo-
liten zu bestimmen, die als Konsequenz einer Enzyminhibi-
tion auftreten und damit Aufschluss �ber die Substrate und
die Funktion des jeweiligen Enzyms geben, wird eine eigens
f�r diese Methode entwickelte Software mit dem Namen
XCMS verwendet.[123] XCMS detektiert, vergleicht, quantifi-
ziert (basierend auf den Signalfl�chen) und ordnet statistisch
Massenpeaks durch den paarweisen Vergleich von unter-
schiedlichen LC-MS-Chromatogrammen (Enzym mutiert vs.
Enzym intakt). DMP erm�glicht somit die Identifizierung von
sowohl bekannten als auch unbekannten Metaboliten, was
diese Methode gerade f�r Anschlussexperimente zur Cha-
rakterisierung von Enzymen interessant macht, die �ber
ABPP identifiziert wurden, deren genaue Funktion aber
unklar ist.

DMP wurde erstmals von Cravatt und Mitarbeitern in der
Untersuchung von Metaboliten im Zentralnervensystem
eingesetzt. Bei diesen Studien sollten die Metabolitensub-
strate des Enzyms Fetts�ureamid-Hydrolase (FAAH) ermit-
telt werden.[118] Aus genetischen und chemischen Inhibi-
tionsstudien mit FAAH ist bekannt, dass dessen Inaktivie-
rung antidepressive, antiinflammatorische und schlaff�r-
dernde Wirkungen mit sich bringt.[124–126] Aus diesem Grund
handelt es sich bei FAAH um ein sehr interessantes medi-
kament�ses Angriffsziel, weswegen die Folgen seiner Inakti-
vierung auf den Metabolitenstoffwechsel genau untersucht
werden m�ssen. Aus vorhergehenden Studien war bereits
bekannt, dass FAAH viele Lipide, die an der Signaltrans-
duktion beteiligt sind, z. B. das Cannabinoid N-Arachido-
noylethanolamin (Anandamid), abbaut (Abbildung 6). Ob
auch andere Metaboliten des Zentralnervensystems (ZNS;
bestehend aus Gehirn und R�ckenmark) Substrate f�r FAAH
darstellen, war allerdings unbekannt. Daher wurde DMP im
direkten Vergleich von Metabolitenextrakten aus den Ge-
hirnen und dem R�ckenmark von M�usen, die das Enzym
FAAH enthalten (Wildtyp), mit solchen, in denen das Enzym
genetisch ausgeschaltet ist (Knockout), angewendet.[118] Die
Metabolome wurden jeweils durch eine Extraktion des ZNS-
Gewebes mit organischen L�sungsmitteln gewonnen, �ber

eine HPLC separiert und anschließend deren Massen mittels
Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) im
Positiv- und Negativmodus �ber einen Bereich von 200–
1200 kDa bestimmt. Im Falle des FAAH-Knockouts wurde
�ber DMP eine Reihe von Lipiden, darunter freie Fetts�uren,
Phospholipide und Ceramide identifiziert, deren relative
Mengen sich im Knockout nicht ver�ndern. Drastische �n-
derungen hingegen wurden erwartungsgem�ß f�r das bereits
bekannte FAAH-Substrat Anandamid und weitere N-
Acylethanolamine (NAEs) beobachtet. Interessanterweise
zeigten sich aber auch stark erh�hte Werte f�r eine Klasse
bisher uncharakterisierter Metaboliten im Knockout-
Gewebe. Die wahre Herausforderung des DMP-Ansatzes
besteht allgemein darin, die Identit�ten solcher unbekannten
Substrate aufzukl�ren. Dabei ist es meistens hilfreich, wenn
es erste Anhaltspunkte �ber die Zusammensetzung und Be-
schaffenheit des Molek�ls gibt, sowie dar�ber, in welchem
biologischen Kontext es auftritt. Im Falle der unbekannten
FAAH-Substrate wurde mittels pr�parativer HPLC eines der
Molek�le isoliert und �ber hochaufl�sende Massenspektro-
metrie eine molekulare Summenformel vorhergesagt. Zu-
sammen mit massenspektrometrischen Fragmentierungsstu-
dien konnte ein Muster erkannt werden, das auf die Pr�senz
einer Taurin-Einheit und einer sehr langen Fetts�ure hinwies.
Um die genaue Identit�t bestimmen zu k�nnen, mussten im
Anschluss mehrere synthetische Derivate mit unterschiedli-
chen Fetts�uren hergestellt und mit den nat�rlichen Meta-
boliten verglichen werden. Tats�chlich stimmten nat�rliche
und synthetische N-Acyltaurine (NATs) sowohl in der Re-
tentionszeit wie auch im Fragmentierungsmuster �berein, was
deren Identit�t eindeutig belegte (Abbildung 6). Weiterge-
hende Untersuchungen mit DMP in den Geweben von
M�uselebern und Nieren zeigten, dass auch in diesen Orga-
nen hohe Mengen an NATs als Konsequenz eines genetischen
oder chemischen FAAH-Knockouts auftreten, was zum
ersten Mal die große Bedeutung von FAAH in der Regula-
tion von NATs in peripheren Organen verdeutlichte.[127] Bei
der anschließenden Suche nach der physiologischen Bedeu-
tung von NATs zeigte sich, dass diese kleinen Signalmolek�le
in der Lage sind, TRP-Calciumkan�le (TRP = transient re-
ceptor potential) zu aktivieren.

Krebszellen stehen schon lange im Verdacht, signifikante
Ver�nderungen in ihrer metabolomischen Zusammensetzung
im Vergleich mit gesunden Zellen vorzunehmen, welche ihre
malignen Eigenschaften unterst�tzen. In vorangegangenen
ABPP-Untersuchungen haben Cravatt und Mitarbeiter durch
die Verwendung von FP-Sonden (Abschnitt 2.4) Enzymakti-
vit�ten entdeckt, die in aggressiven menschlichen Krebszell-
linien und prim�ren Tumoren vorkommen.[111, 128,129] Unter
diesen Enzymen stach besonders eines hervor (KIAA1363),
das in aggressiven Zelllinien mehrerer Tumore wie Brust-,
Haut- und Eierstockkrebs aktiv gewesen ist. Um die genaue
Funktion dieses Enzyms studieren zu k�nnen, wurde �ber
kompetitives ABPP ein potenter und selektiver Inhibitor des
Enzyms gefunden, was in Folgeuntersuchungen erm�glichte,
das Enzym durch Zugabe des Inhibitors auszuschalten und so
einen chemischen Knockout zu erzeugen.[128] Eine verglei-
chende DMP-Analyse zwischen KIAA1363-inhibierten und
nicht-inhibierten Krebszellen zeigte, dass dieses uncharakte-

Abbildung 6. Molek�lstrukturen von einigen untersuchten Metaboli-
ten.
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risierte Enzym eine ungew�hnliche Klasse neutraler Lipide
reguliert, die sogenannten Monoalkylglycerolether (MAGEs)
(Abbildung 6).[130] Weitergehende Untersuchungen mit dem
Enzym best�tigten dann tats�chlich seine katalytische Rolle
als 2-Acetyl-MAGE-Hydrolase, die große Mengen an
MAGEs in Krebszellen produziert. Dar�ber hinaus f�hrte die
Inaktivierung von KIAA1363 zu einem R�ckgang in der
Migrationsf�higkeit und im Wachstum von Krebszellen, was
dieses Enzym zu einem interessanten pharmakologischen
Angriffsziel macht. DMP konnte somit auch in diesem Bei-
spiel als erfolgreiche ABPP-Anschlussmethode zur funktio-
nellen Charakterisierung wichtiger pathogeneseassoziierter
Enzyme eingesetzt werden.

Dass DMP nicht nur auf die Untersuchung von kleinen
hydrophoben Molek�len wie Lipiden oder Steroiden be-
grenzt ist, zeigten Sagathelian und Mitarbeiter in einer
k�rzlich erschienenen Arbeit, bei der die Funktion des
Enzyms Dipeptidyl-Peptidase4 (DPP4) in der Niere von
M�usen n�her untersucht wurde.[131] DPP4 reguliert Peptid-
hormone und spielt eine Rolle bei der Entstehung von Dia-
betes. Um alle m�glichen Peptidsubstrate dieses Enzyms
aufzukl�ren, wurden die Metabolitenextrakte aus dem Nie-
rengewebe von M�usen, die einen genetischen DPP4-
Knockout aufweisen, mit denen von unver�nderten Wildtyp-
M�usen verglichen. Zwei Peptide mit charakteristischen
DPP4-Schnittstellen tauchten in erh�hten Mengen im Meta-
bolom der Knockout-M�use und deren zugeh�rigen, durch
DPP4 verursachten Spaltprodukten in den Wildtyp-M�usen
auf. Diese Ergebnisse belegen, dass MS-basierte Methoden
auch zur Identifikation von Peptidmetaboliten und der Auf-
kl�rung ihrer physiologischen Funktion geeignet sind.

Wie diese Beispiele eindrucksvoll belegen, ist DMP eine
leistungsf�hige technologische Plattform, die es erm�glicht,
einzelnen Enzymen, deren physiologische oder pathologische
Bedeutung mittels ABPP ermittelt wurde, Substrate zuzu-
weisen und somit die genaue zellul�re Funktion aufzukl�ren.
Neben DMP haben Saito und Mitarbeiter ein weiteres un-
gerichtetes Verfahren zur Bestimmung von Enzymsubstraten
etabliert.[119] Der Hauptunterschied zu DMP ist, dass bei
dieser Methode, die den Namen „metabolic enzyme and re-
action discovery by metabolite profile analysis and identifi-
cation (MERMAID)“ tr�gt, eine Kapillarelektrophorese
dem Massenspektrometer vorgeschaltet ist (CE-MS), was
eine bessere Trennung und Empfindlichkeit im Vergleich zur
LC-Methode bedingt. Da �ber Kapillarelektrophorese nur
geladene Molek�le getrennt werden k�nnen, ist diese Tech-
nologie f�r ungeladene und nicht-ionisierbare Metaboliten
ungeeignet. MERMAID wurde bisher nur in vitro zur Cha-
rakterisierung bis dato unbekannter E.-coli-Enzyme einge-
setzt. Dazu wurden die rekombinanten Enzyme mit einer
breiten Mischung an kommerziell erh�ltlichen Metaboliten
inkubiert und anschließend Ver�nderungen in der Metabo-
lomzusammensetzung mittels CE-MS detektiert. Metaboli-
ten, deren Konzentration abnimmt, sind m�gliche Substrate
des Zielenzyms, w�hrend Metaboliten, deren Konzentration
zunimmt, m�gliche Produkte der Enzymreaktion sind. Auf
diese Weise gelang es den uncharakterisierten E.-coli-Enzy-
men YbhA, YbiV und YihU Phosphotransferase-, Phospha-
tase- bzw. Dehydrogenaseaktivit�ten zuzuweisen. Diese

vielversprechenden Ergebnisse lassen auf eine Anwendung
der Methode auch in vivo hoffen.

Ungerichtete Metabolomuntersuchungen k�nnen auch
mit den Ergebnissen von Genexpressionsprofilen kombiniert
werden, was die Identifikation von Protein-Metabolit-Paaren
erm�glicht. So gelang es Hirai et al. in Arabidopsis simultan
die zeitabh�ngigen Ver�nderungen des Transkriptoms �ber
DNA-Mikroarrays mit den Ver�nderungen des Metaboloms
�ber Massenspektrometrie als Konsequenz eines herbeige-
f�hrten Schwefelmangels zu korrelieren.[132] Unter diesen
Schwefelmangelbedingungen konnte gezeigt werden, dass
eine Klasse von Sulfotransferasen am Metabolismus von
Glucosinolat (GLS) beteiligt ist, was durch Anschlussstudien
mit rekombinanten Sulfotransferasen und GLS bewiesen
wurde (Abbildung 6). Diese Ergebnisse veranschaulichen in
Abgrenzung zu den oben besprochenen Beispielen, wie die
Integration von Metabolom-Daten mit Transkriptom-Daten
die Funktion uncharakterisierter Enzyme aufkl�ren kann.

Dass neben kleinen Molek�len auch Proteine als Sub-
strate von bestimmten Enzymen eine wichtige Rolle in Sig-
naltransduktionskaskaden spielen k�nnen, zeigt das Beispiel
der Apoptose. Die besondere Herausforderung besteht darin,
solche Proteine zu identifizieren, die �ber die f�r apoptoti-
sche Proteolysekaskaden zust�ndigen Caspasen gespalten
werden. In einem neuen Verfahren mit dem Namen PRO-
TOMAP ist es Cravatt und Mitarbeitern gelungen, aus einer
Kombination von SDS-PAGE und LC-MS/MS auch die to-
pographischen Informationen der Proteolyse zu ber�cksich-
tigen, was vorherige Methoden nicht vermochten (Abbil-
dung 7).[133, 134] Der Arbeitsablauf dieser Technik beginnt mit
der vergleichenden SDS-Gelelektrophorese von apoptoti-
schen und normalen Proteomen. Die unterschiedlichen Gel-
bahnen werden darauf in einheitliche Fragmente geschnitten
und nach tryptischem Verdau l�sliche Peptide durch LC-MS/
MS analysiert. Durch diese massenspektrometrische Se-
quenzierung der gesamten Proteine lassen sich bei guter Se-
quenzabdeckung topographische Aussagen �ber die Schnitt-
stellen der Proteasen machen. Mit dieser Methode ließen sich
91 charakterisierte und 170 uncharakterisierte Proteinsub-
strate aufdecken, die w�hrend der Apoptose gespalten
werden. Da die Methode zur Untersuchung von proteolyti-
schen Spaltungen allgemein geeignet ist, ist ihre Anwendung
nicht auf Apoptose beschr�nkt, sondern kann z.B. auch zur
Untersuchung der Proteinsubstrate eines bestimmten
Enzyms durch Vergleich eines Knockout-Proteoms (chemi-
sche oder genetische Inhibition des Enzyms) mit dem Wild-
typ-Proteom herangezogen werden.

Die bisher aufgezeigten Beispiele befassen sich mit der
Charakterisierung und Aufkl�rung von Enzymen, die spezi-
fische Substrate in einem katalytischen Prozess umsetzen und
so auf vielf�ltige Weise f�r essenzielle Funktionen der Zelle,
wie z. B. Signalkaskaden und Apoptose, zust�ndig sind.
Neben diesen Enzymen gibt es aber auch eine Reihe weiterer
Proteine in Zellen, die Metaboliten binden, aber nicht pro-
zessieren. Um auch solche Protein-Metabolit-Interaktionen
(PMIs) genauer studieren zu k�nnen, haben Saghatelian und
Mitarbeiter einen neuen Ansatz etabliert, mit dem erfolgreich
die Bindungspartner verschiedener Lipid-bindender Proteine
identifiziert wurden (Abbildung 8).[135] Dazu wird das zu
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charakterisierende Protein an fester Phase gebunden und mit
den zugeh�rigen zellul�ren Metabolitenextrakten inkubiert.
Der Protein-Metabolit-Komplex wird anschließend von der
festen Phase abgespalten und der angereicherte Metabolit
durch DMP identifiziert. Auf diese Weise gelang es, die In-
teraktionspartner des fetts�urebindenden Protein2 (FABP2),
das mit Stoffwechsel- und kardiovaskul�ren Erkrankungen in
Zusammenhang steht, und der Lipidtransferdom�ne StarD3
aufzukl�ren. Vorteile dieser Methode sind nicht nur, dass
Metabolit-Protein-Interaktionen aufgekl�rt werden, sondern

auch Metaboliten, deren Konzentrationen in der Zelle gering
sein k�nnen, �ber diesen Ansatz isoliert und angereichert
werden, was ihre Identifikation und Strukturbestimmung er-
leichtern kann.

4.3. Chemoselektive Sonden zur gezielten Anreicherung und
Identifikation von Metaboliten

Wie bereits in der Einleitung erw�hnt, stellen Metaboliten
eine chemisch inhomogene Klasse von Molek�len dar, die
sich in ihren physikochemischen Eigenschaften wie Polarit�t,
Masse und Stabilit�t sehr stark voneinander unterscheiden.
Sch�tzungen besagen, dass in der Zelle 4000 bis 20 000 un-
terschiedliche Metaboliten vorkommen. Um die Identit�ten
und Funktionen dieser Metaboliten aufkl�ren zu k�nnen,
w�re es – �hnlich wie im Falle des eingangs besprochenen
ABPP – von großem Nutzen, einen gerichteten methodischen
Ansatz zur gezielten Markierung, Anreicherung und Identi-
fikation einzelner Metabolitenklassen zu entwickeln. Einen
ersten Schritt in diese Richtung haben Cravatt und Carlson
durch die Entwicklung spezifischer Sonden unternommen,
die es erm�glichen, Metaboliten basierend auf gemeinsamen
chemischen Motiven zu binden. Diese Methode wurde unter
dem Namen „metabolite enrichment by tagging and proteo-
lytic release“ (METPR) etabliert (Schema 5).[136,137] Dazu
wurde ein fester Tr�ger mit einer Reihe unterschiedlicher
Metabolit-F�nger derivatisiert. Zu diesen z�hlen chemische
Einheiten wie Maleimid zur Bindung Thiol-haltiger Meta-
boliten, ein Alkoxyamin zur Bindung von Ketonen und Al-
dehyden, ein prim�res Amin zur Bindung von voraktivierten
S�uren im Metabolom und eine N-Hydroxysuccinimid-
(NHS)-aktivierte S�ure zur Bindung von Aminen. Diese vier
Funktionalit�ten tragen bereits zu einer betr�chtlichen Ab-
deckung potenziell zu bindender Metaboliten mit geeigneter
chemischer Funktionalisierung bei. Die Metabolit-F�nger
sind Bestandteil eines Linkers, der zwei weitere essenzielle

Abbildung 7. Prinzip des PROTOMAP-Verfahrens. Die Methode beginnt mit der vergleichenden SDS-Gelelektrophorese von apoptotischen und
normalen Proteomen. Die unterschiedlichen Gelbahnen werden darauf in einheitliche Fragmente geschnitten, und nach tryptischem Verdau
werden die l�slichen Peptide durch LC-MS/MS analysiert. Durch diese massenspektrometrische Sequenzierung der gesamten Proteine lassen sich
bei guter Sequenzabdeckung topographische Aussagen �ber Schnittstellen der Proteasen machen.

Abbildung 8. Identifikation der Bindungspartner von Lipid-bindenden
Proteinen. Das zu charakterisierende Protein wird an fester Phase ge-
bunden und mit den zugeh�rigen zellul�ren Metabolitenextrakten in-
kubiert. Der Protein-Metabolit-Komplex wird anschließend von der
festen Phase abgespalten und der angereicherte Metabolit �ber DMP
identifiziert.
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Funktionalit�ten vereint. Zum einen weist er eine Erken-
nungssequenz auf, die es nach Zugabe der Protease Trypsin
erm�glicht, gebundene Metaboliten von der Festphase ab-
zuspalten und so f�r die Detektion mittels MS zug�nglich zu
machen. Damit auch solche Metaboliten detektiert werden
k�nnen, die normalerweise zu klein f�r die direkte Identifi-
kation �ber MS sind, wird �ber die reaktive Gruppe ein
Massen-Marker eingebaut, der das Molekulargewicht des zu
identifizierenden Metaboliten erh�ht.[136] Nachdem die Me-
thode mit einigen Testsubstanzen etabliert wurde, konnten
die Autoren die Leistungsf�higkeit ihres Ansatzes auch in
komplexen Zellmetabolomen demonstrieren. Die Summe
aller Metabolit-F�nger konnte die betr�chtliche Anzahl von
ca. 300 unterschiedlichen Molek�len abdecken. Des Weiteren
wurde die Zusammensetzung des Metaboloms einer Brust-
krebszelllinie mit und ohne Zugabe des Antioxidans N-
Acetyl-l-cystein mit der METPR-Methode verglichen. N-
Acetyl-l-cystein f�ngt in der Zelle reaktiven Sauerstoff ab,
indem es die Konzentration von kleinen Thiol-haltigen Mo-
lek�len erh�ht, weswegen der Maleimid-F�nger f�r diese Art
von Untersuchung am geeignetsten erschien. Die Auswertung
der vergleichenden Studien mithilfe der Software XC-MS
ergab einen starken Anstieg der Cystein- und Glutathion-
Konzentration in den mit dem Antioxidans behandelten
Zellen. Zus�tzlich wurden 17 andere Verbindungen detek-
tiert, die ebenfalls stark in ihrer Konzentration erh�ht waren.
Die noch verbleibende Herausforderung dieser sowie der
gesamten Metabolit-Profiling-Technologie besteht in einer
schnellen und zuverl�ssigen Strukturaufkl�rung der identifi-
zierten Metaboliten anhand ihrer Massendaten.

5. Zusammenfassung und Ausblick

In den letzten 10 Jahren hat sich ABPP zu einer ausge-
reiften Standardtechnologie zur schnellen, empfindlichen und
selektiven Identifikation von Enzymaktivit�ten und zugeh�-

rigen Inhibitoren in komplexen Proteomen entwickelt. Heute
existiert eine große Bandbreite chemischer Sonden, die zur
Untersuchung vieler wichtiger Enzymklassen herangezogen
werden k�nnen und somit einen entscheidenden Beitrag zur
funktionellen Charakterisierung vieler Krankheiten wie z. B.
Krebs, Infektionen und Stoffwechselerkrankungen leisten.
Innerhalb der ABPP-Technologie spielen Naturstoffe eine
herausragende Bedeutung. Die hier gezeigten Beispiele ver-
deutlichen, dass sich mit naturstoffbasierenden Sonden zum
einen die Angriffsziele vieler bislang uncharakterisierter
Molek�le einfach in komplexen Proteomen aufkl�ren und so
ihre genaue Funktion und Wirkmechanismus verstehen
lassen. Zum anderen dienen Naturstoffsonden und ihre De-
rivate als pharmakologische Leitstrukturen, die essenzielle
Zielstrukturen in der Zelle hemmen und in biologischen
Assays ihre Wirksamkeit zeigen. Eine der Herausforderun-
gen f�r die Zukunft besteht nun darin, die Bandbreite der
chemischen Sonden auszubauen, um so auch andere Prote-
inklassen wie z. B. Rezeptoren, Ionenkan�le und Struktur-
proteine untersuchen zu k�nnen.

Da die komplexen regulatorischen Prozesse einer Zelle
mehr umfassen als nur Transkription, Translation und Akti-
vierung, ist es entscheidend, auch die Substrate und Bin-
dungspartner einzelner Enzyme und Proteine zu identifizie-
ren. Dabei sind Methoden n�tig, mit denen sich das chemisch
komplexe Metabolom, das sch�tzungsweise aus bis zu 20000
unterschiedlichen Molek�len besteht, charakterisieren l�sst.
In den letzten Jahren gab es hierzu eine Reihe interessanter
Ans�tze, von denen z. B. das DMP eine geeignete massen-
spektrometrische Plattform zur ungerichteten globalen Un-
tersuchung von Enzym-Metaboliten darstellt. Eine der
großen methodischen H�rden ist die strukturelle Charakte-
risierung von identifizierten Metabolitmassen, die in vielen
F�llen ein H�chstmaß an Intuition erfordert und kein stan-
dardisiertes Vorgehen wie im Falle von Proteinsequenzen
erlaubt. Eine der Herausforderungen auf diesem Gebiet ist
daher der Aufbau von Datenbanken, in denen Massen- und

Schema 5. Prinzip des METPR-Verfahrens. Ein fester Tr�ger wird mit einer Reihe unterschiedlicher Metabolit-F�nger derivatisiert. Diese Metabolit-
F�nger sind Bestandteil eines Linkers, der zwei weitere essenzielle Funktionalit�ten vereint. Zum einen weist er eine Erkennungssequenz auf, die
es nach Zugabe der Protease Trypsin erm�glicht, gebundene Metaboliten von der Festphase abzuspalten und so f�r die Detektion mittels MS
zug�nglich zu machen. Damit auch solche Metaboliten detektiert werden k�nnen, die normalerweise zu klein f�r die direkte Identifikation durch
MS sind, wird �ber die reaktive Gruppe ein Massen-Marker eingebaut, der das Molekulargewicht des zu identifizierenden Metaboliten erh�ht.
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Fragmentierungsmuster einen schnelleren Zugang zur Auf-
kl�rung der Identit�t von einzelnen Metaboliten erm�glichen
sollten.

In j�ngster Zeit haben sich weitere Methoden etabliert,
mit denen sich in Abgrenzung zu den etablierten Verfahren
wie Genomics, Proteomics und Metabolomics auch andere
Aspekte der zellul�ren Regulation untersuchen lassen. Ein
bis dato vernachl�ssigter Aspekt ist z.B. die reichhaltige
Modifikationsbandbreite der Transfer-RNA (tRNA), die
neben den vier Standardnukleosiden Adenosin, Cytidin,
Guanosin und Uridin �ber ungef�hr weitere 95 bekannte
Modifikationen verf�gt. Um zu verstehen, wie diese modifi-
zierten Nukleoside die Translation und Funktion der tRNA
beeinflussen, haben Carell und Mitarbeiter einen chemisch-
massenspektrometrischen Ansatz entwickelt, bei dem zu-
n�chst modifizierte Basen synthetisch aufgebaut und mit
einem Schweratom markiert werden.[138] Diese Standardba-
sen werden dann zu den pr�parierten tRNA-Extrakten zu-
gef�gt und dienen als interner Standard zur massenspektro-
metrischen Quantifizierung. Die Leistungsf�higkeit wurde
bereits mit einer Auswahl an modifizierten Basen in
menschlichen Zelllinien und tierischem Gewebe gezeigt. In-
teressanterweise zeigten sich starke Variationen im Muster
der modifizierten tRNA-Nukleoside in Krebszelllinien und
nicht-entarteten Zellen, was einen Ausblick auf weitere in-
tensive Untersuchungen in diesem bisher vernachl�ssigten
Gebiet gibt.

Mit dieser Bandbreite an etablierten und neuen Metho-
den l�sst sich erahnen, in welcher Dimension und Ge-
schwindigkeit sich die verbliebenen Geheimnisse der zellu-
l�ren Regulation und Funktion in der Zukunft weiter auf-
kl�ren lassen. Der technologische Fortschritt der vergange-
nen Jahre besonders auf dem Gebiet der Massenspektrome-
trie hat diese Entwicklung beschleunigt und wird auch
zuk�nftig f�r den Erfolg dieser chemisch-biologischen An-
s�tze maßgeblich sein.

Wir danken Prof. Dr. Thomas Carell und seiner Arbeitsgruppe
f�r die großz�gige Unterst�tzung und das exzellente Arbeits-
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Emmy-Noether-Programm der Deutschen Forschungsge-
meinschaft (DFG), den DFG-Sonderforschungsbereich
SFB 749, ein Stipendium der R�mer-Stiftung, den Fonds der
chemischen Industrie und das Center for Integrated Protein
Science Munich CiPSM. T.B. bedankt sich f�r ein Stipendium
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