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1. Einleitung

Der Einsatz biologisch aktiver niedermolekularer Ver-
bindungen f�r die Behandlung von Krankheiten ist fester
Bestandteil der menschlichen Kultur. In der Vergangenheit
wurden diese Medikamente oft als reine Substanzen oder
aber als Mixturen ohne detailliertes Wissen �ber deren
Wirkweise verabreicht. Zum Beispiel wurden die aktiven
Komponenten von pflanzlichen Extrakten, die bei verschie-
denen Krankheiten eingesetzt wurden, erst Jahrzehnte oder
Jahrhunderte sp�ter ausfindig gemacht. Der große Fortschritt
in den organisch-chemischen Methoden seit dem 19. Jh. sowie
in der Substanzisolierung aus komplexen Mischungen, ein-
schließlich von Naturstoffen, ermçglicht zunehmend Zugang
zu potentiell biologisch aktiven Verbindungen. Diese Ver-
f�gbarkeit und die Mçglichkeit, die Struktur der Verbindun-
gen mittels organischer Synthese zu ver�ndern, erlauben zu-
nehmend ihre Anwendung als Werkzeuge f�r die Forschung,
z. B. um biologische Ph�nomene aufzukl�ren, und zus�tzlich
zur Inspiration der Medizinalchemie und der Wirkstoff-
forschung. Die Verwendung von niedermolekularen Verbin-
dungen bietet einige Vorteile im Vergleich zu klassisch-ge-
netischen Methoden: Sie wirken schnell, sodass die Folgen
einer Substanzbehandlung oft bereits nach einigen Minuten
oder gar Sekunden verzeichnet werden kçnnen. Ihre Effekte
sind regelbar, z. B. kçnnen verschiedene Konzentrationen
einer Substanz oder Variation der Behandlungsdauer abge-
stufte Ph�notypen ergeben. Ihr Einfluss ist reversibel und
ermçglicht die zeitliche Kontrolle der Proteinfunktion, da sie

durch Auswaschen entfernt oder auch
metabolisiert werden kçnnen. Nieder-
molekulare Substanzen kçnnen kon-
ditional eingesetzt werden, d.h. der
Zeitpunkt der Applikation ist frei
w�hlbar. Dadurch kçnnen Proteine
moduliert werden, deren Mutation,
Knockout oder Knockdown letal ist.
Solche Anwendungen sind von beson-
derer Bedeutung f�r die Entwick-
lungsbiologie. Insbesondere modulie-

ren niedermolekulare Verbindungen ein biologisches System,
aber ver�ndern es nicht, w�hrend bei einem Gen-Knockout
das kodierte Protein vollst�ndig aus der Zelle oder dem Or-
ganismus entfernt und dadurch das biologische System ver-
�ndert wird. Weiterhin kçnnen Substanzen nur eine oder nur
bestimmte Funktionen eines Proteins modulieren. Aufgrund
dieser Eigenschaften ist der Einsatz niedermolekularer Ver-
bindungen eine Alternative zu etablierten biologischen
Techniken oder bietet g�nzlich verschiedene Mçglichkeiten
f�r die Gewinnung neuer Erkenntnisse. Folglich steht die
Identifizierung und Synthese biologisch aktiver Verbindun-
gen, die gezielt Proteine im Kontext der Zelle oder eines
Organismus modulieren, im Kern der chemisch-biologischen
Forschung.

Die Identifizierung und Validierung von Zielmolek�len biologisch
aktiver niedermolekularer Verbindungen ist ein �ußerst wichtiger, oft
maßgebender Schritt in der akademischen und pharmazeutischen
Forschung. Dank der Entwicklung und der Verf�gbarkeit diverser
neuer experimenteller Verfahren ist die Identifizierung von Ziel-
molek�len prinzipiell realisierbar, und die Anzahl der erfolgreichen
Beispiele w�chst stetig. Allerdings ist bislang keine generische, breit
anwendbare Methodik etabliert worden. Dieser Aufsatz fasst die
g�ngigen Methoden zur Identifizierung der Zielmolek�le nieder-
molekularer Substanzen in erster Linie f�r Chemiker, aber auch f�r
Biologen zusammen, die z. B. den molekularen Angriffspunkt (Tar-
get) einer bestimmten biologisch aktiven Substanz finden wollen. Wir
beschreiben die am h�ufigsten eingesetzten experimentellen Ans�tze
zur Zielprotein-Identifizierung und geben repr�sentative Beispiele, die
den neuesten Stand der Forschung demonstrieren. Von den derzeit
verf�gbaren Methoden werden die Affinit�tsisolierung von Proteinen
mittels geeigneter Affinit�tssonden (pull down) und die anschließende
massenspektrometrische Analyse der angereicherten Proteine am
h�ufigsten eingesetzt. Um eine Anleitung f�r einen schnellen Einstieg
in dieses Feld zu geben, beschreiben wir basierend auf unseren eigenen
Erfahrungen einen typischen Ablauf der Zielprotein-Identifizierung,
der auf dem Einsatz der chemischen Proteomik als Schl�sselschritt f�r
die Formulierung einer Hypothese f�r potentielle Zielproteine beruht.
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W�hrend durch g�ngige genetische Methoden praktisch
jedes gew�nschte Gen ver�ndert werden kann, ist ihr che-
misch-biologisches Gegenst�ck (die chemische Genetik)
noch weit davon entfernt, f�r jedes Genprodukt und seine
etwaigen diversen Funktionen einen chemischen Modulator
zu finden. In Anlehnung an die klassische Genetik kommen
in der chemischen Genetik eine vorw�rts gerichtete (auf
einem Ph�notyp basierende) und eine r�ckw�rts gerichtete
(auf einem Zielmolek�l basierende) Vorgehensweise zum
Einsatz.[1] Bei der r�ckw�rts gerichteten chemischen Genetik
werden zun�chst Modulatoren eines bestimmten Proteins
identifiziert und anschließend in der Erforschung der Prote-
infunktion in cellulo oder in vivo verwendet. Dieser Ansatz
wurde erfolgreich f�r verschiedene Proteinklassen, z. B.
Enzyme und Rezeptoren und f�r Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen eingesetzt.[2] In der vorw�rts gerichteten chemi-
schen Genetik wird zun�chst die Modulation eines lebenden
Systems (Zellen oder Organismen) durch eine Substanz de-
tektiert, z. B. mithilfe von Reportergen-Aktivit�t, Fluores-
zenzsignal oder ph�notypischen Ver�nderungen, die mit
bildgebenden Verfahren beobachtet werden kçnnen. Erst
anschließend werden die Zielmolek�le identifiziert. W�hrend
die r�ckw�rts gerichtete chemische Genetik die Identifizie-
rung von Substanzen f�r ein bestimmtes Protein ermçglicht,
liefert der vorw�rts gerichtete Ansatz normalerweise keine
direkte Information �ber die Zielmolek�le. Stattdessen ist die
Entwicklung von effizienten Methoden f�r die Identifizierung
von einem oder einigen zellul�ren Zielmolek�len aus einer
komplexen Mischung der in den Zellen vorhandenen Bio-
molek�le notwendig. Das menschliche Proteom umfasst ca.

20000 Proteine,[3] und außerdem kçnnen Nukleins�uren,
Kohlenhydrate oder Lipide die Zielmolek�le biologisch ak-
tiver Verbindungen sein. Daher gleicht die Suche nach dem
zellul�ren Ziel (target) der Suche einer Nadel in einem rie-
sigen Heuhaufen.

In den letzten Jahrzehnten wurden große Fortschritte in
der Etablierung von Methoden f�r die Identifizierung von
Zielmolek�len biologisch aktiver Substanzen erzielt. Aller-
dings ist eine allgemein anwendbare Vorgehensweise noch
nicht verf�gbar, nach der ein generischer Ablaufplan defi-
niert werden kann, der in der Mehrzahl der F�lle erfolgreich
angewendet werden kann – �hnlich zum Arbeitsablauf bei der
Trennung einzelner chemischer Substanzen (z. B. Naturstof-
fen) aus komplexen Mischungen. Die Ursachen kçnnten in
der unterschiedlichen chemischen Natur biologisch aktiver
Verbindungen (z. B. Heterocyclen verglichen mit Kohlen-
hydraten und Carbocyclen), der variierenden Affinit�t f�r
ihre Zielmolek�le, der unterschiedlichen Natur der Zielmo-
lek�le (z.B. membrangebundene im Vergleich zu zytosoli-
schen Proteinen), ihr variierendes Vorkommen und zus�tzlich
in nicht ausreichend entwickelten analytischen Methoden
liegen (z. B. haben neueste Entwicklungen in der Massen-
spektrometrie maßgeblich die Identifizierung der Zielpro-
teine vorangetrieben). Aufgrund dieses Mangels an Metho-
den ist die Identifizierung der Zielmolek�le oft der heraus-
forderndste und limitierende Schritt in einem chemisch-bio-
logischen Forschungsprogramm. Trotz dieser Einschr�nkun-
gen werden vorw�rts gerichtete Ans�tze zunehmend in der
akademischen Forschung und in der pharmazeutischen In-
dustrie eingesetzt.[4] Zell-basierte Screens detektieren den
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Einfluss einer Substanz auf ein komplexes lebendes System
als Ganzes. Chemische Verbindungen, die in solchen Screens
identifiziert wurden, besitzen nachweislich die F�higkeit,
solch ein komplexes System in dem gew�nschten Ausmaß zu
modulieren – eine Eigenschaft, die nicht notwendigerweise
die Treffersubstanzen (hits) aus r�ckw�rts gerichteten Scre-
ens besitzen und welche zun�chst in zellul�ren Assays vali-
diert werden m�ssen.

Daher kçnnen chemisch-biologische Untersuchungen, die
mit Zell-basierten Testverfahren initiiert werden, z.B. un-
voreingenommene ph�notypische Screens, Substanzen iden-
tifizieren, in denen gew�nschte Eigenschaften wie besonders
biologische Relevanz[5] und die F�higkeit, ein komplexes
biologisches System auf gew�nschte vordefinierte Weise zu
modulieren, bereits kodiert sind. Der r�ckw�rts gerichtete
chemisch-genetische Ansatz fokussiert sich auf bekannte
Zielmolek�le. Aus der Sequenzierung des menschlichen
Genoms sind alle kodierten Proteine bekannt. Bislang
kçnnen nur ca. 2% aller theoretisch vorhergesagten Proteine
mit chemischen Substanzen moduliert werden, und der Anteil
der modulierbaren Proteine wird auf ca. 15% gesch�tzt.[6]

Die zellul�ren Targets gegenw�rtiger Medikamente kon-
zentrieren sich in wenigen Proteinfamilien, wie Kinasen,
Proteasen, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, Ionenkan�le
und Rezeptoren. Der Bedarf an neuen Zielproteinen, die mit
niedermolekularen Verbindungen moduliert werden kçnnen,
steigt daher stetig. Der unvoreingenommene vorw�rts ge-
richtete chemisch-genetische Ansatz hat diesbez�glich großes
Potential, da dabei gleichzeitig ein gew�nschter Ph�notyp,
biologisch aktive Verbindungen und mçglicherweise neue
zellul�re Angriffspunkte identifiziert werden.

Die Identifizierung der molekularen Angriffspunkte ist
nicht nur f�r die Aufkl�rung der Wirkungsweise einer Sub-
stanz von Interesse, sondern sie kann auch „Off-Targets“ von
bekannten Wirkstoffen und Medikamenten liefern, d.h. wei-
teren Zielproteinen, die Grund f�r unerw�nschte biologische
Aktivit�t und Toxizit�t sein kçnnten. Im Gegensatz zum
Konzept, dass bei der Medikamentenentwicklung Aktivit�t
gegen�ber „Off-Targets“ vermieden werden muss, gewinnt
das Konzept der „Polypharmakologie“ neuerdings zuneh-
mend an Akzeptanz, d.h. die Vorstellung, dass f�r eine
wirksame Krankheitsbehandlung Wirkstoffe mehrere Ziel-
proteine gleichzeitig als Angriffspunkte haben m�ssen. Dies
steht im Gegensatz zum Konzept, dass „ein Gen, einen
Wirkstoff, eine Krankheit“ bedingt bzw. erfordert.[7] Dieses
Umdenken kçnnte eine neue Welle an Untersuchungen in der
pharmazeutischen Industrie anstoßen, die diesem neuen
Konzept folgen.[7] Das Konzept der Polypharmakologie wird
durch Beobachtungen aus der funktionellen Genomfor-
schung in Hefen gest�tzt. So haben viele Gen-Knockouts
keinen oder nur einen schwachen ph�notypischen Effekt, z. B.
sind ca. 19% der Gene essentiell, w�hrend der Knockout von
nur 15 % der Gene das Hefewachstum beeinflusst.[8] Zudem
haben Knockout-Studien in M�usen deutlich gemacht, dass
Organismen aufgrund redundanter Proteinfunktionen und
alternativer Signalwege robust sind.[8] Um diese Robustheit
zu �berwinden, sollte der Fokus der Wirkstofffindung eher
auf der Stçrung von gesamten krankheitsverursachenden
Netzwerken liegen als auf die Suche nach einzelnen Genen

und Proteinen, die Krankheiten verursachen. Die gleichzei-
tige Deletion oder Mutation von mehreren Genen oder
Genprodukten kçnnte erforderlich sein, um die Robustheit
eines biologischen Systems zu �berwinden. Dieses Konzept
wird weiterhin durch das Auftreten genetischer Wechselwir-
kungen wie z. B. bei der synthetischen Letalit�t gest�tzt.[9]

Daher w�re Polypharmakologie keine unerw�nschte Eigen-
schaft biologisch aktiver Substanzen, sondern sie tr�gt zu
deren Aktivit�t und Wirksamkeit bei geringer Toxizit�t bei.[10]

In Anlehnung an die Identifizierung funktioneller Ziel-
molek�le verlangt die Suche nach den „Off-Targets“ eben-
falls nach Etablierung effizienter Methoden, um die Proteine
zu identifizieren, die an biologisch aktive Substanzen binden
und dadurch moduliert werden. Hierf�r kommen zus�tzlich
zu den experimentellen Verfahren auch leistungsf�hige In-
silico-Methoden auf, die molekulare Angriffspunkte von
Wirkstoffen basierend auf Struktur�hnlichkeiten vorhersagen
kçnnen.[7, 10]

In diesem Aufsatz geben wir einen �berblick �ber die
aktuelle Methodik f�r die Identifizierung von Zielproteinen
niedermolekularer Verbindungen. Wir wenden uns an erster
Stelle an Chemiker, mit dem Ziel, eine Referenz oder Start-
hilfe zu geben, z.B. dem interessierten Chemiker, der viel-
leicht das Zielprotein einer bestimmten Substanz finden soll
oder muss, die in einem laufenden Forschungsprojekt identi-
fiziert (z. B. ein potenter Naturstoff) oder synthetisiert wurde.
Wir beschreiben zun�chst die am h�ufigsten angewendeten
experimentellen Ans�tze und geben einige repr�sentative
Beispiele, die den Stand der Forschung repr�sentieren. Sie
kçnnen als prototypische Musterbeispiele f�r erfolgreiche
chemisch-biologische Arbeiten dienen, bei denen die Suche
nach der Nadel im biologischen Heuhaufen der Zelle er-
folgreich war. Diese �bersicht ist nicht umfassend. In Ta-
belle 1 (siehe Abschnitt 7, Appendix) sowie in den Hinter-
grundinformationen haben wir eine Auswahl an biologisch
aktiven Substanzen, ihrer Zielmolek�le und Ans�tze f�r ihre
Identifizierung zusammengestellt. F�r zus�tzliche Beispiele
sei der Leser auf weitere �bersichtsartikel verwiesen.[11]

2. Ans�tze zur Identifizierung von Zielproteinen

Die am h�ufigsten verwendeten Ans�tze zur Zielmolek�l-
Identifizierung kçnnen in proteomische, genetische und bio-
informatische sowie auf Profilierung basierende, verglei-
chende Verfahren unterteilt werden.[11a,c,12] In diesem Aufsatz
beschreiben und fassen wir die wichtigsten dieser Ans�tze
zusammen. In der Praxis werden Methoden wie die aktivi-
t�tsbasierte Proteomprofilierung (ABPP) und die Affinit�ts-
chromatographie mithilfe von quantitativer Proteomik viel
h�ufiger angewendet als biochemische und genetische Me-
thoden. Weiterhin diskutieren wir neue Strategien zur Be-
stimmung der Wirkungsweise biologisch aktiver Substanzen,
f�r die es meist nur wenige Beispiele gibt. Auch wenn diese
Methoden separat diskutiert werden, sind sie komplement�r.
Ihre kombinierte Anwendung kçnnte ein vollst�ndigeres Bild
der Wirkstoff-Protein-Wechselwirkungen in Zellen erge-
ben.[13]
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2.1. Affinit�tschromatographie

Die Affinit�ts-basierte Proteomik („Pulldown“) ist eine
der am meisten verwendeten Methoden f�r die Identifizie-
rung der Zielproteine biologisch aktiver Substanzen (siehe
Abbildung 1 f�r einen �berblick der Methode). Die Affini-
t�tssonde wird an einer festen Phase immobilisiert und zur
Bindung der Zielproteine mit einem Proteinextrakt (z. B.
Zelllysat) behandelt. Anschließend werden die Proteine, die
unspezifisch an die Sonde oder die Matrix gebunden haben,
durch stringentes Waschen entfernt, gefolgt von der Freiset-
zung der spezifisch gebundenen Proteine durch Elution mit
der biologisch aktiven Verbindung oder durch Erhitzen.
Normalerweise werden die Zielproteine nach SDS-PAGE
(SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese), tryptischem Ver-
dau und der Analyse der Peptide mittels MS/MS-Analyse
identifiziert.

2.1.1. Synthese der Affinit�tssonde

F�r ein Pulldown-Experiment muss der entsprechende
Wirkstoff modifiziert werden, damit er an einer Matrix im-
mobilisiert werden kann. Zu diesem Zweck wird ein Ab-
standhalter (Anker oder Linker) mit einer funktionellen
Gruppe oder Affinit�tsfunktionalit�t so angebracht, dass die
Bindung an das Zielprotein nicht oder in geringem Maße

beeinflusst wird. Der Identifizierung einer Treffersubstanz
(hit) in einem Screen folgen �blicherweise Untersuchungen
der Aktivit�t strukturell �hnlicher Verbindungen zur Auf-
stellung einer Struktur-Wirkungs-Beziehung (structure–acti-
vity relationship, SAR). Die SAR liefert auch die Informati-
on, an welcher Stelle der Linker angebracht werden kann,
d.h. die Substitutionen und/oder Ver�nderungen ohne einen
signifikanten Aktivit�tsverlust toleriert. Zum Beispiel f�hrte
das Anbringen eines Linkers an zwei verschiedenen Positio-
nen in cGMP (Abbildung 2) zur Isolierung unterschiedlicher
Proteine, was auf einen unterschiedlichen Einfluss der
Kupplungspositionen hindeutet.[14]

Oft wird die Erstellung von Struktur-Wirkungs-Bezie-
hungen durch die strukturelle Komplexit�t der Hits oder
fehlende Synthesewege f�r die Modifikation (z.B. bei Na-
turstoffen) erschwert. In solchen F�llen kçnnen funktionelle
Gruppen der Hits genutzt werden, um Modifikationen[15]

einzuf�hren, die Art und die Position der Modifikationen
bleiben dabei aber eingeschr�nkt. Eine Alternative bei der
Zielprotein-Identifizierung mit Substanzen, f�r die keine
SAR aufgestellt werden kann, sind immobilisierte photo-
reaktive Linker, die nach Bestrahlung reaktive Intermediate
f�r eine Quervernetzung mit der festen Phase generieren
(siehe auch Abschnitt 2.1.9)[16] oder Verfahren, die ohne
weitere Modifizierung auskommen (siehe Abschnitt 2.3).

Abbildung 1. Prinzip der Affinit�ts-basierten Proteomik f�r die Zielprotein-Identifizierung (a) unter Verwendung einer Kontrollmatrix (1) oder Ver-
dr�ngung mit der nicht modifizierten Substanz (2). b) Serielle Affinit�tschromatographie (siehe Abschnitt 2.1.8).
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2.1.2. Linker

Das Anbringen eines Linkers an eine
Verbindung, die in einem Pulldown einge-
setzt werden soll, ist zwingend notwendig,
um einerseits das Einf�hren einer funktio-
nellen Gruppe f�r die Immobilisierung zu
ermçglichen, und andererseits inbesondere
die sterische Hinderung der Bindung der
Zielproteine an die Matrix zu vermeiden. Als
Linker wurden in Pulldown-Experimenten
Alkylgruppen,[17] Di- oder Triethylenglycol-
Gruppen,[18] Peptide,[19] die Aminocaproyl-
aminopentoxy-Gruppe (ACAP),[20] divalente
Epoxide (Ethylenglycol-diglycidylether,
EDGE)[21] und Weins�ure[22] genutzt (Ab-
bildung 3 a). Die hydrophoben Alkyllinker
kçnnen die unspezifische Bindung von Pro-
teinen an die immobilisierte Sonde beg�ns-
tigen und so die Komplexit�t des zu analy-
sierenden Proteingemischs erhçhen und da-
durch die Detektion und/oder Identifizie-
rung der Zielproteine erschweren. Meistens
sind hydrophile Gruppen die Anker der
Wahl, wobei Di- oder Triethylenglycolether
am h�ufigsten eingesetzt werden. Der Po-
lyprolin-Linker wurde konzipiert, um einige
der Nachteile, die mit den Ethylenglycol-
Ankern assoziiert sind (z.B. zu geringe
L�nge, sodass es zu sterischer Hinderung bei
der Proteinbindung kommen kann), zu um-
gehen. Er ist starrer, l�nger und ermçglicht
die Bindung auch von sperrigen Protei-
nen.[19c] Der Weins�ure-Linker reduziert im
Vergleich zu Oligoethylenglycol-Sonden die
unspezifische Bindung.[22] Bislang wurden
der Polyprolin- und der Weins�ure-Anker
lediglich in wenigen F�llen zur Identifizie-
rung von Zielproteinen eingesetzt.

Im Prinzip werden Proteine, die an die
immobilisierte Affinit�tssonde binden, ent-

weder unter denaturierenden Bedingungen (Erhitzen in
einem SDS-haltigen Puffer) oder durch Elution mit einem
�berschuss an unmodifizierter Substanz von der festen Phase
gelçst. Die Freisetzung unspezifisch bindender Proteine nach
dem Erhitzen der Proben erhçht die Komplexit�t des Ge-
mischs, das anschließend mittels Elektrophorese und Mas-
senspektrometrie (MS) analysiert werden soll, und kann die
Proteinidentifizierung erschweren. Daher wurden selektiv
abspaltbare Anker entwickelt, die auf Diazobenzol (1) (Ab-
spaltung unter reduzierenden Bedingungen, z. B. mit
Natriumdithionit),[23] Acylhydrazon (2) (Abspaltung durch
Hydrazide),[24] dem Levulinoylester (3) (Abspaltung durch
Hydrazin),[25] Peptiden (4) (enthalten eine Protease-Erken-
nungssequenz),[19b] S�ure-labilen Gruppen[26] (5) und der
photolabilen 1-(2-Nitrophenyl)ethyl-Gruppe[27] (6) basieren
(Abbildung 3b). Die Abspaltung erlaubt die Freisetzung nur

Abbildung 2. Chemische Strukturen von cGMP-Derivaten, die an ver-
schiedenen Positionen immobilisiert wurden.

Abbildung 3. Werkzeuge f�r Affinit�ts-basierte Zielprotein-Identifizierung. a) F�r die Affinit�ts-basier-
te Zielprotein-Identifizierung wird ein Linker an die entsprechende biologisch aktive Substanz gekup-
pelt. Der Linker kann zus�tzlich mit einer photoreaktiven Gruppe f�r die kovalente Modifikation des
Zielproteins sowie mit einer funktionellen Gruppe oder Affinit�tsfunktionalit�t ausgestattet sein, um
die Proteinisolierung zu erleichtern. b) Gruppen f�r das Design von abspaltbaren Linkern.
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jener Proteine, die an die Sonde binden, w�hrend Proteine,
die unspezifisch an die feste Phase binden, immobilisiert
bleiben. Der Hauptnachteil von Thiol-basierten/S�ure-labi-
len Linkern ist der Bedarf an starken S�uren (z. B. Trifluor-
essigs�ure, TFA), die unselektiv Proteine ablçsen. Außerdem
muss TFA vor der massenspektrometrischen Analyse entfernt
werden.[23a] Disulfid-Linker sind mit reduzierenden Puffern
(die z. B. Dithiothreitol (DTT) enthalten) nicht kompatibel.
Die Verwendung von Peptid-Ankern ist durch eine potentiell
ineffiziente Proteolyse und die damit einhergehende nicht
vollst�ndige Freisetzung der Proteine limitiert.

2.1.3. Funktionelle Gruppen und Affinit�ts-Tags f�r die Immobi-
lisierung

F�r die Immobilisierung der Affinit�tssonde allein oder
im Komplex mit gebundenen Proteinen sollte die Sonde eine
funktionelle Gruppe zur kovalenten Kupplung an eine
Matrix, eine Affinit�tsfunktionalit�t wie Biotin, das mit hoher
Affinit�t an immobilisiertes Avidin bindet, ein Peptid-Tag
oder einen Fluorophor enthalten (Abbildung 3 a).

Die Affinit�tssonde kann kovalent an eine voraktivierte
Matrix (z. B. als N-Hydroxysuccinimidester (NHS) oder als
Epoxid-aktivierte Sepharose) mithilfe funktioneller Gruppen
wie Amine, Alkohole, Thiole und Carboxyls�uren immobili-
siert werden. Bevor die an der festen Phase immobilisierte
Substanz dem Proteinextrakt ausgesetzt wird und die Ziel-
proteine gebunden werden, m�ssen die nichtreagierten
Gruppen inaktiviert werden (z. B. mit einem Tris-Puffer f�r
NHS-Ester), damit die kovalente Bindung von Proteinen an
die Matrix verhindert wird. Normalerweise reicht die Inku-
bation der Sonde mit einem Zelllysat aus, um die bindenden
Proteine zu isolieren, und die Verwendung von lebenden
Zellen ist nicht nçtig. Allerdings haben Wirth et al. gezeigt,
dass, verglichen mit dem Einsatz von Zelllysaten, die von dem
Naturstoff Duocarmycin SA abgeleitete Affinit�tssonde
(Tabelle 1, Eintrag 1) ein zweites Zielprotein des Naturstoffs
(Aldehyddehydrogenase, ALDH1A1), nur dann anreichern
kann, wenn die Sonde mit lebenden Zellen inkubiert
wurde.[28] Dieses Beispiel demonstriert, dass die Lysisbedin-
gungen die Bindung des Zielproteins an die Sonde beein-
tr�chtigen kçnnen.

Aufgrund seiner hohen Affinit�t zu dem Vogel- und
Amphibien-Protein Avidin und zu dem bakteriellen Protein
Streptavidin aus Streptomyces avidinii ist Biotin sehr gut f�r
Affinit�ts-basierte Verfahren geeignet. Zudem ist mit
Neutravidin eine deglycosylierte Form des nativen H�hner-
eiweiß-Avidin verf�gbar. Neutravidin hat einen nahezu neu-
tralen pI-Wert, und seine Verwendung geht mit einer redu-
zierten unspezifischen Bindung einher.[29] Verglichen mit
Avidin sind im Streptavidin mehrere basische Aminos�uren
durch neutrale oder saure Aminos�uren ausgetauscht.
Streptavidin ist nicht glycosyliert, was aber keinen Einfluss
auf die Biotinbindung hat.[30] Die drei Proteine sind Homo-
Tetramere, die vier Biotin-Molek�le binden (ein Molek�l pro
Monomer). Die Affinit�t der Proteine f�r Biotin ist außer-
ordentlich hoch (KD� 10�14–10�15

m),[31] und eine der st�rks-
ten bekannten nicht-kovalenten Wechselwirkungen. Die
Biotin-(Strept/Neutr)Avidin-Bindung findet in vielen unter-

schiedlichen Protein- und Nukleins�ure-Nachweissystemen
Einsatz, z. B. in der Immunohistochemie, beim Enzym-ge-
koppelten Immunosorbent-Assay (ELISA) und bei der Pro-
teinreinigung. Biotin selbst beeintr�chtigt kaum die Funktion
der markierten Komponenten (z.B. Antikçrper, niedermo-
lekulare Substanzen, Nukleins�uren). Weiterhin bleibt die
starke Wechselwirkung zwischen Avidin und Biotin auch
unter harschen Bedingungen, wie extremen pH-Werten und
Temperaturen sowie bei Denaturierung bestehen, was seine
Verwendung in verschiedenen biologischen Verfahren be-
g�nstigt.

Die Affinit�ts-basierte Proteomik macht sich das Biotin-
Streptavidin-System f�r die Immobilisierung der Sonden auf
der festen Phase und f�r die Isolierung der Zielproteine zu-
nutze. Meist werden biotinylierte Verbindungen an Strept-
avidin-beschichteten Partikeln immobilisiert, die dann einem
Proteinextrakt ausgesetzt werden. Biotinylierte Sonden
kçnnen auch zuerst mit lebenden Zellen inkubiert werden,
um die Zielproteine vor der Zelllyse und der Inkubation mit
der Streptavidin-Matrix zu binden. Allerdings verringert der
Einbau von Biotin oft die Zellpermeabilit�t der Sonde. Da-
durch kçnnen Einschr�nkungen durch die Verwendung von
Zelllysaten umgangen werden, da die Zelllyse die Bindung
einer Sonde an ihre Zielproteine erschweren kçnnte (siehe
oben). Dies kçnnte besonders f�r Membranproteine relevant
sein.[32] Nachdem die Proteine an die Sonde gebunden haben,
erlaubt die hohe Affinit�t von Biotin zu (Strept)Avidin
stringentes Waschen, um unspezifisch bindende Proteine zu
entfernen. Der Biotin-Rest kann auch in trifunktionalen
Sonden eingebaut werden, deren Verwendung zun�chst die
kovalente Bindung der Sonde an die Zielproteine (z. B. durch
Licht-induzierte Quervernetzung) gefolgt von der Isolierung
der Zielproteine mittels Streptavidin-Matrix ermçglicht.[28,33]

Die hohe Affinit�t des Biotin-Streptavidin-Komplexes
erfordert harsche Bedingungen, um die gebundenen Proteine
von der festen Phase freizusetzen, was generell durch Hitze-
denaturierung in einem SDS-haltigen Puffer geschieht. Eine
Alternative ist die Elution des Zielproteins mit einem �ber-
schuss an nicht modifizierter Substanz. F�r kovalent binden-
de Proteine bietet der Einbau eines abspaltbaren Linkers
(siehe Abschnitt 2.1.2) eine zus�tzliche Mçglichkeit, ange-
reicherte Proteine ohne Denaturierung freizusetzen. Dabei
ist zu beachten, dass der Grad der unspezifischen Bindung
von Avidin �ber Streptavidin zu Neutravidin abnimmt.[29]

Auch kçnnen durch die Verwendung von Avidin-Matrizes
endogen biotinylierte Proteine angereichert werden und
einen erhçhten Hintergrund erzeugen.[34] Die unspezifische
Bindung stellt ein erhebliches Problem in der Affinit�ts-ba-
sierten Proteomik dar (siehe Abschnitt 2.1.8). Beim Einsatz
biotinylierter Sonden m�ssen die Vor- und Nachteile abge-
wogen werden. Biotinylierte Sonden sind wertvolle Reagen-
tien auch f�r die Zielprotein-Best�tigung, z. B. f�r Techniken
wie die Oberfl�chenplasmonresonanz (SPR), die homogene
zeitaufgelçste Fluoreszenz (HTRF), bildgebende Verfahren
und das Immunoblotting. Folglich kçnnen diese Sonden
sowohl f�r die Zielprotein-Identifizierung als auch f�r die
Best�tigung verwendet werden.

Anstelle des Biotin/Avidin-Paares kçnnen Antikçrper
eingesetzt werden, die in den Sonden eingebaute Affinit�ts-
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Tags erkennen. Der FLAG-Tag ist ein Octapeptid mit der
Sequenz DYKDDDDK. Die geringe Grçße ermçglicht die
Kodierung durch einzelne Oligonukleotide. Die FLAG-Tag-
Sequenz wurde entwickelt, um gute Antigen-Eigenschaften
(f�r die Wechselwirkung mit einem anti-FLAG-Tag-Anti-
kçrper) bei maximaler Hydrophilie zu gew�hrleisten.[35]

Dar�ber hinaus enth�lt dieser Tag eine Protease-Erken-
nungssequenz f�r die Entfernung des Tags. Beispielsweise
haben Saxena et al. eine FLAG-Tag-modifizierte Sonde von
Bisindolylmaleimid III (Bis-III, Tabelle 1, Eintrag 2), einem
Derivat eines bekannten Protein-Kinase-C(PKC)-Inhibi-
tors, verwendet.[36] Nach der Bindung der FLAG-Tag-mar-
kierten Sonde an die Zielproteine wurden die Komplexe
mittels eines FLAG-Tag-Antikçrpers isoliert, der zuvor an
Agarose immobilisiert wurde. Die isolierten Proteine
wurden mit den Zielproteinen verglichen, die nach kova-
lenter Bindung von Bis-III an eine Matrix identifiziert
wurden. Der auf dem FLAG-Tag basierende Ansatz iden-
tifizierte mehrere der bekannten Bis-III Proteine wie PKC-
a, GSK3b, CaMKII und Adenosinkinase, aber auch einige
bisher nicht identifizierte Zielproteine wie PKAC-a, Pro-
hibitin und VDAC.[36] Es ist bemerkenswert, dass dieser
Ansatz auch mit der Freisetzung der gebundenen Proteine
mittels spezifischer Elution kompatibel ist. Der in dieser
Studie verwendete FLAG-Tag kann durch bekannte Tags
(z. B. HA)[37] sowie durch Fluorophore, f�r die Antikçrper
verf�gbar sind (z. B. 7-Dimethylaminocumarin, Rhodamin,
Fluorescein), ersetzt werden.[38]

2.1.4. Trifunktionale Sonden

In vielen erfolgreichen Beispielen wurde die Kombina-
tion aus einer Affinit�tssonde (Biotin) mit einem Fluorophor
erfolgreich f�r die Zielprotein-Isolierung und die anschlie-
ßende Detektion von fluoreszenzmarkierten Proteinen mit-
tels SDS-PAGE angewendet. Voraussetzung hierf�r ist die
kovalente Bindung der Sonde an die Zielproteine, damit der
Komplex den denaturierenden Bedingungen der SDS-PAGE
standh�lt. Trifunktionale Sonden finden breite Anwendung,
insbesondere in der Aktivit�ts-basierten Proteom-Profilie-
rung (ABPP).[28, 33c,d,39] Solche trifunktionalen Sonden (Ab-
bildung 4 a) enthalten in der Regel ein Alkin, das in einer
Kupfer(I)-katalysierten Huisgen-[3+2]-Cycloaddition (Huis-
gen-Sharpless-Meldal-Klickchemie)[40] mit Biotin- oder
Fluorophor-Azid (z. B. Rhodamin-Azid) zur Anreicherung
bzw. Visualisierung der gebundenen Proteine nach SDS-
PAGE[33a] gekuppelt werden kann. Die Kupplung von Biotin
und Rhodamin mit dem Alkin-Derivat der entsprechenden
Substanz ergibt eine trifunktionale Sonde: Der Biotin-Tag
ermçglicht die Anreicherung der Zielproteine, w�hrend
durch den Fluorophor die Zielproteine in einem Gel visuali-
siert werden kçnnen. Die im Gel fluoreszierenden Banden
werden dann ausgeschnitten und massenspektrometrisch
ausgewertet.[33b] Dieses Verfahren vereinfacht deutlich die
Identifizierung von Proteinen, da nur wenige Gel-Banden
statt der gesamten Probenspur oder des gesamten Protein-
gemischs analysiert werden. W�hrend diese Methode sehr gut
f�r reaktive Verbindungen geeignet ist, muss f�r nicht-kova-
lent bindende Proteine in der Sonde eine photoreaktive

Gruppe (z.B. Benzophenon oder Alkyl-/Aryl-Diazirin, siehe
Abbildung 3a) integriert werden.[33c] Diese Strategie wird
auch f�r das Design und die Synthese von Sonden f�r CCMS
(capture compound mass spectrometry) eingesetzt.[41] Die
CCMS-Sonde ist mit einer Selektivit�tsfunktionalit�t f�r die
Bindung an das Zielprotein und einer photoaktivierbaren
Gruppe zur kovalenten Bindung an das Zielprotein sowie mit
einer Sortierfunktionalit�t (Biotin) f�r die Proteinanreiche-
rung ausgestattet (Abbildung 4b). CCMS wurde f�r die
Profilierung von S-Adenosyl-l-Homocystein (Tabelle 1, Ein-
trag 3) bindenden Proteinen wie Methyltransferasen[42] und
f�r die Suche nach „Off-Targets“ von Parkinson-Medika-
menten eingesetzt.[43] Tolcapon und Entacapon (Tabelle 1,
Eintrag 4) haben Catechol-O-Methyltransferase (COMT) als
Zielprotein, aber w�hrend Tolcapon hepatotoxisch ist, besitzt
Entacapon diese Eigenschaft nicht. Unter Verwendung von
CCMS wurde gezeigt, dass Tolcapon neben COMT auch
Proteine, die mit der b-Oxidation und der oxidativen Phos-
phorylierung in Verbindung gebracht werden, als weitere
molekulare Angriffspunkte hat.[43] F�r den Prodrug des ge-
rinnungshemmenden Wirkstoffs Dabigatran konnte mithilfe
von CCMS gezeigt werden, dass mehrere Proteine an eine
abgeleitete CCMS-Sonde von Dabigatran binden, darunter
das detoxifizierende Enzym Oxidoreduktase-Ribosyl-
dihydronicotinamid-Dehydrogenase (NQO2).[44]

Abbildung 4. Allgemeine Stuktur trifunktionaler Sonden (a) und Sonden f�r CCMS
(b).
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2.1.5. Proteinextrakte

Zur Identifizierung der Zielproteine mittels chemischer
Proteomik wird die Affinit�tssonde normalerweise mit einem
Proteinextrakt aus Gewebe oder kultivierten Zellen als
Quelle des zu analysierenden Proteoms inkubiert.[17, 18] Im
Allgemeinen wird die Proteinquelle nach der Aktivit�t des
Wirkstoffs ausgew�hlt, z.B. eine Wirkstoff-sensitive Zelllinie,
um sicherzustellen, dass die Zielproteine vorhanden sind. Die
Lysisbedingungen d�rfen die Integrit�t der Zielproteine und
die Bindung der Substanz an die Proteine nicht beeintr�ch-
tigen. Da vor allem Informationen �ber die Zielproteine
fehlen, kann dieses Problem kaum vorab angegangen werden.
Wenn aber keine Zielproteine aus dem Lysat isoliert werden
kçnnen, sollte der Einsatz intakter Zellen in Betracht gezo-
gen werden.[28,38b, 45] Die Verwendung von Zelllysaten anstelle
von lebenden Zellen ist zwingend notwendig, wenn die Sonde
nicht membranpermeabel ist.

Um die unspezifische Bindung in Affinit�ts-basierten
Verfahren zu minimieren, kann eine Fraktionierung des
Lysats in Betracht gezogen werden.[46] Dabei kann die Kom-
plexit�t der Proben und damit der Hintergrund reduziert
werden. Zudem kçnnte dadurch das Zielprotein in einer
subzellul�ren Fraktion angereichert und die Bedingungen f�r
die Bindung der Proteine an die Sonde verbessert werden.
Voraussetzung f�r eine Fraktionierung sind Kenntnisse �ber
die zellul�re Lokalisation der Zielproteine, die oft durch die
Verwendung eines fluoreszenzmarkierten Derivats des
Wirkstoffs erhalten werden kçnnen.[47] Beispielsweise wurde
nach einer Vorfraktionierung von HeLa-Zellextrakten mit-
tels Anionenaustauschchromatographie Ornithin-d-Amino-
transferase (OAT) als das Zielprotein von Diazonamid (Ta-
belle 1, Eintrag 5) identifiziert.[46] Studien mit BODIPY-
markiertem Pladienolid B (Tabelle 1, Eintrag 6) zeigten eine
Lokalisation dieses Naturstoffs im Zellkern, und die folgende
Zielprotein-Identifizierung wurde mit Kernextrakten durch-
gef�hrt.[48] Da große Mengen des Proteinextrakts notwendig
sind, um ausreichende Mengen an der gew�nschten Fraktion
zu erhalten, kçnnte hier die Verf�gbarkeit des Prim�rmate-
rials limitierend sein. Dennoch sollten Fraktionierungen in
Erw�gung gezogen werden, wenn das Zielprotein z.B. an der
Membran oder im Kern lokalisiert ist oder in einer be-
stimmten chromatographischen Fraktion vorhanden zu sein
scheint. Es sollte darauf geachtet werden, dass nicht lçsliche
Fraktionen das gesuchte Protein (z. B. membrangebunden)
enthalten kçnnten.

2.1.6. Bindung der Zielproteine an die Affinit�tssonde, Waschen
und Eluieren

F�r die Bindung der Affinit�tssonde an die Zielproteine
muss die Substanz zun�chst an einer festen Phase immobili-
siert (z.B. eine mit Streptavidin-funktionalisierte oder als
NHS-Ester aktivierte Matrix) und dann mit dem Lysat inku-
biert werden. F�r Sonden, die eine funktionelle Gruppe f�r
die kovalente Immobilisierung an einer Matrix enthalten, ist
dies die Methode der Wahl. Verbindungen mit Affinit�ts-Tags
(z. B. Biotin oder Peptid-Tag) kçnnen schon vor deren Im-
mobilisierung mit lebenden Zellen oder einem Protein-Lysat

inkubiert werden. In bestimmten F�llen kçnnen immobili-
sierte Wirkstoffe (z.B. an Nanopolymere wie Dendrimere
gekuppelt) zellpermeabel sein, was die In-situ-Inkubation mit
den Zellen zur Bindung an die Zielproteine erlaubt.[49] Bei der
Verwendung trifunktionaler Sonden, die z.B. mit einem
Alkin-Rest ausgestattet sind, wird die Sonde zun�chst mit
lebenden Zellen oder mit Zelllysaten inkubiert. In einem
zweiten Schritt (ggf. nach der Zelllyse) wird ein Linker, der
sowohl eine reaktive Gruppe als auch ein Fluorophor tr�gt,
mittels Kupfer(I)-katalysierter Huisgen-[3+2]-Cycloaddition
an die Sonde gekuppelt. Schließlich wird der Sonde-Protein-
Komplex auf einer Matrix immobilisiert.[28, 33b]

Aufgrund der hohen Komplexit�t der Zelllysate, die �b-
licherweise eine Vielzahl von Proteinen enthalten, kçnnen in
großen Mengen vorkommende Proteine unspezifisch an die
Matrix, den Linker oder die Substanz binden. Um diese
Proteine zu entfernen, sind ausgiebige Waschschritte mit
steigender Stringenz erforderlich. Der Grad der Stringenz
h�ngt von der Affinit�t der Verbindung f�r die Zielproteine
ab. Wenn die Verbindung kovalent an das Zielprotein bindet,
kçnnen viel harschere Waschbedingungen angewendet
werden. Im Gegensatz dazu kann f�r nichtkovalent bindende
Sonden die steigende Stringenz der Waschschritte, z. B. durch
den Vergleich der isolierten Proteine mittels SDS-PAGE und
anschließende Protein-F�rbung kontrolliert werden. Um
schwach bindende Proteine anzureichern, m�ssen milde
Waschbedingungen gefunden werden.

Nach der Entfernung unspezifischer Bindungspartner
werden die Proteine, die auf der festen Phase angereichert
wurden, entweder mittels Denaturierung durch Erhitzen oder
durch spezifische Elution freigesetzt. Denaturierende Agen-
tien wie SDS eluieren alle Proteine, die spezifisch an die
Pulldown-Sonde oder unspezifisch an den Linker oder die
Matrix gebunden haben. Dieses Verfahren ergibt komplexe
Gemische, kçnnte aber der einzige Weg sein, um die isolier-
ten Proteine freizusetzen, wenn die Verbindung kovalent an
das Zielprotein bindet und die Sonde keinen abspaltbaren
Linker besitzt. Abspaltbare Linker (siehe Abschnitt 2.1.2)
ermçglichen die gezielte Freisetzung von an Liganden bin-
denden Proteinen, w�hrend Proteine, die an die Matrix
binden, gebunden bleiben. F�r eine spezifische Elution
werden die gebundenen Proteine mit einem �berschuss an
unmodifiziertem Wirkstoff inkubiert.[17] Dieser Schritt er-
mçglicht die Freisetzung von Proteinen unter milden Bedin-
gungen und stellt gleichzeitig einen zweiten Affinit�tsschritt
dar. Die spezifische Elution ist nur mit nicht kovalent bin-
denden Liganden mçglich. Sie wird durch die Lçslichkeit der
nicht modifizierten Verbindung in w�ssrigen Puffern be-
grenzt, weil �blicherweise hohe Konzentrationen erforderlich
sind. Zum Beispiel wurde diese Vorgehensweise erfolgreich
eingesetzt, um Proteine zu identifizieren, die spezifisch an
ADP, cAMP, GDP und cGMP binden.[14] Hierf�r wurde
cGMP �ber einen 2-Aminohexyl-Linker immobilisiert und
mit HEK293-Zelllysat inkubiert. Anschließend erfolgte eine
sequentielle Elution mit 10 mm ADP, 10 mm GDP, 5–10 mm

cGMP und 10 mm cAMP, und die Proteine, die an das je-
weilige Nukleotid binden, wurden isoliert. Die spezifische
Elution kann durch die langsame Dissoziationskinetik des
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bindenden Proteins von seinem Liganden beeintr�chtigt
werden.[50]

2.1.7. Kontrollexperimente

Kontrollexperimente sind zwingend erforderlich, um
zwischen spezifisch und nicht spezifisch bindenden Proteinen
zu unterscheiden. Die einfachste Kontrolle ist der Einsatz von
gleichem Matrixmaterial, aber ohne die immobilisierte Ver-
bindung (Matrix-Kontrolle). Diese Probe detektiert die Pro-
teine, die unspezifisch an die Matrix selbst binden, und wurde
erfolgreich bei der Identifikation verschiedener Zielproteine
verwendet.[15b,51] Um Proteine zu isolieren, die nicht-spezi-
fisch an den Linker oder die biologisch aktive Substanz
binden, sollte entweder der Linker allein[15b, 18a,52] oder noch
besser ein inaktives Derivat, das mit dem gleichen Linker
ausgestattet ist,[18a, 33a,53] an der Matrix immobilisiert werden.
Eine inaktive Verbindung sollte dem Wirkstoff in Struktur,
Grçße, hydrophoben Eigenschaften und Ladung �hneln.[11b]

Proteine, die sowohl an die Kontrollmatrix als auch an die
immobilisierte Sonde binden, werden in der Regel als Hin-
tergrund eingestuft. Obwohl diese Herangehensweise in
mehreren F�llen erfolgreich war, vereinfacht sie die Bin-
dungsereignisse w�hrend des Pulldown-Experiments meist zu
stark. Mangelnde Aktivit�t einer Substanz in zellul�ren
Assays kçnnte durch eine geringere Lçslichkeit, niedrige
Zellpermeabilit�t und niedrige Affinit�t f�r das Zielprotein
hervorgerufen sein.[11c] Diese Eigenschaften kçnnten die
Ausbildung eines gew�nschten Ph�notyps in einem zellba-
sierten Assay verhindern und zur Einstufung der Substanz als
inaktiv f�hren, obwohl sie mçglicherweise an die Zielproteine
in Zelllysaten bindet. Der Einsatz solcher Kontrollen kçnnte
zur Identifizierung der gleichen Zielproteine f�r beide
Sonden (die aktive und inaktive) und damit zu falsch nega-
tiven Ergebnissen f�hren, da diese Proteine als nicht spezifi-
sche Binder betrachtet werden. Prinzipiell ist die ideale
Kontrolle f�r einen chiralen Wirkstoff eine inaktive Verbin-
dung mit den gleichen physikalisch-chemischen Eigenschaf-
ten wie die aktive Sonde, aber mit unterschiedlicher Stereo-
chemie, d.h. ein Enantiomer. Diese Strategie wurde erfolg-
reich zur Identifizierung von Nukleophosmin und Crm1 als
Zielproteine der Centrocountine eingesetzt (Tabelle 1, Ein-
trag 7, siehe auch Abschnitt 5.4).[17] Ein enantiodifferenzie-
render Ansatz wurde auch bei der Zielprotein-Identifizierung
f�r das Jasmonat-Glukosid gew�hlt (Tabelle 1, Eintrag 8),
dessen Enantiomer inaktiv ist.[54] Eine Photoaffinit�tssonde
von Jasmonat-Glukosid wurde an Biotin gekuppelt und in
Pulldown-Experimenten verwendet, wobei das inaktive
Enantiomer als Kontrolle diente. Wir merken jedoch an, dass
das als inaktiv eingestufte Enantiomer eines chiralen Wirk-
stoffs nicht notwendigerweise gar nicht an das gleiche Ziel-
protein bindet, sondern dass seine Affinit�t nur geringer sein
kçnnte. Somit kçnnte ein Enantiomer nicht die ideale Kon-
trollsubstanz darstellen. Wenn die aktive Substanz achiral ist,
sollte die Kontrollsonde ihr so �hnlich wie mçglich sein.
Ferner ist die Ankn�pfung des Linkers an eine Position, die
keine Modifikationen toleriert und es somit zu einem Akti-
vit�tsverlust kommt, eine weitere Option f�r das Design von
Kontrollsubstanzen. Diese Vorgehensweise wurde bei der

Isolierung von GSK3b als das Zielprotein des neuritogenen
Wirkstoffs TWS119 (Tabelle 1, Eintrag 9)[55] und bei der
Identifizierung von Adenosinkinase als das Zielprotein der
anti-trypanosomalen Substanz 4-[5-(4-Phenoxyphenyl)-2H-
pyrazol-3-yl]morpholin (Tabelle 1, Eintrag 10)[56] verfolgt.

Eine effiziente Kontrolle ist Kompetition bei der Bindung
des Zielproteins an den immobilisierten Liganden.[57] Dabei
wird ein �berschuss der biologisch aktiven Substanz dem
Proteingemisch vor oder w�hrend des Pulldowns zugegeben.
Sie bindet an das Zielprotein und verhindert so dessen Bin-
dung an die immobilisierte Affinit�tssonde. Proteine, die im
Standard-Pulldown identifiziert werden, aber in der Kontrolle
mit dem Kompetitor fehlen, werden als Zielproteine ange-
sehen. Bei Kompetitionsexperimenten kçnnen hydrophobe
Eigenschaften und die dadurch bedingte begrenzte Lçslich-
keit der Verbindungen in w�ssrigen Puffern Schwierigkeiten
verursachen. Kompetitionsexperimente sollten mit einer
F�rbung der isolierten Proteine nach SDS-PAGE einherge-
hen, um die Abwesenheit der Zielproteine in der Probe mit
dem Kompetitor zu belegen. Verschiedene Konzentrationen
des nicht modifizierten Wirkstoffs sollten getestet werden, um
die geeignetsten Bedingungen f�r die Kompetition zu ermit-
teln.

Proteine, die von der festen Phase freigesetzt werden,
werden in der Regel mittels SDS-PAGE nach ihrem Mole-
kulargewicht getrennt. Nach der Elektrophorese werden
Proteine im Gel gef�rbt, wobei unterschiedliche Protokolle
zur Verf�gung stehen. Die Nachweisgrenze des weit ver-
breiteten Coomassie Brillant Blau liegt bei ca. 10 ng Protein,
und die F�rbung ist kompatibel mit einer massenspektrome-
trischen Analyse.[58] Sensitiver sind die Silberf�rbung und die
F�rbung mit Fluoreszenzfarbstoffen (Nachweis von < 1 ng
Protein).[58] W�hrend die Silberf�rbung mit der Massenspek-
trometrie ohne zus�tzliches Entf�rben nicht kompatibel ist,
sind es viele fluoreszierende Farbstoffe, sodass die entspre-
chenden Banden nach der Proteinvisualisierung aus dem Gel
geschnitten und weiterverarbeitet werden kçnnen. Empfind-
liche Proteinf�rbungen erlauben, die Zielproteine auf dem
Gel sichtbar zu machen, sodass erste Informationen erhalten
werden, z. B. ungef�hres Molekulargewicht. Durch den Ein-
satz geeigneter Kontrollsonden kçnnen Unterschiede in den
isolierten Proteinen (wie Menge und Vorkommen) nach einer
Proteinf�rbung detektiert werden. Zum Beispiel kann eine
Proteinbande, welche nur mit der aktiven, aber nicht mit der
inaktiven Sonde im Gel zu sehen ist, als ein potentielles
Zielprotein ber�cksichtigt werden. In einem Kompetitions-
versuch kann das Verschwinden einer Proteinbande (oder die
Detektion abnehmender Mengen des Proteins) in Gegenwart
des Kompetitors auf das Zielprotein hindeuten. Eine Prote-
inf�rbung nach der SDS-PAGE und Kompetition kann das
Auffinden der optimalen Bedingungen f�r den Pulldown mit
einer massenspektrometrischen Analyse erleichtern. Es sollte
ber�cksichtigt werden, dass auch in Gegenwart eines �ber-
schusses an nicht modifiziertem Wirkstoff ungebundenes
Zielprotein vorhanden sein kçnnte. Somit kçnnte das Ziel-
protein an die immobilisierte Sonde binden und w�rde mas-
senspektrometrisch detektiert. Der simple Vergleich der de-
tektierten Proteine in Gegenwart oder Abwesenheit eines
Kompetitors wird dann falsch negative Ergebnisse liefern.
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Daher ist es ratsam, quantitative Proteomik einzusetzen, um
die relative H�ufigkeit der isolierten Proteine detektieren zu
kçnnen (siehe Abschnitt 2.1.11) sowie gen�gend Replikate
durchzuf�hren, um statistisch signifikante Ergebnisse zu er-
halten.

2.1.8. Unspezifische Bindung

Die Isolierung und Identifizierung der relevanten Ziel-
proteine mittels Affinit�ts-basierter Proteomik erfordert oft
das Entfernen von unspezifisch an die Sonde und/oder die
Matrix bindenden Proteine (Hintergrundbindung). Unspezi-
fische Binder erhçhen die Komplexit�t der Gemische, die
massenspektrometrisch analysiert werden, und sind oft nicht
leicht zu erkennen. Hochaffine Liganden werden bevorzugt
an ihre physiologischen Zielproteine im Zelllysat binden und
kçnnen mit einer geringeren Affinit�t mit zus�tzlichen Pro-
teinen interagieren. Allerdings ist der Proteinextrakt beim
Pulldown einer hohen lokalen Konzentration des immobili-
sierten Liganden ausgesetzt, was die niederaffine Bindung an
weitere Proteine ermçglicht, insbesondere wenn das tat-
s�chliche Zielprotein nur in geringer Konzentration vorliegt.
Die Verringerung der Menge der Affinit�tssonde auf der
Matrix kann Abhilfe schaffen. Daher sind eine hohe Affinit�t
der Sonde f�r das Zielprotein und eine ausreichend hohe
Zielproteinkonzentration f�r eine erfolgreiche Zielprotein-
Identifizierung h�ufig Voraussetzung. Vorzugsweise sollten
Sonden mit nanomolaren oder niedrigen mikromolaren Af-
finit�ten verwendet werden, was einen erheblichen Aufwand
an Struktur-Wirkungs-Untersuchungen erfordern kann. Da
der urspr�ngliche Assay h�ufig ph�notypisch ist, kçnnte es
schwierig sein, die relative Affinit�t der Substanz f�r das
Zielprotein zu beurteilen. Dennoch darf nicht vergessen
werden, dass eine hohe zellul�re Aktivit�t von den poly-
pharmakologischen Eigenschaften der entsprechenden Ver-
bindung verursacht werden kann und mçglicherweise eher
auf der Summe der niedrigen Affinit�ten zu mehreren Ziel-
proteinen anstatt der hohen Affinit�t f�r ein einziges Protein
herr�hrt.[11c]

In den erfolgreichen Beispielen f�r Zielprotein-Identifi-
zierung wurden meist hochaffine Sonden verwendet, und/
oder die Zielproteine waren in relativ hohen Konzentrationen
vorhanden. Beim Einsatz niederaffiner Liganden kçnnen die
Zielproteine w�hrend der stringenten Waschschritte verlo-
rengehen, insbesondere wenn sie nur in geringen Konzen-
trationen vorhanden sind, was die Isolierung der h�ufig vor-
kommenden Proteine beg�nstigt. Eine statistische Analyse
von Pulldown-Experimenten, die mit verschiedenen Sonden
durchgef�hrt wurden, ermçglicht es, die H�ufigkeit des Auf-
tretens identifizierter Proteine unabh�ngig von der Struktur
der Sonde zu bestimmen („schwarze Listen“[59]). Dar�ber
hinaus kann die Identifizierung der Proteine, die (unspezi-
fisch) an g�ngig verwendete Matrizen binden, sogenannte
„Matrix-Proteome“, helfen, unspezifische Binder zu erken-
nen.[60] Weiterhin kann die quantitative Absch�tzung der
Proteome humaner Zelllinien und der in den Zellen enthal-
tenen Proteinmengen[61] hilfreich sein. Dennoch m�ssen un-
spezifisch bindende Proteine f�r jede Sonde im Einzelnen
bewertet werden, da vermeintlich unspezifische Binder die

physiologischen Zielproteine eines entsprechenden Liganden
sein kçnnen (z. B. Tubulexin, Tabelle 1, Eintrag 11, siehe
Abschnitt 5.5).[62]

Neuentwickelte massenspektrometrische Techniken er-
mçglichen die Identifizierung potentieller Zielproteine aus
komplexen Gemischen sofort nach deren Freisetzung von der
Affinit�tsmatrix.[63] Allerdings kçnnte es ratsam sein, in
einem Vorversuch die isolierten Proteine mithilfe von Gel-
elektrophorese zu trennen und anzuf�rben. Evaluierung ver-
schiedener Pulldown-Parameter (z.B. das Design der Sonde,
die Menge der immobilisierten Sonde, die Lysatkonzentrati-
on, die Waschbedingungen, die Elution mit der unmodifi-
zierten Substanz, die Kompetition) und anschließende F�r-
bung der Proteine nach SDS-PAGE kçnnen wertvolle Infor-
mationen zur Reduzierung der unspezifischen Bindung lie-
fern. Zum Beispiel kçnnen Linker-Variationen, die Elution
mit einem �berschuss an nicht modifizierter Substanz sowie
den Einbau einer photoreaktiven Gruppe stringentere
Waschbedingungen ermçglichen und somit die unspezifische
Bindung verringern. Dar�ber hinaus kann das Protein-
gemisch mit einer Kontroll-Matrix vorinkubiert werden, um
unspezifisch bindende Proteine vor dem eigentlichen Pull-
down-Experiment mit der aktiven Verbindung zu reduzieren
oder zu entfernen.[64] Eine weitere Option ist die serielle
Affinit�tschromatographie.[50] Bei dieser Methode wird die
immobilisierte Sonde dem Proteinextrakt ausgesetzt, und
anschließend wird das Lysat abgenommen und zu einer fri-
schen Affinit�tsmatrix gegeben, wobei diese Schritte mehr-
mals wiederholt werden (Abbildung 1b). Es ist zu erwarten,
dass die erste Affinit�tsmatrix die spezifisch bindenden Pro-
teine anreichert, w�hrend unspezifische Binder in einem
�hnlichen Ausmaß von allen folgenden Affinit�tsmatrizes
gebunden werden. Die serielle Affinit�tschromatographie
wurde erfolgreich f�r die FK506/FKBP12-, Methotrextate/
DHFR- und Benzensulfonamide/CA2-Interaktionen einge-
setzt und zur Identifizierung von Clathrin als das Zielprotein
von Bolinachinon (Tabelle 1, Eintrag 12) verwendet.[50,52]

2.1.9. Immobilisierung der Sonde durch Photoaktivierung

Naturstoffe sind eine reichhaltige Quelle biologisch akti-
ver Verbindungen. Jedoch sind sie oft synthetisch nicht oder
limitiert zug�nglich, was die Aufstellung einer SAR und da-
durch die Identifizierung ihrer Zielproteine erschwert. Wenn
keine Totalsynthese f�r einen Naturstoff verf�gbar ist, kann
diese Substanz an Positionen, die eine Derivatisierung zu-
lassen, modifiziert werden, was semi-synthetische Derivate
generiert. Wenn Substitutionen toleriert werden, kann ein
Linker zur Immobilisierung auf einer Matrix eingebaut
werden. Eine Alternative zur Immobilisierung von Verbin-
dungen ohne vorherige Modifizierung ist deren Kupplung an
eine feste Phase mittels Photoaktivierung.[16] Bei diesem
Verfahren ist die Matrix z. B. mit Aryldiazirin-Oligoethylen-
glycol-Linkern derivatisiert. Nach UV-Bestrahlung werden
hochreaktive Carbene generiert, welche unspezifisch mit den
zu immobilisierenden Substanzen reagieren (Abbildung 5).
In einer Teststudie wurden alle mçglichen C-H- und C-O-
Insertionsprodukte bei verh�ltnism�ßig gleicher Verteilung
erzeugt[65] und so unterschiedlich orientierte immobilisierte
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Verbindungen generiert. Nur Insertionen an Positionen, die
strukturelle �nderungen ohne einen drastischen Verlust der
Aktivit�t tolerieren, sollten die Bindung und Isolierung der
Zielproteine erlauben. Diese Methode wurde erfolgreich zur
Identifizierung von Glyoxylase als Zielprotein des Osteo-
klastogenese-Inhibitors Methylgerfelin (Tabelle 1, Ein-
trag 13)[66] und f�r die Erzeugung von chemischen Arrays zum
Auffinden von Proteinliganden eingesetzt.[16, 67]

2.1.10. Zielprotein-Identifizierung durch ligandengesteuerte Pro-
teinmarkierung

Eine relativ neue Strategie bei der Zielprotein-Identifi-
zierung ist die �bertragung eines fluoreszierenden Restes
von einem Liganden nach Bindung an die Zielproteine. Daf�r
muss die biologisch aktive Verbindung mit einer an einen
Fluorophor gekuppelten reaktiven, z.B. acylierenden oder
alkylierenden Gruppe (z. B. ein Phenylester oder ein Ben-
zylsulfonat) ausgestattet sein. In einem ersten Schritt bindet
die Verbindung an das Zielprotein, gefolgt von der �bertra-
gung der reaktiven Gruppe auf eine proximale Aminos�ure
unter Verdr�ngung des als Abgangsgruppe fungierenden Li-
ganden (Abbildung 6).[68] Beispielsweise wurde eine Acyl-

�bertragungsreaktion zur Markierung von Zielproteinen des
Naturstoffs Marinopyrrol A mit Dimethylaminocumarin
verwendet (Tabelle 1, Eintrag 14).[68b] Nach Inkubation le-
bender Zellen mit dem Marinopyrrol-Derivat wurden in der
SDS-PAGE zwei fluoreszierende Banden im Rohlysat de-
tektiert. Die Coimmunpr�zipitation unter Verwendung eines
Antikçrpers gegen den Fluorophor f�hrte zum Nachweis von
drei Banden, deren massenspektrometrische Analyse zwei als
Aktin und die dritte als Actinin identifizierte, welches mit
Aktin Komplexe bildet. Mittels Mikroskopie, Mikrokalori-
metrie und In-vitro-Aktin-Polymerisationsassays konnte
Aktin als Zielprotein best�tigt werden. In einem �hnlichen
Versuchsaufbau wurde die Tosyl�bertragung zur Markierung
von Proteinen, die an Fusicoccin A binden (Tabelle 1, Ein-
trag 15, siehe Abschnitt 5.6), verwendet.[69]

2.1.11. Quantitative Proteomik

Der einfache Vergleich zwischen Proteinen, die mit der
aktiven und der inaktiven Sonde isoliert werden, f�hrt zu
Einschr�nkungen, die durch eine relative Quantifizierung der
Proteine aus verschiedenen Populationen �berwunden
werden kçnnen, d.h. mittels quantitativer Proteomik. Zu
diesem Zweck werden in der Regel stabile Isotopen in die
Proteine eingebaut, obwohl eine markierungsfreie Quantifi-
zierung ebenso mçglich ist.[70] Bei Einbau stabiler Isotope
bleiben die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Pro-
teine unver�ndert und die Bindung an den Liganden wird
nicht beeintr�chtigt. Die Proteine unterscheiden sich jedoch
in ihrer Masse, was ihre gleichzeitige Detektion und relative
Quantifizierung ermçglicht. Die Markierung mit Isotopen
kann metabolisch oder chemisch erfolgen. Mann et al. haben
die stabile Isotopenmarkierung von Proteinen mit Amino-
s�uren in der Zellkultur (stable isotope labeling by amino
acids in cell culture, SILAC) etabliert.[71] SILAC nutzt aus,
dass S�ugerzellen auf die Zufuhr essentieller Aminos�uren
angewiesen sind (z.B. Methionin, Arginin, Leucin, Lysin).
Wachsende Zellen werden entweder unter normalen Bedin-
gungen (nat�rlich vorkommende oder „leichte“ Aminos�u-
ren) oder aber mit markierten essentiellen Aminos�uren
(z. B. mit 13C markiertem l-Arginin[72] und mit 13C und 15N
markiertem l-Lysin,[73] „schwere“ Aminos�uren) kultiviert,
die nach f�nf Zellteilungen vollst�ndig in das zellul�re Pro-
teom eingebaut sind. F�r den Pulldown werden verschiedene
Lysate mit der aktiven und der Kontrollsonde inkubiert (z. B.
„schweres“ Lysat mit der aktiven Sonde und „leichtes“ Lysat
mit der Kontrollsonde).

Die aus beiden Versuchen eluierten Proteine werden
vereint, aufbereitet und massenspektrometrisch analysiert
(Abbildung 7a). Der Vergleich der Massenspektren von
„schweren“ und „leichten“ Peptiden zeigt eine Massenver-
schiebung f�r die isotopenmarkierten Peptide von 6 Da f�r
13C-l-Arginin-haltige Peptide und von 8 Da f�r 13C-15N-l-
Lysin-markierte Peptide. SILAC-Peptidpaare haben zuge-
wiesene Positionen bez�glich ihrer Masse und Retentionszeit.
Wenn ein „leichtes“ Peptid bei einer bestimmten Masse und
Retentionszeit erkannt wird, wird im Regelfall das „schwere“
Peptid ebenfalls detektiert.[73] Die relative Menge des
„schweren“ Peptids im Vergleich zum „leichten“ Peptid kann

Abbildung 5. Immobilisierung von Liganden mittels Photoaktivierung.

Abbildung 6. Ligandengesteuerte Proteinmarkierung mittels Tosyl�ber-
tragung.[68a]
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Abbildung 7. Ans�tze f�r die quantitiative Proteomik. a) Zielprotein-Identifizierung mittels SILAC.[73] b) Isotopen-kodierte Affinit�ts-Tags (ICAT).[70]

c) Quantifizierung mithilfe von isobaren Tags (iTRAQ).[74]
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aus dem Verh�ltnis der Ionenintensit�ten der SILAC-Pep-
tidpaare abgeleitet werden. Die Affinit�tschromatographie
unter Verwendung SILAC-markierter Proteinextrakte er-
laubt mildere Waschbedingungen und ermçglicht die Isolie-
rung von niederaffinen Proteinen und die Priorisierung von
Zielproteinen mittels SILAC.[73] Dieses Konzept wurde f�r
Wirkstoffe mit bekannter Wirkungsweise (Kinase-Inhibito-
ren und Immunophilin-Liganden) �berpr�ft.[73] SILAC wurde
bei der Identifizierung von Tubulin und CSE1L als Zielpro-
teine des Tetrahydropyrans Tubulexin A (Tabelle 1, Ein-
trag 11),[62] GSTP1 als das Zielprotein von Piperlongumin
(Tabelle 1, Eintrag 16),[75] Epoxidhydrolase 1 und MT-ND1
als Zielproteine eines 5-Benzoylindol-Derivats (Tabelle 1,
Eintrag 17)[76] und f�r die Analyse von Imatinib-Zielprotei-
nen[77] und des menschlichen Kinoms[78] verwendet. SILAC
wurde ebenfalls zur Markierung embryonaler Stammzellen
eingesetzt.[79] Metabolische Markierung wurde auch f�r ganze
Organismen wie M�use,[80] C. elegans und D. melanogaster[81]

beschrieben.
Obwohl sehr wirksam, ist SILAC nicht f�r die Markierung

von Zellen geeignet, die nicht f�r eine ausreichend lange Zeit
in Kultur gehalten werden kçnnen, um eine vollst�ndige
Markierung des Proteoms sicherzustellen, z. B. Thrombozy-
ten, sowie zur Markierung von isoliertem Gewebe und
menschlichen Kçrperfl�ssigkeiten. In solchen F�llen sollte
eine chemische Markierung in Betracht gezogen werden.
Mehrere Strategien stehen daf�r zur Verf�gung, insbesondere
die Verwendung von Isotopen-kodierten Affinit�ts-Tags
(ICAT)[82] oder von isobaren Tags f�r die relative und abso-
lute Quantifizierung (iTRAQ).[74] Das ICAT-Reagens enth�lt
einen Affinit�tsrest (z. B. Biotin), einen isotopenmarkierten
Linker (z.B. achtfach deuteriert) und eine Gruppe (z. B.
Iodacetamid), die selektiv mit Thiolen reagiert (Abbil-
dung 7b).[82] Die Seitenketten der Cysteinreste der zu ver-
gleichenden Proteinpopulationen werden entweder mit der
„leichten“ oder der „schweren“ Form des ICAT-Reagens
derivatisiert. Nach Vereinigen der Proben und tryptischem
Verdau werden die markierten Peptide mithilfe von Avidin-
Affinit�tschromatographie fraktioniert und quantitativ mit-
tels Massenspektrometrie analysiert. Eine zweite Generation
von ICAT-Reagentien ist mit einem spaltbaren Linker aus-
gestattet und wurde f�r die Zielprotein-Identifizierung der
antitumorigenen Substanz E7070 (N-(3-Chlor-7-indolyl)-1,4-
benzoldisulfonamid, Tabelle 1, Eintrag 18) verwendet, die
Malatdehydrogenase ergab (MDH).[83]

Die ICAT-Methode reduziert die Komplexit�t der zu
analysierenden Gemische und deckt 96.1 % des menschlichen
Proteoms ab.[84] Eine komplette Abdeckung kann durch die
N-oder C-terminale Markierung von Peptiden erreicht
werden.[84] Einen Ansatz zur Isotopenmarkierung von Ami-
nogruppen stellt iTRAQ (isobare Tags f�r die relative und
absolute Quantifizierung) dar.[74] Das iTRAQ-Reagens be-
steht aus einer Reportergruppe (N-Methylpiperazin), einer
Massenausgleichsgruppe (Carbonylgruppe) und einer
Gruppe, die mit Peptiden reagiert (NHS-Ester) (Abbil-
dung 7c).[74] Dabei wird jede Peptid-Aminogruppe in einem
Proteingemisch �ber eine Amidbindung markiert. Die Re-
portergruppe enth�lt Kombinationen von 13C, 15N und 18O, die
in Tags mit einer Masse von 114–117 Da resultieren. Die

Massenausgleichsgruppe hat ein Molekulargewicht von 28 bis
31 Da, welches aus der Isotopenanreicherung an der Carbo-
nyl-Komponente resultiert. Dadurch haben die verschiede-
nen iTRAQ-Reagentien eine identische Gesamtmasse
(145 Da). Mit unterschiedlichen iTRAQ-Reagentien mar-
kierte Peptide sind isobar und erscheinen als einziger MS-
Peak nach dem Vereinen der markierten Peptidgemische. Die
kollisionsinduzierte Dissoziation (collision-induced dissocia-
tion, CID) f�hrt zu der Aufspaltung der Amidbindung und
einem Verlust der Massenausgleichsgruppe, w�hrend die
Reportergruppen Ionensignale mit m/z von 114 bis 117 Da
erzeugen. Die relativen Fl�chen der Peaks der Reporter-
gruppen-Signale werden f�r die Quantifizierung der Peptide
in der jeweiligen Probe herangezogen. Mithilfe von iTRAQ
kçnnen bis zu vier Proben markiert und gleichzeitig analysiert
werden. iTRAQ wurde in der Isolierung von Tankyrase als
Zielprotein von XAV939 (Tabelle 1, Eintrag 19, siehe auch
Abschnitt 5.10),[85] des Oxysterol-bindenden Proteins OBP
als Zielprotein von OSW-1 (Tabelle 1, Eintrag 20) und von
ORPphilinen[15a] und f�r die Profilierung von ABL-Inhibito-
ren mittels Kinaseinhibitor-Matrizes (Kinobeads) (Tabelle 1,
Eintrag 21) eingesetzt.[86]

Neben den Verfahren, die eine Protein- oder Peptidmar-
kierung einschließen, wurden in mehreren Studien auch
markierungsfreie Quantifizierungen (label-free quantifica-
tion, LFQ) von Proteinen durchgef�hrt.[87] Zum Beispiel kann
die Integration des kompletten massenspektrometrischen
Signals jedes Peptids verwendet werden, um das gleiche
Peptid in verschiedenen LC-MS/MS-L�ufen zu quantifizie-
ren[88] (f�r eine umfassende �bersicht �ber g�ngige markie-
rungsfreie Quantifizierungsstrategien siehe Lit. [89]). Unter
den gegenw�rtigen Techniken zur massenspektrometrischen
Quantifizierung ist die Genauigkeit der markierungsfreien
Verfahren am niedrigsten, da sich alle experimentellen Un-
terschiede in den resultierenden Daten widerspiegeln.[86,89]

Allerdings ist LFQ weniger kostspielig und zeitaufwendig (es
sind keine zus�tzlichen Schritte zur Protein- oder Peptid-
markierung erforderlich) und deckt einen breiteren dynami-
schen Bereich der Quantifizierung ab als die stabile Isoto-
penmarkierung.[86] Dar�ber hinaus gibt es keine Einschr�n-
kung f�r die Anzahl der Proben, die verglichen werden sollen,
und die massenspektrometrische Komplexit�t ist nicht
erhçht.[86] Uns sind keine Beispiele f�r Zielprotein-Identifi-
zierungen mithilfe von LFQ bekannt. Dennoch sollte die
markierungsfreie Quantifizierung als eine Alternative bei der
Planung einer Proteinquantifizierung in Erw�gung gezogen
werden.

2.1.12. „Getaggte“ Substanzbibliotheken

Mçgliche Probleme durch nachtr�gliche Ankn�pfung
eines Linkers nach der Identifizierung einer aktiven biolo-
gisch aktiven Substanz kçnnen durch das Integrieren des
Linkers bereits bei der Synthese der Substanzbibliotheken
(tagging) umgangen werden.[51c,90] Dadurch kçnnen die
Schritte von der Identifizierung eines Wirkstoffs bis zur Iso-
lierung der Zielproteine effizienter gestaltet werden. Viele
Literaturbeispiele basieren auf dem Triazin-Ger�st, das di-
verse Modifikationen erlaubt (Abbildung 8a).[91] Eine Tri-
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azin-basierte Bibliothek, die mit einem Triethylenglycol-
Linker ausgestattet war, wurde in Zebrafisch-Embryonen
hinsichtlich morphologischer Ver�nderungen des Gehirns
und der Augen untersucht, und unter 1536 Triazinderivaten
wurde eine aktive Verbindung identifiziert (Tabelle 1, Ein-
trag 22). Die Entfernung des Linkers (wodurch die Substanz
Encephalazin generiert wurde) hatte keinen Einfluss auf die
Aktivit�t, sodass offensichtlich weder der Linker noch die
Aminogruppe wichtig f�r die Aktivit�t waren. Das den
Linker enthaltende Derivat von Encephalazin wurde auf
einer Affinit�tsmatrix immobilisiert und mit einem Protein-
extrakt inkubiert. Dadurch wurden ribosomale Proteine als
Zielproteine von Encephalazin identifiziert.[92] Ein �hnlicher
Versuchsaufbau f�hrte in einem Screen f�r Modulatoren der
Pigmentierung zur Isolierung aktiver Verbindungen und der
mitochondrialen F1F0-ATPase als deren Zielprotein.[90, 93] In
einem Screen zur Modulation des Insulin-Signalwegs in C.
elegans wurde eine Substanzbibliothek mit „Benzoyl-Cap-
ping“ und integriertem Tag eingesetzt. F�r eine aktive Ver-
bindung aus diesem Screen (GAPDS, Tabelle 1, Eintrag 23)
wurde mittels Affinit�tschromatographie GAPDH als Ziel-
protein identifiziert.[94]

Cravatt et al. synthetisierten eine Bibliothek, die ebenfalls
eine Zielprotein-Identifizierung direkt nach einem zell-
basierten Screen ohne zus�tzliche chemische Modifikationen
der Trefferverbindungen ermçglicht.[76] Die Bibliothek leitet
sich von 5-Benzoylindol und 7-Benzoylbenzo-1,4-diazepin-
2,5-dion ab, wobei jede Substanz mit einer photoreaktiven
Gruppe f�r die UV-vermittelte Kupplung an die Zielproteine
und einem Alkinrest f�r Klick-Chemie ausgestattet war
(Abbildung 8b).[76] Die Bibliothek wurde auf antiproliferati-
ve Aktivit�t in MDA-MB-231-Zellen unter normalen Be-
dingungen bei niedriger Glucosekonzentration untersucht.
Eine Verbindung (Tabelle 1, Eintrag 17) hemmte die Proli-
feration unter hypoglyk�mischen Bedingungen. Eine SILAC-
basierte Affinit�tschromatographie f�hrte zur Identifizierung
der Zielproteine Epoxidhydrolase 1 und MT-ND1, die an der
mitochondrialen Atmung beteiligt sind.

2.2. Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Gelelektrophorese
(2DE) ermçglicht die gleichzeitige Trennung von
Tausenden von Proteinen mittels isoelektrischer
Fokussierung aufgrund ihrer Ladung (1. Dimen-
sion) und entsprechend ihrer Grçße (2. Dimensi-
on). Die daraus resultierenden sogenannten Pro-
teinspots stellen in der Regel einzelne Proteine
dar, die isoliert und identifiziert werden kçnnen.
Diese Methode erlaubte erstmals eine Proteom-
analyse[95] und kann ebenso f�r die Zielprotein-
Identifizierung eingesetzt werden. Eine Voraus-
setzung hierf�r ist die kovalente Verkn�pfung
zwischen der Verbindung und dem Zielprotein
und seine Markierung (mit einem Radioisotop
oder Fluorophor) zur sp�teren Detektion. Jessen
et al. nutzten die 2DE f�r die Suche nach Ziel-
proteinen des Apoptose-induzierenden 3,5-

Diaryl-[1,2,4]-oxadiazols MX-74420/MX-126374 (Tabelle 1,
Eintrag 24).[96] Ein Tritium-markiertes photoreaktives Deri-
vat wurde durch UV-Bestrahlung an die daran bindenden
Proteine gekuppelt, und eine spezifisch markierte Bande von
50 kDa und einem pI-Wert von 5.3 wurde in der SDS-PAGE
beobachtet. Diese Bande wurde durch Zugabe des nicht
modifizierten Wirkstoffs unterdr�ckt. Die Trennung der
markierten Lysate mittels 2DE lieferte einen einzigen Pro-
teinspot, welcher nach tryptischem Verdau und massenspek-
trometrischer Analyse als TIP47 identifiziert wurde. Park
et al. haben FITGE (fluorescence difference approach in two-
dimensional gel electrophoresis) als weiteres auf 2DE ba-
siertes Verfahren entwickelt und f�r die Ermittlung der
Zielproteine einer antiproliferativen Substanz (Tabelle 1,
Eintrag 25) eingesetzt.[45] Eine aktive und eine Kontrollsonde
wurden synthetisiert, die Benzophenon als photoreaktive
Gruppe und einen Acetylenrest f�r eine bioorthogonale
Klick-Reaktion enthielten. Mithilfe dieser Sonden wurden
die Proteome in Lysaten oder lebenden Zellen nach UV-
Bestrahlung markiert und durch die Klick-Reaktion mit Cy5-
(aktive Sonde) oder Cy3-Azid (Kontrollsonde) verkn�pft.
Die markierten Proteome wurden vereint und einer 2DE
unterzogen. Die �berlagerten Bilder der Cy5- und Cy3-
Fluoreszenz zeigten nur wenige Signale, die im Cy5-Bild
jedoch nicht im Cy3-Bild detektierbar waren, und darauf
basierend wurde Tubulin als Zielprotein identifiziert und
validiert.

Obwohl 2DE f�r die Zielprotein-Isolierung genutzt
werden kann, ist diese Methode zeitaufwendig, arbeitsinten-
siv und durch die geringe Auflçsung limitiert. Wegen unzu-
reichender Sensitivit�t der verf�gbaren Proteinf�rbungen
werden meistens h�ufig vorkommende Proteine detektiert.
Weiterhin kçnnen oft hydrophobe, insbesondere Membran-
proteine, nicht detektiert werden, und Proteomvergleiche
sind aufgrund von Gel-zu-Gel-Variationen schwierig. Neuere
Optimierungen verwenden eine isoelektrische Fokussierung
mit immobilisierten pH-Gradienten oder Kationenaustau-
schern vor der Trypsinierung und der Umkehrphasenchro-
matographie und sind deutlich empfindlicher.[97]

Abbildung 8. Tag-enthaltende Substanzbibliotheken f�r die Zielprotein-Identifizie-
rung. a) Triazin- und b) 5-Benzoylindol-basierte Bibliotheken.
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2.3. Markierungsfreie Ans�tze zur Zielprotein-Identifizierung
2.3.1. DARTS

Die DARTS-Methode (drug affinity responsive target
stability) wurde als eine universell anwendbare Strategie zur
Untersuchung von Ligand-Protein-Wechselwirkungen ent-
wickelt.[98] DARTS beruht auf der Erkenntnis, dass ein Ziel-
protein nach der Bindung an eine Substanz mçglicherweise
weniger anf�llig f�r Proteolyse im Vergleich zum ungebun-
denen Zustand ist.[99] Ein wesentlicher Vorteil von DARTS ist
die Verwendung nicht modifizierter Verbindungen f�r die
Zielprotein-Identifizierung. Die Bindung eines Liganden an
ein Zielprotein kçnnte eine lokale oder globale Stabilisierung
der Proteinkonformation und/oder eine ver�nderte Anf�l-
ligkeit f�r Proteolyse bewirken.[98] Die Ligandenbindung
kçnnte die Protease-Erkennungssequenz maskieren und zu
Unterschieden in den Proteolysemustern zwischen dem
Ligand-gebundenen und Ligand-freien Zustand f�hren (Ab-
bildung 9). Beispielsweise war der FKBP12-Rapamycin/

FK506-Komplex nach der Bindung von FKBP12 an Rapa-
mycin und FK506 vor der proteolytischen Spaltung durch die
Protease Subtilisin gesch�tzt. Wortmannin f�hrte nicht zur
Stabilisierung, d.h. der Proteolyseschutz war selektiv. Da
weder Rapamycin noch FK506 Konformations�nderungen in
FKBP12 herbeif�hren, reicht die Bindung allein aus, um das
Protein im proteolyseresistenten Zustand zu stabilisieren.[98]

Die Eignung des DARTS-Konzepts auch f�r komplexe Pro-
teingemische wurde anhand der Didemnin/B-EF1a-, mTOR/
Rapamycin-, COX-2/Celecoxib- und SCF-E3-Ubiquitin-
Ligase/Inhibitor-Komplexe nachgewiesen.[98] Dar�ber hinaus
wurde DARTS in der Identifizierung des eukaryotischen In-
itiationsfaktors 4A (eIF4A) als eines der Zielproteine von
Resveratrol (Tabelle 1, Eintrag 26) eingesetzt. DARTS
kçnnte durch die Affinit�t der Ligand-Protein-Wechselwir-
kung, das Vorkommen und die Detektierbarkeit der Proteine
mittels Massenspektrometrie und die Anf�lligkeit der Pro-
teine f�r Proteolyse limitiert werden.

Eine verwandte Methode nutzt die Pulsproteolyse[99] und
wurde eingesetzt, um ATP-bindende Proteine in E. coli zu
identifizieren.[13] Hierf�r wurden Proteinproben mit ATP in-
kubiert und die Harnstoff-induzierte Proteinentfaltung im
Vergleich zu unbehandelten Proben nach einer kurzen In-
kubation mit einer Protease analysiert. Die Bindung eines

Liganden an seine Zielproteine ver�ndert die Stabilit�t der
Proteine, z. B. die thermodynamische Stabilit�t, geringe Ent-
faltungsrate und die Dynamik des nativen Proteins.[13] Die
Menge der Proteine wird nach einer Pulsproteolyse mittels
2DE untersucht. Um das Konzept zu �berpr�fen, w�hlten Liu
et al. nach 2DE 12 Proteinspots aus, um ATP-bindende Pro-
teine zu isolieren. Davon waren sechs Proteine bereits als
ATP-Binder bekannt. F�r drei der restlichen Proteine konnte
der Einfluss von ATP auf ihre energetischen Eigenschaften
best�tigt werden. Da dieses Verfahren die gleichen Ein-
schr�nkungen wie 2DE hat (siehe Abschnitt 2.2), setzten
Chang et al. f�r den Nachweis von ATP-bindenden Proteinen
in E. coli SDS-PAGE und Fl�ssigchromatographie statt 2DE
ein.[100] Da SDS-PAGE einfach durchf�hrbar ist, kçnnen un-
terschiedliche Harnstoff-Konzentrationen untersucht
werden. Dies erhçht die Wahrscheinlichkeit der Zielprotein-
Identifizierung, da die Harnstoff-Konzentration die Protein-
entfaltung in Gegenwart und Abwesenheit vom Liganden
unterschiedlich moduliert.

Um die thermodynami-
schen Eigenschaften der
Proteinfaltung/-entfaltung
in Gegenwart eines Ligan-
den zu untersuchen, mach-
ten sich West et al. die Ab-
h�ngigkeit der Oxidations-
rate von Methionin von
chemischen Denaturie-
rungsmitteln (genannt
SPROX, stability of prote-
ins from rates of oxidation)
gekoppelt mit quantitativer
Massenspektrometrie zu-
nutze.[101] Zu diesem Zweck
wurde ein Proteingemisch

mit steigenden Konzentrationen an Guanidin-Hydrochlorid
als Denaturierungsmittel in Gegenwart oder Abwesenheit
einer Verbindung inkubiert. Die Proben wurden dann mit
Wasserstoffperoxid versetzt, sodass die Seitenketten der
Methioninreste selektiv oxidiert wurden. Die oxidierten und
nicht-oxidierten Proteine wurden mittels isobarer Tags
quantifiziert. Es wurden die Assaybedingungen (�bergangs-
punkte, transition midpoints) ermittelt, bei denen, abh�ngig
von der Konzentration des Denaturierungsmittels, die Pep-
tide mit nicht oxidierten Methioninresten verschwinden und
Peptide mit oxidierten Methioninresten auftauchen. Als
Zielproteine werden Proteine gewertet, f�r die sich die
�bergangspunkte zwischen Ligand-gebundenem und Ligand-
freiem Zustand f�r ein Peptid unterscheiden. Mit dieser
Vorgehensweise wurden an Cyclosporin A bindende Proteine
in Hefelysaten identifiziert. Acht der ermittelten Wechsel-
wirkungen waren vorher nicht bekannt, und ein bekanntes
Zielprotein (Calcineurin) wurde nicht detektiert. Diese Me-
thode ist auf das Vorhandensein von Methioninresten in der
Ligandenbindestelle und auf ausreichend hohe Protein- und
Ligandenkonzentration angewiesen, damit ein Unterschied in
den �bergangspunkten detektiert werden kann.

Abbildung 9. Zielprotein-Identifizierung mittels DARTS.[98]
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2.3.2. Chromatographische Coelution

Bei der chromatographischen Coelution werden Ligand-
Protein-Komplexe aus Gemischen nahezu nativer Proteine
mittels nicht denaturierender HPLC gekoppelt an LC-MS
vorfraktioniert.[102] Die Bindung eines Liganden an die Ziel-
proteine resultiert in einer charakteristischen Verschiebung
der chromatographischen Retentionszeit einer Verbindung.
HPLC-MS/MS wird dann verwendet, um das bindende Pro-
tein zu identifizieren. Dieses Konzept wurde anhand der
Komplexe Methotrexat/DHFR, Radiciciol/Hsp90, Sordarine/
eIf2 und TSA/HDAC1 best�tigt. Die chromatographische
Coelution wurde bei der Identifizierung von Erg6p, einer
zytoplasmatischen delta-Sterol-C-Methyltransferase, als das
Zielprotein des fungiziden Naturstoffs 4513-0042 (Tabelle 1,
Eintrag 27) und bei der Identifizierung von „Off-Targets“ des
Dopamin-Rezeptor-Agonisten A77636 eingesetzt.[102] Diese
Methode ist unter anderem auch f�r die Detektion von gering
vorkommenden Zielproteinen sowie niederaffinen (mikro-
molaren) Wechselwirkungen geeignet. Eine Einschr�nkung
ist die Notwendigkeit der Trennung von nicht gebundener
und Protein-gebundener Substanz, was kovalent bindende
Wirkstoffe ausschließt. Die bençtigten nativen Bedingungen
f�r TICC erfordern eine geeignete und ausreichende Solubi-
lisierung von Membranproteinen, unter Erhaltung der
Ligand-Protein-Wechselwirkung. Dar�ber hinaus kçnnten
coeluierende Proteine mit �hnlichen Retentionseigenschaf-
ten die Detektion der Zielproteine erschweren. Somit ist
TICC auf nicht-kovalente, in erster Linie hydrophobe Pro-
tein-Ligand-Wechselwirkungen und biologische Proben, die
lçsliche native Proteine enthalten, beschr�nkt.

2.3.3. Biochemische Suppression

In der Genetik kçnnen Ph�notypen, die durch Mutatio-
nen in einem Gen hervorgerufen werden, durch die �ber-
expression anderer Gene komnpensiert werden. Diese Me-
thode findet in den sogenannten „High-copy suppressor“-
Screens Anwendung.[103] In Anlehnung daran wurde eine

Strategie zur biochemischen Suppression entwickelt. Dabei
�bernimmt ein Inhibitor die Rolle der Mutation, und die
Zugabe von zum Teil gereinigten Proteinen ahmt eine Pro-
tein�berexpression nach, welche die Hemmung durch die
inhibierende Substanz in einem entsprechenden Assay auf-
hebt.[103] Die biochemische Suppression ist auf lçsliche und
fraktionierbare Proteine angewiesen. Peterson et al. ver-
wendeten die biochemische Suppression nach der Zugabe
konzentrierter Proteinfraktionen f�r die Suche nach dem
Zielprotein des tetracyclischen Indols pirl1 (Tabelle 1, Ein-
trag 28).[103] pirl1 wurde in einem Screen f�r PIP2(Phosphat-
idylinositol-4,5-bisphosphat)-induzierte Aktin-Polymerisation
in Xenopus-Extrakten identifiziert. Unbehandelte Xenopus-
Extrakte wurden fraktioniert, konzentriert, um eine genetische
Protein�berexpression nachzuahmen, und zu den Extrakten
gegeben, die mit dem Wirkstoff behandelt wurden. Die Akti-
vit�t von pirl1-unterbindenden Fraktionen verbesserte die
Aktin-Polymerisationskinetik. Die weitere chromatographi-
sche Fraktionierung identifizierte einerseits den Arp2/3-Kom-
plex als nachgeschaltete Komponente f�r die PIP2-induzierte
Aktin-Polymerisation. Andererseits wurde der cdc42/
RhoGDI-Komplex aus einer zweiten Fraktion als Suppressor
des pirl1-induzierten Ph�notyps isoliert. Dieser Ansatz ist f�r
die Identifikation von Zielproteinen nur dann geeignet, wenn
eine messbare, durch den Wirkstoff modulierte Aktivit�t vor-
handen ist. Bislang sind keine weiteren Beispiele zur Zielpro-
tein-Isolierung nach dessen Vorgehensweise berichtet worden.

2.3.4. Vergleichende Verfahren zur Zielprotein-Identifizierung

Die zunehmend verf�gbaren Daten f�r die Aktivit�t
niedermolekularer Verbindungen auf Zellen (z. B. Gen-
expressions- und Proteomprofilierung, ph�notypische Multi-
parameteranalyse, Zytotoxizit�t) ermçglicht die Erfassung
von „Fingerabdr�cken“ (fingerprints) oder „Signaturen“ be-
kannter Wirkstoffe sowie neuer biologisch aktiver Verbin-
dungen. Diese Datenbanken kçnnen verwendet werden, um
die Wirkungsweise oder gar die Zielproteine einer nicht
charakterisierten Substanz vorherzusagen (Abbildung 10).

Abbildung 10. Zielprotein-Identifizierung mithilfe von Substanz-Profilierung f�r das Erstellen einer Substanz-Signatur und Datenbankabfrage f�r
die Aufstellung einer Hypothese �ber die Wirkungsweise oder das Zielprotein.
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Eine Mçglichkeit f�r die Profilierung bekannter Sub-
stanzen ist das Screening auf Zytotoxizit�t oder Wachstums-
inhibition mit einem Satz („Panel“) an Krebszelllinien (cell
line panels). Daten zur Wachstumshemmung aus diesen Stu-
dien (z. B. GI50-Werte) kçnnen f�r das Erstellen von Aktivi-
t�tsmustern bekannter Wirkstoffe verwendet werden. Das
erste Programm f�r ein Hochdurchsatz-Screening von
Krebszelllinien waren die Untersuchungen des NCI60 (Na-
tional Cancer Institute) Zelllinien-Panel.[104] Zus�tzlich zu
krankheitsbasiertem Screening f�r die Wirkstoffentwick-
lung[105] kann mithilfe des COMPARE-Algorithmus[106] f�r
eine Verbindung die Datenbank gescreenter Substanzen nach
�hnlichen Profilen abgefragt werden. Eine �hnlichkeit im
Aktivit�tsmuster ist oft mit einer �hnlichen Wirkungsweise,
Resistenz oder molekularen Struktur verbunden[105] und ge-
neriert eine Hypothese, die �berpr�ft werden muss. Diese Art
der Analyse wurde f�r Topoisomerase-II-Inhibitoren,[107] Tu-
bulin-Modulatoren[108] und Dihydroorotatdehydrogenase[109]

durchgef�hrt. Die Aktivit�tsmuster kçnnen mit zus�tzlichen
Informationen kombiniert werden, z. B. Strukturmerkmalen,
mçglichen Zielproteinen oder Modulatoren einer bestimm-
ten Aktivit�t in Zellen.[105] Neben der Plattform NCI60
wurden weitere Krebszelllinien-Panels zusammengestellt.[104]

Das JFCR39 (Japanese Foundation for Cancer Research 39)-
Panel, das weniger Zelllinien als das NCI60-Panel umfasst,
wurde in mehreren Studien eingesetzt, um die Wirkungsme-
chanismen nicht charakterisierter Substanzen vorherzusa-
gen.[110] Dar�ber hinaus sind fast 1000 Krebszelllinien in der
Krebszelllinien-Enzyklop�die (Cancer Cell Line Encyclope-
dia, CCLE) enthalten, die durch eine Zusammenarbeit der
akademischen Forschung und der Industrie initiiert wurde.[111]

CCLE enth�lt Informationen �ber den Mutationsstatus von
�ber 1600 Genen, die DNA-Genkopien, die mRNA-Expres-
sionsmengen und die pharmakologischen Profile von 24
Krebsmedikamenten.

Lamb et al. f�hrten die Konnektivit�tskarten (connecti-
vity maps) als Werkzeug ein, um die Wirkung bioaktiver
Substanzen mit deren genomischen Signaturen, physiologi-
schen Prozessen oder Krankheiten zu verbinden und Wirk-
stoffsignaturen zu erstellen.[112] Mithilfe von Konnektivit�ts-
karten kann die Signatur einer gegebenen Substanz mit der
Datenbank der Wirkstoffsignaturen verglichen werden, und
dadurch kçnnen neue Zusammenh�nge abgeleitet werden.
Lamb et al. w�hlten als genomische Signatur die mRNA-
Expressionsprofilierung von Zellen nach Substanzbehand-
lung. Sie w�hlten 164 Verbindungen aus, die ein breites
Spektrum an Aktivit�ten abdecken, einschließlich Substan-
zen mit gleichem Zielprotein sowie unterschiedliche Wirk-
stoffe f�r die gleiche klinische Indikation. Die Brustkrebs-
Zelllinie MCF7 wurde f�r das Erstellen der genomischen Si-
gnaturen verwendet. Anschließend wurde eine Abfrage-
signatur mit den Expressionsprofilen in der Datenbank ver-
glichen. Unter Verwendung der Konnektivit�tskarte wurden
hohe Werte f�r die bekannten, aber strukturell verschiedenen
HDAC-Inhibitoren Vorinostat und Trichostatin A und ihre
starke Konnektivit�t mit Valproins�ure und HC-Toxin er-
mittelt. Hohe Werte wurden auch f�r �strogene wie E2 und
Genistein erhalten. Die Konnektivit�tskarte zeigte eine
schwache Konnektivit�t mit 17-a-Estradiol auf, das eine ge-

ringere Affinit�t f�r den �strogenrezeptor (ER) aufweist.
Weiterhin wurde auch eine negative Konnektivit�t f�r die
ER-Antagonisten Fulvestrant, Tamoxifen und Raloxifen er-
mittelt. Eine Konnektivit�t wurde auch f�r Antipsychotika
festgestellt, die verschiedenen strukturellen Klassen angehç-
ren, als Dopamin-Rezeptor-Antagonisten wirken und die
Genexpression nicht direkt beeinflussen. Dieses Verfahren
wurde f�r den Naturstoff Gedunin (Tabelle 1, Eintrag 29)
angewendet, f�r welchen kein Zielprotein bekannt war. Ge-
dunin wurde in einem Screen zur Hemmung der Androgen-
Rezeptor(AR)-Aktivierung in Prostatakrebszellen identifi-
ziert.[112] Es konnte eine starke Konnektivit�t mit dem
Hsp90(heatshock protein 90)-Inhibitor Geldanamycin und
zwei Geldanamycin-Derivaten ermittelt werden. Die Rolle
von Hsp90 in der Regulation der AR-Stabilit�t wurde an-
schließend best�tigt. Dieses Beispiel demonstriert das Po-
tential der Konnektivit�tskarte f�r die Identifizierung von
Signalwegen, die durch eine nicht charakterisierte Verbin-
dung reguliert werden. Seit ihrer Einf�hrung im Jahr 2006
wurde die Konnektivit�tskartendatenbank wiederholt f�r die
Identifizierung der Zielproteine oder der beteiligten Signal-
wege nicht charakterisierter Substanzen[113] oder f�r die
Identifizierung von neuen Verbindungen zur Regulation be-
stimmter physiologischer Prozesse genutzt.[114]

Ein Fingerabdruck oder eine Signatur einer Verbindung
kann auch durch Proteomprofilierung erzeugt werden, z. B.
mittels zweidimensionaler differenzieller Gelelektrophorese
(2D-DIGE), welche die Quantifizierung von Proteinen er-
mçglicht.[115] Hierf�r werden Proteinextrakte zun�chst kova-
lent mit fluoreszierenden N-Hydroxysuccinimid-Derivaten
(z. B. Cy3 und Cy5) verkn�pft, um die e-Aminogruppen von
Lysinresten zu markieren. Die zu vergleichenden Proteome
werden vereint und einer 2DE unterzogen. Proteinspots
werden nach Anregung bei der geeigneten Wellenl�nge f�r
den jeweiligen Fluorophor detektiert. Unterschiede in den
Proteinmengen werden nach der �berlagerung beider Bilder
ermittelt. Diese Methode ermçglicht den Vergleich zweier
Proteinproben. Der Einsatz eines internen Standards in jeder
2DE (um die Proteinspots in allen Gelen normalisieren zu
kçnnen) ermçglicht den Vergleich mehrerer Proben.[116]

Muroi et al. etablierten ein Proteomprofilierungssystem, um
die Wirkungsweise von Substanzen mittels 2D-DIGE aufzu-
kl�ren.[117] Die Proteommuster von 19 bekannten, gut cha-
rakterisierten Wirkstoffen wurden mittels 2D-DIGE gene-
riert, und die Proteomdaten nicht charakterisierter Substan-
zen wurden mit den Daten f�r bekannte Verbindungen ver-
glichen. Iejimalide (Tabelle 1, Eintrag 30) bindet an die
V-ATPase und beeinflusst die Aktin-Polymerisation. Der
Naturstoff wurde dem Cluster anderer V-ATPase-Hemmer
wie Bafilomycin A1 und Concamycin A zugeordnet. Im Ge-
gensatz dazu konnte keine Eingruppierung mit Aktin-Inhi-
bitoren festgestellt werden. Somit kann ein Proteomvergleich
mittels 2D-DIGE sehr sinnvoll sein, um das Zielprotein oder
die Wirkungsweise einer Substanz aufzukl�ren.

Perlman et al. verwendeten Daten aus der automatisier-
ten Mikroskopie, um Substanzprofile zu erstellen.[118] F�r
Verbindungen mit bekannten Wirkmechanismen wurden
multidimensionale ph�notypische Einzelzell-Daten gesam-
melt. Um ein breites Spektrum zellul�rer Mechanismen ab-
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zudecken, wurden verschiedene Zellf�rbungen (f�r DNA,
Tubulin, Aktin, phospho-ERK, phospho-p38, phospho-
CREB, c-Fos, SC35, Anillin, Calmodulin) vorgenommen. F�r
jede Zelle, Region und F�rbung wurden verschiedene Mes-
sungen durchgef�hrt (z. B. Grçße, Form, Intensit�t), um einen
Satz an Deskriptoren zu erzeugen. Die Reaktion der Zellen
bei zunehmenden Konzentrationen einer gegebenen Verbin-
dung wurde f�r die Profilerstellung verwendet. �hnliche
Profile wurden f�r strukturell verschiedene Verbindungen
mit gleichen Zielmolek�len erhalten. Das Konzept wurde
weiterhin durch Blindversuche mit bekannten Verbindungen
best�tigt – diese Substanzen wurden demselben Cluster von
Verbindungen und Substanzen mit �hnlichem Wirkmecha-
nismus zugewiesen. Zus�tzlich konnte die wenig untersuchte
Substanz Austocystin mit Transkriptions- und Translations-
inhibitoren gruppiert werden, und die Hemmung der Tran-
skription konnte in vitro best�tigt werden.[118]

Abassi et al. w�hlten Impedanzmessungen zur dynami-
schen �berwachung des Einflusses von Substanzen auf
Zellen.[119] Diese Methode ermçglicht die zeitaufgelçste De-
tektion von zellul�ren Effekten, die durch einen Wirkstoff
verursacht werden, w�hrend andere Substanz-Profilierungs-
strategien auf Endpunkt-Assays basieren. Hierf�r wurde ein
elektrischer Sensor eingesetzt, der kontinuierlich die mor-
phologischen �nderungen (z. B. Zellform und -bewegung)
von adh�renten Zellen verfolgt.[120] Wenn die Zellen in Ge-
f�ßen ausges�t werden, die eine Elektrode auf dem Boden
enthalten, drosselt ihre Anheftung und Ausbreitung auf der
Elektrode den Stromfluss und verursacht Ver�nderungen in
der Impedanz, welche extrem empfindlich gegen�ber �uße-
ren Bedingungen wie Temperatur, pH und Anwesenheit von
Substanzen ist.[120] Die Untersuchung von 2000 zugelassenen
Arzneimitteln, Naturstoffen und weiteren biologisch aktiven
Verbindungen in der nicht-kleinzelligen Lungenkrebszelllinie
A549 zeigte, dass die �nderung der Impedanz pr�diktiv f�r
den Wirkmechanismus sein kann.[119] Dar�ber hinaus er-
mçglicht die zeitaufgelçste Aufnahme der Impedanz die
Detektion der Auswirkungen einer kurzen oder langen Sub-
stanzexposition. Die Impedanz-basierten zeitabh�ngigen
Profile der analysierten Verbindungen wurden f�r eine
Cluster-Analyse verwendet. Gute Korrelationen wurden f�r
GPCRs, Tubulin-Modulatoren und DNA-Synthese-Inhibito-
ren erhalten. Weiterhin sagte diese Methodik neue Wirk-
mechanismen f�r bekannte Wirkstoffe vorher.

Die auf Profilvergleich basierten Methoden sind f�r die
Aufstellung von Hypothesen bez�glich der Zielproteine oder
der Wirkmechanismen hilfreich und machen eine experi-
mentelle �berpr�fung nçtig. Offensichtlich sind diese Stra-
tegien auf die Identifizierung bekannter Zielproteine/Ziel-
molek�le beschr�nkt. Wenn eine gegebene Substanz keinem
Cluster bekannter Wirkstoffe zugewiesen werden kann, sollte
ein neuer Wirkmechanismus in Betracht gezogen werden.

2.4. Protein-Mikroarrays

Proteine, die in einem Array immobilisiert wurden,
kçnnen mit einem Wirkstoff inkubiert werden, um bindende
Proteine zu detektieren. Protein-Mikroarrays kçnnen mit den

f�r die Immobilisierung von DNA entwickelten Technologien
hergestellt werden. Allerdings ist ihre Herstellung wegen der
mçglichen Denaturierung komplexer als die Herstellung von
DNA-Mikroarrays.[121] Die grçßte Herausforderung bei der
Entwicklung von Protein-Mikroarrays ist die Entwicklung
von Strategien und Methoden zur Proteinimmobilisierung,
die die Proteinstruktur und -funktion nicht beeintr�chtigen
(f�r eine umfassende �bersicht siehe Jonkheijm et al.[121]),
sowie die Expression und Reinigung von Tausenden korrekt
gefalteter und aktiver Proteine. Die herkçmmliche zellul�re
Expression und Reinigung einer großen Anzahl rekombi-
nanter Proteine ist zeitaufwendig und arbeitsintensiv.[122]

Zellfreie Systeme kçnnten hier Abhilfe leisten. Allerdings
sind die Proteine, die mithilfe der derzeit verf�gbaren zell-
freien Verfahren hergestellt wurden, nicht posttranslational
modifiziert. Diese Modifikationen kçnnen aber f�r die Bin-
dung an einen Wirkstoff notwendig sein. Dennoch sollten
Protein-Mikroarrays f�r die Zielprotein-Identifizierung be-
r�cksichtigt werden, weil damit einige der Nachteile der Af-
finit�ts-basierten Proteomik umgangen werden, z. B. die vor-
zugsweise Isolierung von h�ufig vorkommenden Proteinen
und die schwierige Isolierung selten vorkommender oder
niederaffiner Proteine. Auf einem Mikroarray sind verschie-
dene Proteine in gleichen Mengen vorhanden.[11a] Meist
wurden sie als His- oder GST-fusionierte Proteine f�r die
reversible Immobilisierung exprimiert. Alternativ kçnnen die
Proteine kovalent an die Arrayoberfl�che angekn�pft
werden, z. B. durch ihre funktionellen Gruppen oder mittels
einer chemischen Ligationsreaktion.[121] Der Protein-Chip
wird mit der zu untersuchenden Substanz inkubiert, und die
Bindungsereignisse werden detektiert. Zu diesem Zweck
m�ssen die Verbindungen markiert sein, z. B. mit Fluoro-
phoren. Trotz des potenziellen Nutzens von Protein-Mikro-
arrays gibt es bislang nur wenige Beispiele f�r die Identifi-
zierung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen unter ihrer
Verwendung (Tabelle 1, Eintrag 31).[123]

2.5. In-silico-Ans�tze

In-silico-Methoden stellen eine Alternative zu den expe-
rimentellen Ans�tzen zur Zielmolek�l-Identifizierung dar.
Keiser et al. verwendeten ein auf Statistik basierendes Ver-
fahren (similarity ensemble approach, SEA),[124] um neue
Zielmolek�le von 878 zugelassenen Medikamenten und 2787
pharmazeutischen Verbindungen vorherzusagen.[125] SEA
vergleicht Zielproteine unter Ber�cksichtigung von �hn-
lichkeiten zwischen ihren Liganden. Auf diese Weise wurde
eine Substanzbibliothek auf mehr als 1400 Proteine unter-
sucht. Jedes Zielprotein wurde nur durch seine bekannten
Liganden beschrieben. Die zweidimensionale strukturelle
�hnlichkeit jedes Wirkstoffs zu jedem Zielprotein-Liganden
wurde als E-Wert unter Verwendung von SEA berechnet. Die
Neuigkeit der vorhergesagten „Off-Targets“ mit hohen E-
Werten wurde weiter mithilfe von orthogonalen Datenban-
ken und der Literatur analysiert. Einerseits konnten bekannte
Zuordnungen best�tigt werden (Revanil (Lisurid) als a2-ad-
renerger Antagonist; Permax (Pergolid) als 5-HT1D-Rezep-
tor-Agonist). Andererseits waren 184 Vorhersagen ohne
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Pr�zedenzfall getroffen. Es wurde eine Kreuzaktivit�t unter
GPCRs festgestellt, die wohlbekannt ist.[126] Interessanter-
weise wiesen f�r einige Wirkstoffe die vorhergesagten Ziel-
proteine keine Sequenz- oder Struktur�hnlichkeit zu den
bekannten Zielproteinen auf. Die Aktivit�t dieser Substanzen
gegen�ber den vorhergesagten Proteinen wurde dann f�r 30
Vorhersagen experimentell untersucht, von denen sie in vier
F�llen best�tigt werden konnte (Tabelle 1, Eintr�ge 32–35).

Diese Studie wurde von Lounkine et al. ausgeweitet, die
eine „Schuld-durch-Assoziation“-Metrik entwickelt haben,
um ein Wirkstoff-Zielprotein-Nebenreaktionen-Netzwerk zu
erzeugen.[7] Vorhergesagte neue Wirkstoff-Zielproteine
wurden mit den Nebenwirkungen jener Substanzen ver-
kn�pft, f�r die sie prim�re oder gut bekannte „Off-Targets“
sind. Das daraus resultierende Wirkstoff-Zielprotein-Neben-
reaktionen-Netzwerk zeigte, dass Wirkstoffe oft mit „Off-
targets“ assoziiert wurden, die keine strukturelle oder Se-
quenz�hnlichkeit zu ihren prim�ren Zielproteinen hatten.
Diese Methode stellt ein Werkzeug zur Bewertung von
Wirkstoffkandidaten entsprechend ihres Chemotyps und der
sich davon ableitenden Nebenwirkungen dar.

Weitere �hnliche Arbeiten belegen das Potential von
Computer-gest�tzten Verfahren zur Zielprotein- und „Off-
Target“-Analyse.[127] Daher kann dieser Ansatz zur systema-
tischen Vorhersage von Zielproteinen und „Off-Targets“
biologisch aktiver Verbindungen angewendet werden, was
zum besseren Verst�ndnis ihrer Wirkungsweise beitragen
kçnnte. Wie bei allen vergleichenden Strategien liegen die
Einschr�nkungen in der Abh�ngigkeit dieser Methode von
bekannten Zielprotein-Ligand-Interaktionen.

2.6. Genetische Ans�tze zur Zielmolek�l-Identifizierung

Hefe wird h�ufig als eukaryotischer Modellorganismus
f�r Erkrankungen und Signalwege in S�ugerzellen verwen-
det, da mindestens 31 % der Proteine, die von Hefegenen
kodiert werden, humane Homologe haben und ca. 50% der in
vererbbaren Krankheiten involvierten humanen Gene auch
in der Hefe vorhanden sind.[128] Weitere Vorteile der Ver-
wendung von Hefen sind einfache Handhabung und geneti-
sche Modifizierung, der relativ kurze Lebenszyklus, die kos-
teng�nstige Kultivierung und Wachstum, die Stabilit�t in
einem haploiden und diploiden Zustand und das seit 1996
entschl�sselte Genom der B�ckerhefe Saccharomyces cere-
visiae.[129] Da pr�zise DNA-Sequenzen an spezifischen Stellen
innerhalb des Hefegenoms durch homologe Rekombination
eingef�gt werden kçnnen,[130] ist ein vollst�ndiger Satz an
Hefe-Deletionsmutanten verf�gbar.[131] Dadurch wurden
neue genomische Screens und umfangreiche Vergleichsstu-
dien ermçglicht,[132] die Grundlage f�r erfolgreiche Strategien
zur Zielmolek�l-Identifizierung sind.[12b] Ein leistungsf�higer
Ansatz ist die Substanz-induzierte Haploinsuffizienzprofilie-
rung (HIP) in S. cerevisiae. HIP beruht auf der Tatsache, dass
Reduktion eines Zielprotein-kodierenden Gens von zwei auf
eine Genkopie in der diploiden Hefe zu einem heterozygoten
Organismus mit erhçhter Empfindlichkeit gegen�ber an das
zugehçrende Zielprotein bindende Substanzen f�hrt (Abbil-
dung 11a).[133] Analog sind bei der homozygoten Deletions-

profilierung (HOP) beide Kopien nicht essentieller Gene
deletiert. Prinzipiell wird HOP nicht f�r die Zielprotein-
Identifizierung verwendet, kann aber eingesetzt werden, um
funktionell verwandte oder verkn�pfte Gene zu identifizie-
ren, die z.B. den Target-Signalwegen entgegenwirken oder in
der Substanzentgiftung eine Rolle spielen. HOP kann Gene
identifizieren, die mit dem Wirkmechanismus einer Substanz
in Zusammenhang stehen, selbst wenn das Zielmolek�l der
Verbindung kein Protein ist. Dieser Ansatz f�r die Identifi-
zierung von Zielproteinen wurde durch Verwendung einzel-
ner heterozygoter St�mme etabliert, die in Gegenwart von
subletalen Konzentrationen einer Verbindung kultiviert
wurden, die direkt das Genprodukt dieses Lokus als Ziel-
protein hat.[133] Dabei wurde jedes deletierte Gen durch eine
KanMX-Deletionskassette ersetzt, die von zwei unter-
schiedlichen, 20 Nukleotide langen Sequenzen („TAGs“)
flankiert waren. Diese Sequenzen dienen als „molekulare
Barcodes“ und ermçglichen die eindeutige Identifizierung
jeder Gendeletion sogar in gepoolten Populationen.[131a] Die
relativen Empfindlichkeiten der einzelnen St�mme konnte
mittels Oligonukleotid-Arrays, die die komplement�ren
Barcode-Sequenzen enthielten, quantifiziert werden.[131]

Die Verwendung von Barcode-St�mmen ermçglichte eine
erste parallele Analyse der Effekte von zehn Substanzen auf
das gesamte Hefegenom. F�r das Tumortherapeutikum
Methotrexat (Tabelle 1, Eintrag 36) wurden nicht nur das
bekannte Zielprotein Dehydrofolatreduktase (kodiert durch
DFR1), sondern auch DFR1-vorgeschaltete Gene und zuge-
hçrige Transportproteine identifiziert. Demgegen�ber
konnte f�r ein weiteres Tumortherapeutikum (5-Fluorouracil,
5-FU, Tabelle 1, Eintrag 37) das bekannte Zielprotein Thy-
midylatsynthase nicht gefunden wurden. Stattdessen wurden
mehrere Gene identifiziert, die in essentiellen RNA-Prozes-
sen eine Rolle spielen, was darauf hindeutet, dass 5-FU direkt
in die RNA eingebaut werden kann. Dieser erste genomweite
HIP-Assay zeigte, dass die Methodik f�r die Identifizierung
von Zielmolek�len eingesetzt werden kann, und auch f�r die
Aufkl�rung von Wirkmechanismen und f�r die Identifizie-
rung von Transportproteinen, die an der Wirkstoffresistenz
beteiligt sind, in Frage kommt.[134] Mehrere andere genom-
weite Profilierungsstudien unter Verwendung der heterozy-
goten Deletionsstammsammlung wurden durchgef�hrt. F�r
tricyclische Antidepressiva (Amitryptilin, Imipramin, Desi-
pramin, Clomipramin, Chlorpromazin und Trifluopromazin)
wurde gezeigt, dass sie die P-Typ-ATPase NEO1 beeinflus-
sen, und als Zielproteine von Tunicamycin (Tabelle 1, Ein-
trag 38) wurden Proteine, die an der Stressantwort im endo-
plasmatischen Retikulum und an der Zellwandglykosylierung
beteiligt sind, identifiziert.[135] Dar�ber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die normalen vakuol�ren und Golgikomplex-
Funktionen f�r die fehlende Empfindlichkeit f�r das Ami-
noglykosid-Antibiotikum Gentamicin (Tabelle 1, Eintrag 39)
in Eukaryoten verantwortlich sind[136] und dass stickstoffhal-
tige Bisphosphonate (N-BPs) wie Ibandronat, Alendronat
und Risedronat (Tabelle 1, Eintrag 40) �ber eine Sch�digung
der DNA und die Modulation der Zytoskelettdynamik ihre
Wirkung aus�ben.[137] Anstatt der Untersuchung haploinsuf-
fizienter Gene kann HIP alternativ f�r die Suche nach
„haplokompetenten“ Genen verwendet werden, die zu ver-
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besserter Fitness f�hren (haploproficient genes). Huang et al.
suchten nach haplokompetenten Genen f�r Cisplatin (Ta-
belle 1, Eintrag 41)[138] und Doxorubicin (Tabelle 1, Ein-
trag 42).[139] Beide Chemotherapeutika f�hren h�ufig zur
Resistenzbildung. F�r Cisplatin wurden mehrere Gene mit
unterschiedlichen Funktionen im Nukleotidmetabolismus,
mRNA-Katabolismus, in der RNA-Polymerase-II-abh�ngi-
gen Genregulation und in den vakuol�ren und Membran-
transportsystemen ermittelt.[138] F�r Doxorubicin wurde der
SUMO-Signalweg als ein wichtiger Faktor f�r die Resistenz-
bildung identifiziert.[139] F�r den Mikrotubuli-Modulator Pe-
lorusid konnte HIP das direkte Zielprotein nicht finden.
Jedoch wies eine HOP-Analyse auf Gene hin, die an der
Mitose- und Zellzyklusregulation, der Proteinsynthese, dem
Transport, der Sekretion, der RNA-Prozessierung und der
Steroid-Biosynthese beteiligt sind.[140] Die Fertigstellung der
genomweiten Deletionssammlung von Schizosaccharomyces
pombe[141] erlaubte auch die Anwendung der Substanz-indu-
zierten Haploinsuffizienz in dieser Spalthefe.[142] Dadurch
wurde ein umfangreiches Screening f�r medizinisch relevante
Verbindungen ermçglicht, da 454 Gene in S. pombe nicht in S.
cerevisiae konserviert sind, aber humane orthologe Gene
haben. Eine Bibliothek von 2815 St�mmen mit deletierten
Genen wurde im Hinblick auf die Mechanismen der anti-
Tumor-Effekte und der Nebenwirkungen von Bortezomib
(Tabelle 1, Eintrag 43) untersucht. Neunzehn Mutanten mit
Gendeletionen zeigten synthetische Letalit�t mit Bortezomib

und konnten nach ihrer Funktion in den Ubiquitin/Protea-
som-Signalweg, nukle�re bzw. Chromatinproteine, den vesi-
kul�ren und Kerntransport und den Aminos�uren-, Vitamin-
und RNA-Stoffwechsel eingruppiert werden. Von den neun-
zehn identifizierten Genen haben dreizehn humane Ortho-
loge.

Die Etablierung von Sammlungen von Organismen mit
gepr�fter Gensequenz und einer Plattform-unabh�ngigen
TagModul-Sammlung, die mit dem Gateway-Klonieren
kompatibel ist und leicht f�r beliebige DNA-Markierungs-
strategien (DNA tagging) angepasst werden kann,[143] ließ in
verschiedenen Mikroorganismen die schnelle Erzeugung von
Tag-enthalten Mutanten mittels Transposon-Mutagenese zu.
Daher konnte das Konzept der Substanz-induzierten Haplo-
insuffizienz f�r den Erreger Candida albicans angewendet
und so Sec7p als Zielprotein von Brefeldin A identifiziert
werden (Tabelle 1, Eintrag 44).[143]

Die Multikopien-Suppressionsprofilierung (multicopy
suppression profiling, MSP) ist ein HIP/HOP-komplement�-
res Gendosis-basiertes Verfahren, welches ebenfalls f�r die
Identifizierung von Zielmolek�len verwendet wird (Abbil-
dung 11b).[144] Diese Methode basiert auf der Annahme, dass
die �berexpression eines Zielproteins zu erhçhter Toleranz
gegen�ber dem Wirkstoff f�hrt. Luesch et al. etablierten
einen genomweiten �berexpressionsscreen in S. cerevisiae
und zeigten, dass St�mme, die PKC1 und weitere nachge-
schaltete Kinasen �berexprimieren, gegen�ber einem ent-

Abbildung 11. Hefe-basierte Ans�tze zur Zielmolek�l-Identifizierung. a) Prinzip der Haploinsuffizienzprofilierung/Homozygoten-Deletionsprofilie-
rung (HIP/HOP). b) Multikopien-Suppressionsprofilierung (MSP).[12b, 132]
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sprechenden Kinaseinhibitor (Tabelle 1, Eintrag 45) resistent
sind.[144] Dar�ber hinaus fanden sie Proteine aus zwei weite-
ren genetisch mit PKC1 interagierenden Signalwegen. Ein
�hnlicher Ansatz von Butcher et al. basierte auf einer ge-
poolten Population von ca. 3900 Hefest�mmen, von denen
jeder ein anderes Protein �berexprimierte. Resistente
St�mme konnten mithilfe der Mikroarray-Technologie iden-
tifiziert werden. Um das Konzept zu validieren, wurde TOR1
als Zielprotein von Rapamycin sowie Gene, die an der
Transkription, Translation und Regulation des Zellzyklus
beteiligt sind, validiert.[145] Vor kurzem wurde ein �hnlicher
Ansatz f�r S. pombe beschrieben.[146] Dabei wurde eine
Sammlung von ca. 5000 verschiedenen ORFeom-exprimie-
renden (ORF: open reading frame) Spalthefest�mmen,
denen die Wirkstoff-Effluxpumpen fehlen, f�r die Charakte-
risierung der Wirkungsweise von Etoposid (Tabelle 1, Ein-
trag 46) verwendet.

Durch Kombination von HIP und HOP mit MSP wurde
ein effizienter Ansatz auf einem einzigen TAG-Mikroarray
entwickelt.[147] Die Analyse der Wirkung zunehmender und
abnehmender Gendosierung verbessert die Aussagekraft der
Zielprotein-Identifizierung, denn die Wahrscheinlichkeit,
dass ein Genprodukt das Zielprotein eines Wirkstoffs ist, ist
erhçht, wenn der Deletionsstamm empfindlich und der
�berexpressionstamm resistent gegen den Wirkstoff ist.
Hoepfner et al. nutzten dieses Prinzip bei der Identifizierung
des Zielproteins des Naturstoffs Cladosporin (Tabelle 1,
Eintrag 47).[148] HIP wies auf Lysyl-tRNA-Synthetase als das
Ziel-Protein hin, was in einem �berexpressionsexperiment
validiert wurde. Dar�ber hinaus demonstrierte die Untersu-
chung von Cladosporin-resistenten S. cerevisiae-Mutanten
nicht synonyme Mutationen in der N�he der Bindungstasche
f�r ATP in Lysyl-tRNA-Synthetase.

Die molekulare Barcode-Technologie wurde vor kurzem
durch die Umstellung von Mikroarray-basierter Analyse[149]

auf die Sequenzierung der n�chsten Generation (next gene-
ration sequencing) verbessert. Die Barcode-Analyse durch
Sequenzierung („bar-seq“) �bertrifft die Barcode-Micro-
array-Hybridisierung in der Empfindlichkeit, dem dynami-
schen Bereich und der Nachweisgrenze.[150] Doch die meisten
genetischen Ans�tze identifizieren keine einzelnen Zielpro-
teine, sondern gesamte Signalwege, da einzelne Deletionen
einen gesamten Signalweg beeinflussen kçnnen und mehrere
verschiedene Deletionen den gleichen Ph�notyp hervorrufen
kçnnen. Somit sind zus�tzliche Experimente erforderlich, um
den Wirkmechanismus zu validieren. Weiterhin h�ngen HIP
und HOP vom Zellwachstum ab und sind daher besonders f�r
die Identifizierung von Zielproteinen, die von Bedeutung f�r
onkologische und antimykotische Anwendungen sind, geeig-
net. Typischerweise werden aus HIP/HOP-Studien eindeutige
Ergebnisse f�r Enzyminhibitoren und f�r Substanzen, die
zum Verlust der Funktion des Zielproteins f�hren, erhalten.
HIP kann nicht das Zielprotein identifizieren, wenn das ko-
dierende Gen dupliziert vorliegt. In solchen F�llen kçnnte
jedoch HOPAbhilfe schaffen, indem die damit in Verbindung
stehenden Gene identifiziert werden. Weitere Limitierungen
sind, dass das Zielprotein nicht im Hefegenom kodiert sein
kann oder redundante Signalwege die Wirkung der Substanz
beeintr�chtigen. Dar�ber hinaus ist die Hefezellwand eine

wesentliche H�rde f�r die Aufnahme zu analysierender
Substanzen. Auch besitzen die Hefe sowie verwandte Mo-
dellorganismen mehreren Pumpen (Effluxpumpen), die effi-
zient Substanzen aus der Zelle entfernen und dadurch deren
Konzentration in der Zelle reduzieren kçnnten. Solche Hin-
dernisse kçnnen durch die Deletion dieser Transporter[151]

oder die verst�rkte Akkumulation von Substanzen in S. ce-
revisiae durch die Repression pleiotroper Resistenzgene[152]

umgangen werden. Giaever et al. stellten ein Struktur-ba-
siertes Anreicherungsmodell (SAM) auf, um die allgemeine
Resistenz von Caenorhabditis elegans gegen pharmakologi-
sche Stçrung zu �berwinden.[153] Dieses Computer-basierte
Modell kann auf andere Organismen angewendet werden und
kann zur Priorisierung verf�gbarer Wirkstoffe und dadurch
zur Verbesserung der Screeningeffektivit�t beitragen.

Die Herstellung von shRNA-Vektorbibliotheken
(shRNA: short hairpin RNA) hat genomweite Screens unter
Verwendung der RNA-Interferenz (RNAi) in S�ugerzellen
erleichtert.[154] Brummelkamp et al. stellten eine Kollektion
von 23 742 pRetro-SUPER-Vektoren zusammen, die f�r die
Suppression von 7914 humanen Genen mittels RNAi in MCF-
7-Zellen eingesetzt wurde, um den Wirkmechanismus von
Nutlin-3 (Tabelle 1, Eintrag 48) zu entschl�sseln.[154] Dieser
shRNA-Barcode-Screen in großem Maßstab belegte, dass mit
dieser Methode ein vollst�ndiges Bild der Wirkstoffwirkung
gewonnen werden kann. Ein �hnlicher Ansatz wurde von
Burgess et al. beschrieben,[155] die shRNAs f�r eine Reihe
bekannter krebsrelevanter Gene („cancer 1000“) ausw�hlten,
um die Resistenz gegen Doxorubicin in einem gut charakte-
risierten Mauslymphommodell zu untersuchen. Carette et al.
entwickelten einen haploiden genetischen Screen in humanen
Zellen mithilfe von Insertionsmutagenese f�r die Herstellung
von Null-Allelen in der chronisch myeloischen Leuk�mie-
Zelllinie 7KBM7, die haploid f�r alle Chromosomen außer
Chromosom 8 ist.[156] Die Anwendung dieser globalen Gen-
deletionsstrategie diente zur Aufkl�rung des Transports von
Tunicamycin[157] und dem Ebola-Virus[157] in Zellen. Ein
�hnliches Verfahren wurde von Elling et al. entwickelt,[158] die
ausgehend von Mausblastozysten haploide embryonale S�u-
getierstammzellen erzeugten und die haploiden Zellen mit
Retroviren mutierten, die reversible Gene Traps enthielten.
Mit diesem haploiden Embryonalstammzellsystem wurde ein
genomweiter Screen f�r Gene, die bei der Ricin-Toxizit�t
eine Rolle spielen, durchgef�hrt. Demgegen�ber entdeckten
Luesch et al. die Bedeutung der FGFR-vermittelten Signal-
transduktion in der Modulation der Apratoxin-A-Aktivit�t
(Tabelle 1, Eintrag 49) nach transienter Transfektion einer
S�ugetier-cDNA-Expressionsvektorsammlung (27 000), wo-
durch ein genomweiter �berexpressionsscreen ermçglicht
wurde.[159]

2.7. Expressions-Klonierungsmethoden
2.7.1. Drei-Hybrid-System

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System ist eine leistungsf�hige
Methode, um Protein-Protein-Wechselwirkungen zu identi-
fizieren.[160] In Analogie dazu wurde das Hefe-Drei-Hybrid-
System entwickelt, um Ligand-Proteinrezeptor-Wechselwir-
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kungen zu untersuchen.[161] Dieser Ansatz bençtigt drei Hy-
bridmolek�le – einen „Fisch“, einen „Kçder“ und einen
„Haken“. Der „Kçder“ ist ein kovalent verkn�pftes Hetero-
dimer zweier niedermolekularer Liganden. Wenn ein Ligand
an seinen Rezeptor bindet, der mit einer DNA-bindende
Dom�ne („Haken“) fusioniert ist, und der andere Ligand an
seinen Rezeptor bindet, der mit einer Transkriptionsaktivie-
rungsdom�ne („Fisch“) fusioniert ist, wird ein Reportergen
exprimiert, und Hefezellen mit den entsprechenden relevan-
ten Rezeptoren kçnnen selektiert werden (Abbildung 12 a).

Die ersten wegweisenden Experimente, die Potential und
Anwendbarkeit dieses Verfahrens zeigten, verwendeten
einen Hybrid-Liganden aus Dexamethason und dem Immu-
nosuppressivum FK 506, den Glukokortikoid-Rezeptor ge-
kuppelt an eine LexA-DNA-Bindungsdom�ne und das
FK506-bindende Protein gekuppelt an die Transaktivie-
rungsdom�ne des bakteriellen Proteins B42.[161] Becker et al.
untersuchten die Einschr�nkungen des Hefe-Drei-Hybrid-
Systems mit Fokus auf die Zielproteine von ATP-kompetiti-
ven Kinaseinhibitoren, die an das aktive Zentrum binden.[164]

Evaluierung eines Fusionats aus Purvalanol B (Tabelle 1,
Eintrag 50) und Methotrexat gegen eine cDNA-Bibliothek
und ein Hefezell-Array mit ausgew�hlten Polypeptid-ORFs
f�hrte zur Identifizierung bekannter sowie neuer Zielprotei-
ne. Weiterhin wurde gezeigt, dass das Hefe-Drei-Hybrid-

System f�r mikromolare und nanomolare Inhibitoren geeig-
net ist.[164] Chidley et al. entwickelten ein Hefe-Drei-Hybrid-
Verfahren, bei dem eine zu untersuchende Substanz an O6-
Benzylguanin (BG) gekuppelt ist.[151] In Hefezellen wird von
diesem Konstrukt die zu untersuchende Verbindung auf die
mit einem SNAP-Tag ausgestattete LexA-DNA-Bindungs-
dom�ne �bertragen. Das BG-Derivat kann mit vielen ver-
schiedenen funktionellen Gruppen verkn�pft werden und
ermçglicht die Kupplung an eine Glutathion-Matrix �ber ein
GST-SNAP-Fusionsprotein und so die direkte Validierung
identifizierter Zielproteine durch Affinit�tschromatographie.
In dem Hefe-Stamm wurden drei Gene deletiert, die f�r
wirkstoffexportierende Pumpen kodieren, wodurch die zel-
lul�re Konzentration mehrerer Substanzen und somit die
Empfindlichkeit erhçht werden konnte. Diese Methode
wurde verwendet, um die ersten „Nicht-Kinase“-Zielproteine
von Erlotinib zu identifizieren und auch um zu demonstrie-
ren, dass PDE6D an Atorvastatin (Tabelle 1, Eintrag 51)
bindet. Dar�ber hinaus wurde gezeigt, dass das entz�n-
dungshemmende Medikament Sulfasalazin (Tabelle 1, Ein-
trag 52) an das Enzym Sepiapterinreduktase (SPR) bindet. In
nachfolgenden Experimenten konnte nachgewiesen werden,
dass die Hemmung von SPR durch Sulfasalazin die Tetra-
hydrobiopterin-Menge reduziert und eine verringerte NOS-
Aktivit�t (NOS: Stickstoffmonoxid-Synthase) im Gastro-

Abbildung 12. Drei-Hybrid-Systeme. a) Hefe-Drei-Hybrid-System.[161] b) MASPIT (mammalian small molecule protein interaction trap).[162] c) Coiled-
coil-enabled Split-Luciferase-Drei-Hybrid-System.[163] DHFR: Dihydrofolatreduktase, DBD: DNA-bindende Dom�ne, MTX: Methotrexat, C: Sub-
stanz, TAD: transaktivierende Dom�ne, fluc: Photinus pyralis-Luciferase, STS: Staurosporin.
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intestinaltrakt verursacht. Dieser Befund kçnnte die Rolle
von Sulfasalazin bei der Behandlung von entz�ndlichen
Darmerkrankungen erkl�ren.

Das Hefe-Drei-Hybrid-System hat den Vorteil, dass die
f�r Zielproteine kodierenden cDNAs direkt isoliert und
identifiziert werden kçnnen. Wenn jedoch das Zielprotein
nicht richtig gefaltet und posttranslational modifiziert ist oder
wenn es ein integrales Membranprotein oder Teil eines Pro-
teinkomplexes ist, kann es nicht identifiziert werden. Auch
m�ssen die Hybridliganden ihre funktionelle Aktivit�t bei-
behalten und von den Hefezellen aufgenommen werden.
Einige dieser Einschr�nkungen kçnnen durch MASPIT
(mammalian small molecule protein interaction trap) (Ab-
bildung 12 b) �berwunden werden.[162] Dieses Drei-Hybrid-
System basiert auf dem Cytokinrezeptor-assoziierten
JAK(Janus-activated kinase)-STAT(signal transducer and
activator of transcription)-Signaltransduktionssystem. Es be-
steht aus DHFR aus E. coli, welche mit einem chim�ren
Cytokinrezeptor fusioniert ist, welches die Ligandenbin-
dungsdom�ne des Erythropoietin(EPO)-Rezeptors und die
zytoplasmatische Dom�ne eines mutierten Leptinrezeptors,
der keine funktionellen STAT3 Rekrutierungsstellen hat,
enth�lt. Die potentiellen Zielproteine werden als Fusions-
proteine von gp130 exprimiert, welches STAT3-Bindungstel-
len enth�lt. Das DHFR-Protein ermçglicht die Wechselwir-
kung mit dem Methotrexat-Substanz-Hybrid. Die Bindung
der Substanz an ihr Zielprotein stellt die EPO-abh�ngige
Aktivierung des JAK2/STAT3-Signalwegs wieder her und
induziert die Expression eines STAT3-anh�ngigen Reporter-
gens. Da die Wechselwirkungen im Zytoplasma auftreten, ist
keine nukle�re Translokation von Fusionsproteinen oder

Substanzen notwendig. Caligiuri et al. zeigten die erfolgreiche
Anwendung dieser Methode unter Verwendung des FK506-
Analogons AP1867, des ABL-Kinase-Inhibitors PD173955,
der CDK2-Inhibitoren RGB-285961 und RGB-286147, des
CDK- und GSK3-Inhibitors RGB-285978 und des Carbo-
anhydrase-Hemmers E7070.[162]

Ein weiterer Ansatz zur Umgehung des Problems der
Zellpermeabilit�t ist das „coiled-coil enabled split-lucifera-
se“-Drei-Hybrid-System zur Profilierung von Proteinkinase-
Inhibitoren von Jester et al.[163] Dabei wird ein zellfreies
Translationssystem aus dem N-terminalen Teil der Photinus
pyralis-Luciferase gekuppelt an das Fos-Coiled-Coil-Peptid
und dem C-terminalen Teil der Luciferase gekuppelt an eine
Kinase verwendet. Die Zugabe eines Heterokonjugats des
pan-Kinaseinhibitors Staurosporin gekuppelt an das Jun-
Coiled-Coil-Peptid f�hrt zur Wiederherstellung der aktiven
Luciferase. Kinase-Inhibitoren kçnnen dann durch die Ab-
nahme des Luciferasesignals nach Verdr�ngung des modifi-
zierten Staurosporin identifiziert werden (Abbildung 12c).
Zur Validierung des Konzepts wurden die Kinasen PKA,
AKT1, FGFR1/FLT2 und PIM1 auf Inhibition durch 80 be-
kannte Kinaseinhibitoren getestet. Alle vier Kinasen zeigten
selektive Inhibitionsprofile.

2.7.2. Display-Technologien

Display-Systeme verkn�pfen physikalisch den Ph�notyp
und den entsprechenden Genotyp eines Polypeptids.[165]

Unter den verf�gbaren Display-Verfahren wird das Phagen-
Display am h�ufigsten verwendet (Abbildung 13 a). Dabei
werden die Protein-kodierenden Gene in Bakteriophagen

Abbildung 13. Display-Technologien zur Zielprotein-Identifizierung. a) Prinzip des Phagen-Displays. b) Prinzip des mRNA-Displays.[11a]
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kloniert, um Fusionsproteine mit dem Phagenh�llprotein zu
generieren, die anschließend auf der Phagenoberfl�che pr�-
sentiert werden. Zuf�llige Peptidsequenzen[166] oder von
cDNAs aus humanem Gewebe kodierte Peptide kçnnen auf
Phagenpartikeln pr�sentiert werden.[167] Wenn diese Phagen
einer immobilisierten Substanz ausgesetzt werden, kçnnen
die daran bindenden Phagen und somit die Zielproteine
identifiziert werden. Das Zielprotein wird durch Amplifika-
tion und Sequenzierung der Phagen-DNA ermittelt. Der
Hauptvorteil dieses Ansatzes ist die Mçglichkeit, ausge-
w�hlte Phagenpartikel durch Infektion von E. coli zu ampli-
fizieren, wodurch weitere Runden der Zielprotein-Identifi-
zierung mit Phagenpopulationen durchgef�hrt werden
kçnnen. Dieses „Biopanning“ erlaubt auch die Detektion von
in der Regel nur schwach exprimierten Proteinen. Sche et al.
verwendeten biotinyliertes FK506, und mittels einer huma-
nen Gehirn-cDNA-Bibliothek identifizieren sie das bekannte
Zielprotein FKBP12.[168] Weitere Untersuchungen ermittel-
ten hNopp140 als das Zielprotein von Doxorubicin,[169] Bcl-2,
NSC-1 und NFX1 als Zielproteine von Paclitaxel (Tabelle 1,
Eintrag 53),[170] Ca2+/Calmodulin als das Zielprotein des
Curcuminderivats HBC (Tabelle 1, Eintrag 54),[171] UQCRB
im mitochondrialen Komplex III als das Zielprotein von
Terpestacin (Tabelle 1, Eintrag 55)[172] und TACC3 als ein
neues Zielprotein von Bisphenol A (Tabelle 1, Ein-
trag 56).[173] Piggott und Caruso identifizierten das humane
ribosomale Protein S25 als das Zielprotein des Tumorthera-
peutikums Kahalalid F (Tabelle 1, Eintrag 57) unter Ver-
wendung von drei verschiedenen T7 Phagen-cDNA-Biblio-
theken.[174] Mit dem Restriktionsenzym Hinf1 kçnnen cha-
rakteristische Muster (fingerprints) ausgew�hlter Klone ge-
neriert und dadurch viele Klone sehr schnell untersucht
werden, was die Analyse einer wesentlich grçßeren Anzahl
von Phagen ohne Sequenzierung mçglich macht. F�r die
Identifizierung von Zielproteinen von Paclitaxel und Cyclo-
sporin A wurde eine photochemische Kupplung durchge-
f�hrt, bei der durch UV-Bestrahlung generierte reaktive
Carbene die Substanzen unspezifisch immobilisieren.[170b,175]

Das Phagen-Display bietet viele Vorteile. Vor allem
kçnnen Probleme, die mit selten vorkommenden Proteinen in
Verbindung stehen, durch die Amplifikation der Phagen und
somit des Zielproteins �berwunden werden. Die direkte
Identifizierung der Zielproteine aus Phagen-cDNA ist mçg-
lich. Weiterhin kçnnen die Subdom�nen, die f�r die Bindung
an die entsprechende Substanz verantwortlich sind, ermittelt
werden, wenn die exprimierte cDNA k�rzer als die vollst�n-
dige cDNA ist. Nachteile sind die fehlenden posttranslatio-
nalen Modifikationen von Proteinen und die mçgliche nicht
korrekte Faltung der exprimierten Polypeptide. Zudem
kçnnte das Pr�sentieren von Membranproteinen problema-
tisch sein, und die kodierende Sequenz des Zielproteins muss
im gleichen Leserahmen wie die kodierende Sequenz des
Phagenh�llproteins liegen.

Beim mRNA-Display ist eine neu translatierte mRNA
kovalent an das von ihr kodierte Polypeptid durch Puromycin
gekuppelt. Puromycin ist eine Nukleotid-Aminos�ure-Chi-
m�re und �hnelt dem 3’-Ende der Tyrosyl-tRNA, da es ei-
nerseits Adenosin und andererseits Tyrosin nachahmt.[176]

Puromycin enth�lt eine nicht hydrolysierbare Amidbindung,

sodass es mit der Translation interferiert, indem das Poly-
peptid vorzeitig freigesetzt wird. Durch In-vitro-Translation
dieser Konstrukte werden Protein-mRNA-Fusionate gebil-
det, die gereinigt und zur weiteren Amplifikation in cDNA
revers transkribiert werden.[177] Die mRNA-Display-Protein-
Bibliothek wird mit einer immobilisierten Substanz inkubiert,
und gebundene Konstrukte werden eluiert und durch PCR
amplifiziert. Dadurch entsteht eine Bibliothek mit angerei-
cherten Substanz-bindenden Proteinen, die f�r weitere Se-
lektionsschritte verwendet werden kann (Abbildung 13b).

Im Prinzip kann das mRNA-Display f�r jeden Organis-
mus verwendet werden, aus dem man mRNA isolieren kann.
Als ein In-vitro-Verfahren umgeht diese Methode weiterhin
mehrere Einschr�nkungen wie Probleme mit der Klonierung
und Expression und die Toxizit�t der pr�sentierten Peptide.
Allerdings sind bisher fast ausschließlich Studien zur Vali-
dierung des Konzepts bekannt. McPherson et al. erzeugten
eine mRNA-Display-Bibliothek aus humanen Leber-,
Nieren- und Knochenmark-Transkripten und selektierten
Konstrukte, die an biotinyliertes FK506 binden.[178] K�rzlich
wurde �ber eine erfolgreiche Zielprotein-Identifizierung
mittels mRNA-Display und eines Mikrofluidiksystems be-
richtet. Dabei wurde Nucleophosmin als das Zielprotein des
Phthalimid-Derivats 2-(2,6-Diisopropylphenyl)-5-amino-1H-
isoindol-1,3-dion (TC11, Tabelle 1, Eintrag 58) identifi-
ziert.[179]

3. Best�tigung von Zielproteinen

Die Methoden f�r Zielprotein-Identifizierung ermçgli-
chen die Formulierung einer Hypothese �ber den mçglichen
Wirkmechanismus, welcher in best�tigenden Experimenten
nachgewiesen werden muss. Bei der Isolierung mehrerer
Zielproteinkandidaten m�ssen diese zun�chst hinsichtlich
ihrer Funktion und in Bezug auf den von der Substanz in-
duzierten Ph�notyp priorisiert werden. Das Design und die
Durchf�hrung geeigneter Kontrollexperimente sind f�r die
Unterscheidung von spezifischer und unspezifischer Bindung
essentiell und somit f�r die Priorisierung der Proteine. Ferner
sollte ber�cksichtigt werden, dass unter Umst�nden die
identifizierten Proteine keine direkten Zielproteine, sondern
Teil eines Proteinkomplexes sein kçnnen, der das Zielprotein
enth�lt, und Protein-Interaktionsdatenbanken, die Informa-
tionen �ber Protein-Protein-Wechselwirkungen enthalten,
kçnnen dabei behilflich sein.[180]

Normalerweise werden identifizierte Zielproteine, die an
die entsprechende biologisch aktive Substanz binden, mit
spezifischen Antikçrpern in Immunoblotting-Experimenten
nach der Affinit�tsisolierung des Zielproteins best�tigt. Die
Anreicherung des Zielproteins wird dann mit dem Kontroll-
versuch verglichen, welcher ein Pulldown-Experiment mit
einem inaktiven Derivat[17, 18,53a, 55, 62] oder ein Kompetitions-
experiment mit einem �berschuss an nicht-modifizierter
Substanz sein kann.[17, 47,51a, 57, 64]

Ein starkes Indiz in der Best�tigung eines Zielproteins ist
die Bestimmung seiner Bindungsaffinit�t f�r die entspre-
chende Verbindung. Verschiedene Methoden, die in erster
Linie in der Analyse von Protein-Protein-Wechselwirkungen
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angewendet werden, wurden erfolgreich f�r die Untersu-
chung von Ligand-Protein-Wechselwirkungen eingesetzt, vor
allem Oberfl�chenplasmonresonanz (SPR, surface plasmon
resonance)[18b,53a,b, 83] und isotherme Kalorimetrie (ITC, iso-
thermal calorimetry).[15b, 51b,53b, 56] F�r SPR muss die Verbin-
dung auf einer Chipoberfl�che immobilisiert und daher mo-
difiziert werden, wodurch die Aktivit�t der Substanz verrin-
gert werden kann und eine niedrigere Affinit�t im Vergleich
zum nicht modifizierten Wirkstoff resultieren kann. F�r ITC
werden nicht markierte Substanzen verwendet, sodass Dis-
soziationskonstanten (KD) f�r die nicht modifizierte Verbin-
dung bestimmt werden kçnnen. Weitere Methoden f�r die
Ermittlung von Bindungsaffinit�ten umfassen Fluoreszenz-
polarisation,[17] Enzym-gekoppelter Immunosorbent-Assay
(ELISA),[62] homogene zeitaufgelçste Fluoreszenz (HTRF,
homogeneous time-resolved fluorescence),[181] ALPHA (am-
plified luminescent proximity homogeneous assay)[182] und
mikroskalige Thermophorese (MST).[183] Alle diese Verfah-
ren verwenden ein gereinigtes Zielprotein und meist eine
Modifizierung der aktiven Verbindung (z.B. mit einem
Fluorophor, Biotin oder einen Linker mit einer funktionellen
Gruppe zur Immobilisierung). Dadvar et al. setzten nicht
modifizierte Substanzen f�r UV/Vis-Absorption, Fluores-
zenzemission und 15N-NMR-Spektroskopie ein, um die In-
teraktion von PF-3717842 (Tabelle 1, Eintrag 59) mit dem
Phosphatidylethanolamin-bindenden Protein 2 (PEBP2) zu
untersuchen.[184] Weiterhin kann die Circulardichrois-
mus(CD)-Spektroskopie Konformations�nderungen in der
Proteinstruktur nach Ligandenbindung detektieren.[15b] Auch
die thermische Stabilit�t eines Proteins in Ligand-gebunde-
nem und Ligand-freiem Zustand kann Informationen �ber
die Ligandenbindung liefern, da der Ligand die native Pro-
teinkonformation stabilisieren kçnnte. Dies w�rde die ther-
mische Stabilit�t des Proteins erhçhen und kann mittels CD-
Spektroskopie untersucht werden.[56] Die Liganden-induzier-
te Stabilisierung eines Proteins kann auch mithilfe des
DARTS-Verfahrens analysiert werden.[98] Weitere Methoden,
wie Ultrazentrifugation, mikroskalige Gleichgewichtsdialy-
se[185] und elektrochemische Sensorik[186] wurden zur Bestim-
mung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen beschrieben.
Dar�ber hinaus kann die physikalische Wechselwirkung einer
Substanz mit ihrem Zielprotein auch in Zellen unter Ver-
wendung der auf FRET (resonanter Fçrster-Energietransfer)
basierten FLIM-Methode (fluorescence life-time imaging
microscopy) untersucht werden, welche ein fluoreszenzmar-
kiertes Protein und eine an einem Fluorophor gekuppelte
Substanz bençtigt.[17, 187]

Die Bindung einer Substanz an ein Protein muss nicht
unbedingt seine Funktionen modulieren. Deshalb sind wei-
tere funktionelle Experimente zur Target-Best�tigung erfor-
derlich. Wenn das Zielprotein eine enzymatische Aktivit�t
besitzt, sollte offensichtlich die Modulation dieser Aktivit�t in
einem enzymatischen Assay untersucht werden.[28, 56,188]

Obwohl ein enzymatischer Aktivit�tsassay zur Substanzopti-
mierung in Bezug auf ein bestimmtes Zielprotein eingesetzt
werden kann, kann die resultierende Struktur-Aktivit�ts-Be-
ziehung deutlich von den Daten aus dem urspr�nglich ver-
wendeten zellul�ren Assay abweichen. Gr�nde daf�r kçnnen
die Zellpermeabilit�t und Stabilit�t des Wirkstoffs, seine

Verteilung innerhalb der Zelle sowie seine Rolle in unter-
schiedlichen Signalwegen sein. Wenn f�r die potentiellen
Zielproteine bereits chemische Modulatoren beschrieben
sind, sollten die dadurch induzierten Ph�notypen mit denen
der untersuchten Substanz verglichen werden.[53c,57c] In Ana-
logie dazu sollten f�r die Zielproteine RNA-Interferenz-
(RNAi)- und/oder cDNA-�berexpressionsexperimente
durchgef�hrt werden. Diese kçnnten die Substanzeffekte im
untersuchten System ph�nokopieren. RNAi wird heute sehr
h�ufig f�r den Knockdown bestimmter Proteine verwendet.
F�r viele der identifizierten Zielproteine kçnnte der Einfluss
von siRNA (small interfering RNA) oder shRNA (short
hairpin RNA) bereits beschrieben sein und kçnnte bei der
Priorisierung der Zielproteine helfen.[17, 28] Wenn f�r das Gen
des Zielproteins keine RNAi-Studien vorliegen oder diese
unterschiedliche zellul�re Auswirkungen als Hauptaugen-
merk haben, sollte zur Best�tigung des Zielproteins diese
Methodik auf jeden Fall eingesetzt werden, so wie f�r zahl-
reiche Zielproteine bereits beschrieben.[47, 53b, 57c] Weiterhin ist
f�r die Ausbildung eines bestimmten Ph�notyps h�ufig eine
geringere Konzentration des Wirkstoffs nach Knockdown des
Zielproteins erforderlich.[57b] Die Knockdown-Effizienz sollte
mithilfe von Echtzeit-PCR oder Immunoblotting quantifiziert
werden. „Off-Targets“ der siRNA sollten untersucht werden.
Weiterhin sollte ber�cksichtigt werden, dass ein Knockdown
nicht den gleichen Ph�notyp wie die entsprechende Substanz
hervorrufen kçnnte. Im Gegensatz zum Wirkstoff reduziert
RNAi die Menge eines Proteins in Zellen. Die �berexpres-
sion des Zielproteins kçnnte weitere Erkenntnisse zur Un-
terst�tzung der Zielprotein-Hypothese liefern. Die �ber-
expression kann einerseits der Aktivit�t des Wirkstoffs ent-
gegenwirken.[51b, 53a, 189] Andererseits kann dadurch die Sub-
stanzaktivit�t ph�nokopiert werden, z.B. wenn die Verbin-
dung ein Aktivator ist.

Fluorophor-markierte Substanzen kçnnen eingesetzt
werden, um die Lokalisation der Substanz innerhalb der
Zellen sowie eine potentielle Colokalisierung mit dem Ziel-
protein zu detektieren.[33a, 47,48] Allerdings kann der Fluoro-
phor die physikochemischen Eigenschaften der Substanz be-
einflussen und eine unterschiedliche zellul�re Verteilung als
die nicht markierte Substanz bewirken. Eine Mutationsana-
lyse oder Dom�nenkartierung kçnnte auf die Art der Li-
gandenbindung hinweisen.[51b, 53b] Die Cokristallisation des
Ligand-Zielprotein-Komplexes w�rde nicht nur die Binde-
stelle aufzeigen, sondern kçnnte auch den Mechanismus der
Modulation erkl�ren sowie Modifikationen in der aktiven
Substanz zur Verbesserung der Bindeeigenschaften nahele-
gen.[53b,66]

Insgesamt ist die Best�tigung der Zielproteine genauso
wichtig wie die Zielprotein-Identifizierung. Die Best�tigung
eines Zielproteins sollte nicht nur in der Bestimmung der
Bindungsaffinit�t f�r den Liganden, sondern auch im zellu-
l�ren Kontext des ph�notypischen Screens erfolgen. Die
Kombination biophysikalischer, biochemischer, zellbiologi-
scher und strukturbiologischer Methoden sollte ermçglichen,
das Puzzle zusammenzubauen, um am Ende ein aussage-
kr�ftiges Bild der zellul�ren Aktivit�t einer Substanz zu er-
halten.
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4. Problemlçsung (Troubleshooting)

Obwohl viele Versuche unternommen werden kçnnten,
um die Zielproteine einer biologisch aktiven Substanz zu
identifizieren, kçnnen diese Vorhaben leider aus mehreren
Gr�nden scheitern. F�r die Zielprotein-Identifizierung mit-
hilfe von Affinit�tschromatographie sind das Design und die
Synthese geeigneter Sonden, falls sie bençtigt werden, ent-
scheidend. Eine Struktur-Aktivit�ts-Beziehung sollte auf die
Position im Molek�l hinweisen, die eine Derivatisierung to-
leriert. Wenn keine SAR verf�gbar ist, sollten die Immobili-
sierung durch Photoaktivierung, das Anbringen des Linkers
an unterschiedliche Positionen im Molek�l oder markie-
rungsfreie Methoden in Betracht gezogen werden. Um un-
spezifisch bindende Proteine zu unterscheiden, sollten Kon-
trollexperimente unter Verwendung eines inaktiven Derivats
oder des Kompetitionsverfahrens durchgef�hrt werden. Eine
Zellfraktionierung kann selten vorkommende Proteine an-
reichern. Wenn der einfache Vergleich der Proteine, die mit
der aktiven und der Kontrollsonde isoliert wurden, keine
Zielprotein-Kandidaten identifizieren kann, sollte die quan-
titative Proteomanalyse in Erw�gung gezogen werden.

Mehrere erfolgreiche Beispiele f�r Zielprotein-Identifi-
zierung sind in der Literatur vorhanden. Jedoch liegen die
identifizierten Proteine oft in hoher Konzentration vor oder
weisen eine hohe Affinit�t f�r den Liganden auf. Außerdem
sollten die Zielproteine in ihrer nativen Konformation sein,
um an die entsprechende Substanz binden zu kçnnen. Die
Isolierung insbesondere von mehrfach die Membran durch-
spannenden Membranproteinen ist aufgrund der hydropho-
ben Natur dieser Proteine und des geringen Vorkommens
besonders schwierig. Dar�ber hinaus m�ssen Membranpro-
teine in der Regel in ihrer nat�rlichen Umgebung sein, um
ihre charakteristischen Bindeeigenschaften und ihre dreidi-
mensionale Struktur zu erhalten.[32] Eine trifunktionale
Sonde, die neben dem Liganden ein gesch�tztes Hydrazin,
das mit den Kohlenhydraten auf Glykoprotein-Rezeptoren
reagiert und eine Biotin-Funktionalit�t f�r die Affinit�tsrei-
nigung enth�lt, kçnnte helfen, dieses Problem zu �berwin-
den.[32] Es ist auch zu ber�cksichtigen, dass die Zielmolek�le
von Wirkstoffen mçglicherweise keine Proteine, sondern
andere Biomolek�le wie DNA oder RNA, Lipide oder
Kohlenhydrate sein kçnnen.[190] In Anbetracht dieser Tatsa-
che ist die detaillierte Bestimmung des Wirkungsprofils der
Verbindung wichtig, um die mçglichen Zielproteine einzu-
grenzen. Verschiedene Strategien f�r Zielmolek�l-Identifi-
zierung sind etabliert worden. Sie sollten als komplement�r
angesehen werden, und ihre Anwendung muss separat in
jedem Einzelfall abgewogen werden.

5. Fallbeispiele

5.1. Identifizierung der Zielproteine von Adenanthin mithilfe der
chemischer Proteomik

Das aus den Bl�ttern von Rabdosia adenantha isolierte
Diterpenoid Adenanthin (7, Abbildung 14) induziert die
Differenzierung akut promyelozytischer Leuk�miezellen

(APL).[191] Es verursacht APL-artige Zelldifferenzierung,
unterdr�ckt Tumorwachstum in vivo und verl�ngert die Le-
bensdauer muriner APL-Modelle, die sensitiv und resistent
gegen�ber Retins�ure sind. APL ist ein besonderer Subtyp
der akuten myeloiden Leuk�mie (AML) und genetisch durch
den Retins�urerezeptor betreffende Gentranslokationen ge-
kennzeichnet. F�r die Behandlung von APL werden ATRA
(all-trans-Retins�ure) und Arsentrioxid eingesetzt, die ver-
mutlich den Abbau APL-spezifischer Fusionsproteine be-
wirken. Im Gegensatz zu ATRA f�hrt die Anwendung von
Adenanthin nicht zur Ausbildung eines APL-spezifischen
Kernkçrpers oder zu Spaltung bzw. Abbau von APL-spezi-
fischen Fusionsproteinen, sodass die Substanz zur Induktion
der Differenzierung nicht an Komplexen der Fusionsproteine
angreifen kann. Diese Befunde legten nahe, dass Adenanthin
ein neues Zielprotein hat. Zu dessen Identifizierung mithilfe
der chemischen Proteomik wurde eine Struktur-Aktivit�ts-
Beziehung erstellt und darauf basierend die biotinylierte
Adenanthin-Sonde (8) und ein Kontrollmolek�l (9) synthe-
tisiert (Abbildung 14).[192] Dabei wurde angenommen, dass
das a,b-unges�ttigte Keton in Adenanthin als Michael-Ak-
zeptor mit potentiellen Nukleophilen, wie z. B. Cysteinen, an
seiner Bindungsstelle unter Ausbildung kovalenter Addukte
reagiert und so eine effiziente Proteinisolierung ermçglicht.
Reduktion der Doppelbindung des Michael-Akzeptors zur
Einfachbindung f�hrte zum Verlust der die Differenzierung
induzierenden Aktivit�t gegen�ber NB4-Zellen und ergab
eine geeignete negative Kontrollverbindung. NB4-Zelllysate
wurden mit biotinyliertem Adenanthin oder Biotin selbst

Abbildung 14. Strukturen von Adenanthin (7) und davon abgeleiteten
Affinit�tssonden.
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inkubiert, und die gebundenen Proteine wurden unter Zu-
hilfenahme von mit Streptavidin belegter Agarose isoliert
und durch SDS-Gelelektrophorese und Silberf�rbung nach-
gewiesen. Nur eine Bande (Molekulargewicht von ca.
23 kDa) wurde durch Biotin-Adenanthin, aber nicht Biotin
selbst erzeugt. In Gegenwart hoher Adenanthin-Konzentra-
tionen wurde die Ausbildung der Bande verhindert, was auf
eine spezifische Wechselwirkung hinweist. Massenspektro-
metrische Analyse ergab, dass Peroxiredoxin I und II (Prx I–
II) von Adenanthin gebunden werden. Western Blotting
unter Verwendung spezifischer Antikçrper f�r Prx I–VI
zeigte, dass NB4-Zellen alle sechs Prx-Isoformen exprimie-
ren, aber Adenanthin selektiv nur Prx I und Prx II bindet.
Auch in vitro band Biotin-Adenanthin die rekombinanten
Prx I und II, und die Bindung wurde durch hohe Konzen-
trationen von unmarkiertem Adenanthin inhibiert.

5.2. Aktivit�tsbasierte Proteom-Profilierung der Palmostatine

Die ABPP-Methode wurde k�rzlich eingesetzt, um die
zellul�ren Zielproteine von Palmostatin B (13)[187] und dem
verwandten Substratanalogon Palmostatin M (10) zu identi-
fizieren, die beide die Ras-modulierende Acylproteinthio-
esterase 1 (APT1) in lebenden Zellen inhibieren.[193] Mutierte
und dadurch konstitutiv aktive H- und N-Ras-Proteine sind
wichtige Onkogene und f�r die Tumorigenese und verst�rkte
zellul�re �berlebenssignale verantwortlich. Die H/N-Ras-
Aktivit�t kann durch Interferieren mit der korrekten Loka-
lisierung der Proteine an der Plasmamembran �ber Beein-
flussung ihrer Palmitoylierung reduziert werden. Als b-
Lacton-Electrophil inaktiviert Palmostatin APT1 in Zellen
durch reversible kovalente Modifizierung des Enzyms im
aktiven Zentrum und f�hrt so zur Delokalisierung von Ras in
Zellen. Es fungiert als langsam hydrolysiertes Substrat und ist
damit ein guter Ausgangspunkt f�r den Entwurf von ABPP-
Sonden.[33b] Palmostatin B (13) wurde im Lipidschwanz (14,
Abbildung 15) mit einem Alkin versehen, und in zwei Vari-
anten von Palmostatin M (10) wurde ein Alkin entweder in
den Lipidschwanz (11) oder in die polare Kopfgruppe (12)
eingebaut (Abbildung 15). Alle drei Sonden zeigten ver-
gleichbare IC50-Werte f�r die APT1-Inhibition. HeLa-Zellen
wurden mit den Sonden inkubiert, gewaschen, lysiert, das
Lysat wurde mit Biotin-Tetramethylrhodamin(TAMRA)-
Azid durch CuI-katalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition um-
gesetzt, und nachfolgend wurden gebundene Proteine an
magnetischen, mit Streptavidin belegten Partikeln angerei-
chert. Auftrennung im Gel und nachfolgende Proteomanalyse
identifizierten APT1, APT2 und PPT1 als Hauptzielproteine.
Quantitative Analyse von Affinit�tsanreicherungsexperi-
menten durch Western Blotting zeigte, dass die regioisomeren
Alkine 11 und 12 mit deutlichem Unterschied markiert
wurden. Dieser Befund legt nahe, dass die Zug�nglichkeit der
Alkine im gebundenen Zustand f�r die CuI-katalysierte
Cycloaddition entscheidend f�r die Effizienz der Affinit�ts-
isolierung ist. Das Proteomik-Experiment zeigte, dass die
Palmostatine auch an das Isoenzym APT2 binden. Bioche-
mische Untersuchung der Enzyminhibition mit rekombinan-
ter humaner APT2 ergab f�r APT1 und APT2 vergleichbare

IC50-Werte. Das lysosomale depalmitoylierende Enzym PPT1
ist f�r die zellul�re Signaltransduktion nicht relevant, sodass
APT1 und APT2 die Hauptzielproteine der Palmostatine
sind. Die Selektivit�t der Sonden belegt der Befund, dass
auch keine weiteren f�r die Signalvermittlung �ber Ras re-
levanten intrazellul�ren Esterasen (z.B. die Phospholipasen
A1, A2, C und D) als Zielproteine der Palmostatine identi-
fiziert wurden. Diese Untersuchungen belegten erstmals, dass
APT2 N-Ras depalmitoyliert. Mithilfe von Messungen der
Fluoreszenzlebensdauer (FLIM) wurde die direkte Wechsel-
wirkung von Palmostatin B und APT1 in Zellen nachgewie-
sen. Daf�r wurden die Zellen mit eGFP-markierter APT1
transfiziert und dann mit zellg�ngigem TAMRA-markiertem
Palmostatin B (15, Abbildung 15) behandelt.[187] Die Le-

Abbildung 15. Strukturen von Palmostatin M (10) und B (13) und
davon abgeleiteten Sonden.
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bensdauer der Fluoreszenz von APT1 wurde signifikant
durch Quenchen mit TAMRA selektiv reduziert und so die
direkte Wechselwirkung belegt. Diese Untersuchungen
zeigen beispielhaft, wie der komplement�re Einsatz von
Proteomik- und Imagingmethoden direkte Korrelationen in
lebenden Zellen ermçglichen kann.

5.3. Affinit�tsbasierte Monoaminooxidase-Inhibitoren

Eine besondere Herausforderung beim ABPP besteht in
der Erweiterung der Anwendbarkeit der verf�gbaren Sonden
�ber die klassischen a,b-Hydrolasen hinaus, um einen grç-
ßeren Teil des katalytisch aktiven Proteoms untersuchen zu
kçnnen. Vor kurzem wurden �ber ABPP von MAO-Modu-
latoren berichtet.[194] Die Flavin-abh�ngigen Oxidasen sind
eine große Proteinklasse, die diverse oxidierende Umset-
zungen ausf�hren, wie z.B. Halogenierungen, Einf�hrung von
Mehrfachbindungen und Aminoxidationen. Monoamino-
oxidasen (MAOs) sind Flavinadenindinukleotid(FAD)-ab-
h�ngige Enzyme, die die oxidative Deaminierung xenobioti-
scher Amine und wichtiger Neurotransmitter katalysieren,
wie z. B. Serotonin, Norepinephrin und Dopamin. In den
MAOs ist der Flavincofaktor kovalent �ber ein Cystein an das
Protein gebunden, und terti�re N-Methyl-N-propargylamine
wie Deprenyl (16) und Pargylin (17) (Abbildung 16 a) modi-
fizieren den Cofaktor nach erfolgter Oxidation durch Mi-
chael-Addition des Isoalloxazinrings in FAD (Abbil-
dung 16b).[195] Deprenyl und Pargylin werden zur zellbiolo-
gischen und biochemischen Charakterisierung der MAOs
verwendet und sind klinisch eingesetzte Pharmaka. Von
Pargylin und Deprenyl abgeleitete Inhibitoren (18, 19), in die
das reaktive Propargylamin und zus�tzlich ein Alkin in die
aromatische Gruppe eingef�hrt wurden, wurden zur Visuali-
sierung in Zelllysaten durch Alkin-Azid-Cycloaddition her-
gestellt (Abbildung 16 c). Diese Sonden sind potente Inhibi-
toren von MAO A (IC50 0.93 mm f�r 17 und 0.04 mm f�r 19)
und MAO B (IC50 0.11 mm f�r 16 und 1.76 mm f�r 18) in vitro.
Kontrollsubstanzen (20, 21) mit freier NH-Gruppe gingen
keine Reaktion ein. Die Sonden wurden mit rekombinanten
menschlichen MAO-Pr�parationen inkubiert und dann durch
CuI-katalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition mit einem
TAMRA-Fluorophor verkn�pft. Markierte Proteine wurden
durch SDS-PAGE und Fluoreszenz-Visualisierung nachge-
wiesen. Orientierende Experimente zeigten, dass die Sonden
(18, 19) die Monoaminoxidasen A und B bis zu Konzentra-
tionen von 100 nm effizient als Hauptzielproteine markierten.
Alle in den initialen Screens identifizierten Sonden enthielten
methylsubstituierte terti�re Amine, was in �bereinstimmung
mit bekannten Pharmakophoren f�r MAO-Inhibitoren
darauf hindeutet, dass dieses Strukturelement wichtig f�r eine
effiziente Markierung ist. Kompetitionsexperimente beleg-
ten, dass die ABPP-Sonden mit MAO-spezifischen Inhibito-
ren um dieselbe Bindungsstelle (den Flavincofaktor) im ak-
tiven Zentrum des Enzyms konkurrieren, da Pargylin die
Markierung von MAO durch die ABPP-Sonde blockierte.
MAO-Markierung durch Deprenyl- und Pargylin-ABPP-
Sonden konnte weiterhin in Gewebehomogenisaten demon-
striert werden. Diese Befunde belegen, dass das entwickelte

ABPP-System effizient zur Profilierung der Aktivit�t von
MAO-Isoformen in Zellkultur und in Gewebeproben einge-
setzt werden kann.

5.4. Identifizierung der Zielproteine von Centrocountin mithilfe
chemischer Proteomik

Centrocountin 1 (22) wurde bei der Untersuchung einer
Indolochinolizidin-Bibliothek in einer Ph�notyp-basierten
Suche nach Substanzen identifiziert, die mitotischen Arrest
herbeif�hren. Centrocountin 1 induziert die Ausbildung
multipler mitotischer Spindeln in BSC-1-Zellen und modu-
liert die Integrit�t von Centrosomen.[17] Es bewirkt die Bil-
dung fragmentierter und �berz�hliger Centrosomen, Defekte
in der Chromosomenkongression, die Bildung multipolarer
mitotischer Spindeln und acentrosomaler Spindelpole und
lçst multipolare Zellteilung aus. Diese Befunde deuten darauf
hin, dass Centrocountin an der centrosomalen Maschinerie
angreift. Basierend auf einer fokussierten Kollektion von
Centrocountinanaloga und einer detaillierten Struktur-Akti-
vit�ts-Analyse wurden die Affinit�tssonde 24 und die nega-
tive Kontrollsonde 25 f�r die Identifizierung der Zielproteine

Abbildung 16. a) Strukturen von Deprenyl (16) und Paragylin (17).
b) Markierung von Monoaminoxidasen. c) Strukturen von Deprenyl-
und Paragylin-Affinit�tssonden.
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mithilfe eines chemisch-proteomischen Ansatzes hergestellt
(Abbildung 17). Substanz 24 wurde auf Sepharosepartikeln
durch NHS-Kupplung immobilisiert und mit HeLa-Zelllysa-
ten behandelt. Angereicherte Proteine wurden durch Zugabe
eines zehnfachen �berschusses von Centrocountin eluiert
und massenspektrometrisch identifiziert. Dabei zeigte sich,
dass die Sonde 24, nicht aber die Kontrollsonde 25 das nuc-
leol�re und centrosomale Protein NPM und das kleine ri-
bonukl�re U2-Protein bindet. Knockdown von NPM durch
RNAi induziert Centrosomenfragmentierung und beeinflusst
Chromosomenkongression und die Bildung mitotischer
Spindeln in HeLa-Zellen.[196] NPM ist an der Regulierung der
Centrosomenduplikation in der Mitose beteiligt und promo-
viert die Biogenese der Ribosomen. Auf diesen Befunden
aufbauend wurde NPM als Zielprotein validiert. Reversible
Bindung von NPM an 24 wurde durch Immunoblotting mit
einem NPM-spezifischen Antikçrper und konzentrationsab-
h�ngige Kompetition zwischen immobilisiertem und nicht-
immobilisiertem Centrocountin best�tigt. Bei der Regulie-
rung der Centrosomenduplikation durch NPM spielt die
Ausbildung eines Komplexes mit dem Kernexportrezeptor
Crm1 eine wichtige Rolle.[197] Knockdown von Crm1 durch
RNAi und Inhibition von Crm1 durch den Naturstoff Lep-

tomycin B f�hren zu �hnlichen Defekten bei der
Chromosomenanordnung und dem Spindelaufbau
wie die Behandlung mit Centrocountin 1. Tat-
s�chlich ergab die Auswertung der Affinit�tsiso-
lationsexperimente mit einem f�r Crm1 spezifi-
schen Antikçrper, dass Crm1 ebenfalls an die im-
mobilisierte Centrocountinsonde bindet. Direkte
Wechselwirkung zwischen der Sonde 23 und NPM
sowie Crm1 in HeLa-Zellen wurde durch FLIM-
Imaging der Donoren NPM-Citrin und EYFP-
Crm1 nach Zugabe von Cy3-markiertem Centro-
countin 1 als Akzeptor belegt. Diese Befunde er-
gaben, dass NPM und Crm1 unabh�ngig Centro-
countin1 binden und dass NPM und Crm1 zellul�re
Zielproteine von Centrocountin sind. Durch diese
Wechselwirkungen beeinflusst die Substanz die
Integrit�t der Centrosomen und der Spindel, er-
zeugt Defekte in der Chromosomenanordnung,
Zellzyklusarrest in der M-Phase und ultimativ
Apoptose.

5.5. Identifizierung der Zielproteine der Tubulexine
mithilfe von SILAC

Naturstoffe mit Tetrahydropyranstruktur sind
in der Natur weit verbreitet und besitzen ausge-
pr�gte biologische Eigenschaften. So wirken das
Centrolobin und nahe verwandte Substanzen an-
tibiotisch und antioxidativ. In einem ph�notypi-
schen Screen einer Tetrahydropyran-Kollektion
auf Beeinflussung der Mitose wurden die Tubule-
xine als strukturell neue Modulatoren der Mitose
identifiziert.[62] Tubulexin A (26, Abbildung 18) ist
die aktivste dieser Verbindungen und beeinflusst
den Prozess der Chromosomensegregation durch

Binden an die Vincaalkaloid-Bindungsstelle an a,b-Tubulin.
DNA-Visualisierung und FACS-Analyse zeigten, dass Tubu-
lexin A BSC-1-, HeLa- und MCF-7-Zellen nahezu vollst�ndig
in der G2M-Phase arretiert. Tubulexin A arretiert HeLa-
Zellen in Konzentrationen bis zu 2 mm, w�hrend Tubulexin B
(27, Abbildung 19) und Tubulexin C (28, Abbildung 19) we-
niger potent sind, sodass mindestens 10 mm f�r Zellzyklus-
arrest in HeLa- und BSC-1-Zellen bençtigt werden. Induk-
tion der Apoptose durch Tubulexin A wurde durch Nachweis
erhçhter Aktivit�t von Caspase-3 und Caspase-7 in HeLa-
und BSC-1-Zellen. Zur weiteren Charakterisierung von
Tubulexin A wurde ein aussagekr�ftiges SAR aus der Tetra-
hydropyran-Kollektion abgeleitet, und die Affinit�tssonde 29
sowie die negative Kontrollsonde 30 wurden synthetisiert
(Abbildung 18). Die Sonden wurden in Affinit�tsisolations-
experimenten unter Verwendung des quantitativen SILAC-
Ansatzes zur Identifizierung potentieller Zielproteine einge-
setzt.[71] Die Tubulexinsonde 29 zeigte in relevanten zellul�ren
Assays vergleichbare Eigenschaften zu nicht-modifiziertem
Tubulexin A. Nach Inkubieren der biotinylierten Sonden 29
und 30 auf magnetischen, mit Streptavidin belegten Partikeln
wurden diese mit isotopenmarkiertem oder unmarkiertem
HeLa-Zelllysat inkubiert. Nach Freisetzen der Proteine durch

Abbildung 17. Strukturen von Centrocountin (22) und Sonden f�r FLIM-Experimente
und Affinit�tschromatographie.
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Hitzedenaturierung des Streptavidins wurden die markierten
und unmarkierten Proben vereint, die Proteine durch SDS-
PAGE getrennt und durch nano-HPCL-MS/MS-Analyse
identifiziert. Ausschließlich Proteine, f�r die das quantifi-
zierte Verh�ltnis zwischen markierten SILAC-Peptiden und
nicht-markierten Peptiden in mindestens 75% der Replikate
signifikant unterschiedlich war, wurden als potentielle Ziel-
proteine in Betracht gezogen. Auf diese Weise wurden das
„chromosome segregation 1-like protein“ (CSE1L, CAS,
Exportin-2) und Tubulin als f�r die Mitose relevante Ziel-
proteine identifiziert. Die Bindung von Tubulexin A an
CSE1L und Tubulin wurde durch Western Blotting nach Af-
finit�tsisolierung best�tigt. Konzentrationsabh�ngige Kom-
petition zwischen ungebundenem und immobilisiertem Tu-
bulexin A zeigte, dass die Bindung an CSE1L reversibel ist.
Inhibition der In-vitro-Tubulinpolymerisation durch Tubule-
xin A in Abwesenheit Tubulin-assoziierter Proteine wurde
anhand von Turbidit�tsmessungen nachgewiesen.

Die Mehrzahl der bekannten Inhibitoren der Tubulin-
polymerisation bindet an die Colchicin- oder die Vincaalka-
loid-Bindestelle an Tubulin. Obwohl Colchicin und Tubulexin
alkylierte Phenolgruppen enthalten und somit Struktur�hn-
lichkeiten aufweisen, bindet Tubulexin A nicht an die Col-
chicinbindestelle. Stattdessen konkurriert es konzentrations-
abh�ngig mit einem fluoreszierenden Analogon von Vin-
blastin um die Vincaalkaloid-Bindestelle an Tubulin. Dar�ber
hinaus wirkt Tubulexin A synergistisch mit CSE1L auf Tu-
bulin. Tubulexin A ist daher ein neuer Tubulinmodulator mit
dualer Wirkungsweise.

5.6. Ligandenvermittelte Proteinmarkierung von
Fusicoccin-bindenden Proteinen

K�rzlich wurde eine Technik zum Liganden-
dirigierten kovalenten Transfer einer Markierung
(tag) auf Zielproteine entwickelt, anhand derer
das Zielprotein identifiziert werden kann. Aus
verschiedenen Ans�tzen hat sich daf�r die Ver-
wendung von Arylsulfonaten als am erfolgreichs-
ten erwiesen. Von Fusiococcin A abgeleitete
Sonden wurden verwendet, um 14-3-3-Proteine in
Krebszellen zu profilieren.[69] 14-3-3-Proteine
spielen als Vermittler von Protein-Protein-Wech-
selwirkungen unter Einbeziehung diverser phos-
phorylierter Liganden wichtige Rollen in Kinase-
abh�ngigen Signalwegen, doch das 14-3-3-Inter-
aktom wurde bislang kaum charakterisiert. Eine
ligandenabh�ngige Methode zur Detektion von
14-3-3-Proteinen kçnnte die Identifizierung von
intrazellul�ren Signalnetzwerken ermçglichen, die
14-3-3-Proteine einschließen. Eine große Zahl in-
trazellul�rer Proteine mit 14-3-3-Interaktionsmo-
tiven einschließlich solcher, die an der Signalver-
mittlung und der Zellzykluskontrolle beteiligt
sind, ist bekannt. Das Diterpen Fusiococcin[198]

(31, Abbildung 19) aktiviert durch Ausbildung
eines tern�ren Komplexes mit einem 14-3-3-Pro-
tein die pflanzliche membrangebundene H+-
ATPase. Diese Wechselwirkung f�hrt zur �ffnung

der pflanzlichen Stomata und schließlich zum Verwelken der
Pflanze. Anhand der Kristallstruktur des Fusicoccin/14-3-3-z-
Komplexes[199] wurde eine Sonde entwickelt, in der das
komplexe 5-8-8-Diterpenger�st erhalten blieb und ein Linker
mit Sulfonatsubstruktur an das exocyclische Kohlenhydrat
angebracht wurde (Abbildung 19). Die Linkerl�nge wurde so
gew�hlt, dass die Sulfonylethylgruppe in r�umliche N�he zu
einem potentiellen Nucleophil (His 164) in 14-3-3-z kommt.
In den Terminus der transferierbaren Struktureinheit wurde
ein Dansyl- oder BODIPY-Fluorophor als Reportergruppe
eingef�hrt (32, 33). Parallel wurde eine Kontrollsubstanz
ohne die Selektivit�t garantierendes Fusicoccin hergestellt
(34, Abbildung 19).

Um zu pr�fen, ob rekombinantes 14-3-3-z markiert wird,
wurde es mit den Sonden 32 und 33 in An- und Abwesenheit
des Peptids behandelt, sodass die Ausbildung des tern�ren
Komplexes f�r die Reaktion entscheidend ist. Die Ausbeute
der Reaktion stieg bis zur �quimolarit�t von Phosphopeptid
und 14-3-3-Protein, was die Ausbildung eines tern�ren
Komplexes im Verh�ltnis 1:1:1 st�tzt.

Der Befund, dass Sonde 23 14-3-3s, das ein Asn anstelle
von His an Position 164 tr�gt, nur sehr schwach markiert,
deutet darauf hin, dass His 164 bevorzugt funktionalisiert
wird. Diese Ortsspezifit�t wurde zus�tzlich durch ortsgerich-
tete Mutagenese von 14-3-3-z best�tigt, denn nach Ersetzen
von His durch Ala fand keine Funktionalisierung statt. Ein
Kontrollexperiment mit Sonde 23 zeigte keine Funktionali-
sierung des Proteins. Die von Fusicoccin abgeleiteten Sonden
kçnnen 14-3-3-z ortsspezifisch und ligandenabh�ngig mar-

Abbildung 18. Strukturen von Tubulexin A–C und der Affinit�tssonden.
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kieren. Es ist zu erwarten, dass die ligandenvermittelte Pro-
teinmarkierung zuk�nftig an Bedeutung gewinnen wird.

5.7. ABPP-Fluorophosphonat-Profilierung

Targetidentifizierung ist nicht nur mit spezifischen, son-
dern auch mit unspezifischen Reportersonden mçglich.
Dieser Ansatz war besonders f�r a,b-Hydrolasen im Allge-
meinen und Serinhydrolasen im Besonderen erfolgreich.[200]

In einem typischen Experiment werden Zellen oder Lysate
mit einem Inhibitor f�r eine bestimmte Zeit inhibiert, dann
wird ein unspezifisches Reporterfluorophosphonat (FP) zu-
gegeben, das einen Fluorophor oder eine andere Reporter-
gruppe tr�gt (35, FP-Rhodamin; 36, FP-Alkin; 37, FP-Biotin;
Abbildung 20), welche alle a,b-Hydrolasen kovalent im ak-
tiven Zentrum bindet. Nachfolgende Visualisierung in Gelen
und Vergleich der Experimente mit oder ohne Zugabe des
Inhibitors f�hrt bei Blockierung des aktiven Zentrums zum
Fehlen bestimmter Banden. Im Gegensatz zu den reaktiveren
Fluorophosphonaten kçnnen Carbamate hohe Selektivit�t
f�r einzelne Serinhydrolasen zeigen. Diese Inhibitoren haben
sich als wertvolle Werkzeuge f�r die Forschung erwiesen und
treten zum Teil auch in Medikamenten auf, z.B. in Riva-

stingmin. Trotz intensiver Suche konnten potente
und selektive Carbamat-Inhibitoren nur f�r einen
Teil der Serinhydrolasen identifiziert werden,
sodass ein Bedarf an alternativen Serinhydro-
laseinhibitorklassen besteht. K�rzlich wurde der
klassische Fluorophosphonatreporter durch mo-
difizierbare Harnstoffe ersetzt, die durch Klick-
Chemie derivatisiert werden kçnnen (38, Abbil-
dung 20) und bei der proteomweiten Evaluierung
einer kleinen Carbamatbibliothek mit Triazol-
harnstoffgrundstruktur eingesetzt wurden.[201]

Ersatz der FP-Sonden durch Harnstoffe d�mpfte
die Reaktivit�t, sodass Serinhydrolasen in Anwe-
senheit anderer Hydrolasen selektiv im Proteom
adressiert werden konnten. 1,2,3-Triazolylharn-
stoffe (39, 40, Abbildung 20) inhibieren besonders
Serinhydrolasen. Die Eigenschaften kçnnen �ber
die Enzymklasse angepasst und so Selektivit�t f�r
individuelle Mitglieder erzielt werden. In einem
Zweistufenverfahren wurden substituierte Alkine
mit in situ erzeugten Aziden (Azidomethanol) zu
4-substituierten Triazolen umgesetzt, die dann zu
Triazolharnstoffen carbamoyliert wurden. Diese
wurden typischerweise als 3:1-Gemisch von N2-
und N1-carbamoylierten Regioisomeren erhalten.
Mithilfe dieser Strategie wurden zwanzig 4-Aryl-
und 4-Alkyltriazole erzeugt. Die Kollektion
wurde bei 10 nm und 100 nm Konzentration gegen
Maus-T-Zelllysate gescreent, und mehrere hoch-
potente und selektive Inhibitoren verschiedener
Serinhydrolasen wurden identifiziert. Ausge-
w�hlte Inhibitoren wurden in M�usen mit ausge-
zeichneten Resultaten gepr�ft, wobei sich eine
gute Korrelation zwischen In-vitro- und In-vivo-
Aktivit�t ergab. Zusammenfassend sind 1,2,3-

Triazolharnstoffe ein vielf�ltiger Inhibitortyp f�r die Ent-
wicklung selektiver und potenter Inhibitoren im Proteom
weit verbreiteter und schlecht charakterisierter Serinhydro-
lasen.

Ein Nachteil der Verwendung von Fluorophosphonaten
und verwandten Detektionsmethoden ist, dass sie besonders
f�r die Detektion kovalenter Inhibitoren geeignet sind. Bei
Verwendung reversibler Inhibitoren h�ngt das Resultat einer
globalen Modifizierung stark von der Inkubationszeit ab,
denn die apparente Desorption des nicht-kovalenten Ligan-
den („off-rate“) bestimmt, zu welchem Teil ein gegebenes
Protein mit der Reportersonde markiert wird. Dieses Pro-
blem wurde k�rzlich erfolgreich durch Verwendung kova-
lenter Reportersonden mit adjustierbarer kinetischer Reak-
tivit�t gelçst.[202]

5.8. Targetidentifizierung mit Capture-Compound-
Massenspektrometrie (CCMS)

Targetidentifizierung ist oft nicht auf das Auffinden ein-
zelner Zielproteine beschr�nkt, sondern wird auf Targetpro-
filierung ausgedehnt, bei der ganze Proteinfamilien mit un-
terschiedlichen Affinit�ten (hoch bis niedrig) an Substanzen

Abbildung 19. Strukturen von Fusicoccin A (31) und Sonden f�r ligandenvermittelte
Proteinmarkierung.
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binden. Beim Ausdehnen einer klassischen Affinit�tsisolie-
rung (Pulldown) auf eine Multiproteinfamilie werden viele
der Bindungspartner mit niedriger oder mittlerer Affinit�t in
den Waschschritten verloren. Ein Beispiel sind Substanzen,
die spezifisch eine Kinase-Subgruppe inhibieren. Kinasen
sind wichtige Zielproteine in der Krebstherapie, und verbes-
serte Therapien sollten auch Wechselwirkungen mit niedriger
oder mittlerer Affinit�t in Betracht ziehen. Hierf�r sind
bessere Targetprofilierungsmethoden von besonderer Be-
deutung. Als neue Technologie f�r die Isolierung von Prote-
insubfamilien auf der Grundlage trifunktionaler molekularer
Sonden wurde die „capture compound mass spectrometry“
(CCMS) eingef�hrt (Abbildung 4 b).[43] „Capture compo-
unds“ weisen drei Funktionalit�ten auf: 1) eine Selektivi-
t�tsfunktion, d.h. den Liganden, der profiliert werden soll,
2) eine photoaktivierbare Funktionalit�t zur Quervernetzung
und 3) eine Funktionalit�t zum Sortieren und Trennen. In
einem typischen Experiment wird ein Zelllysat mit der
„capture compound“ inkubiert, sodass die Selektivit�tsfunk-
tion die Zielproteine im Gleichgewicht binden kann. Nach-
folgende Photolyse f�hrt zur Bildung eines reaktiven Inter-
mediats, z. B. eines Nitrens oder eines Carbens, das unter

kovalenter Vernetzung zur „capture compound“
mit dem Zielprotein reagiert. Mithilfe der Sor-
tierfunktion, z.B. Biotin und mit Streptavidin
belegten magnetischen Partikeln kann der ent-
standene Komplex dann isoliert werden. Ein
großer Vorteil bei der Verwendung dieser kova-
lenten Quervernetzung zwischen „capture com-
pounds“ und Zielproteinen ist, dass auch
schwach interagierende Proteine mit mikromo-
larer Affinit�t irreversibel gebunden werden. Die
kovalente Bindung ermçglicht, durch stringentes
Waschen den Hintergrund durch unspezifische
Bindung zu reduzieren. Mithilfe der CCMS-
Technik wurde das Kinasebindungsprofil von
Staurosporin charakterisiert.[203] Basierend auf
einer SAR f�r Staurosporin (41) und der Kris-
tallstruktur von Inhibitor-Target-Komplexen
wurde ein geeigneter Ankn�pfungspunkt f�r das
trifunktionale Ger�st identifiziert, und die „cap-
ture compound“ (42) wurde synthetisiert (Ab-
bildung 21). Zur Validierung wurde zun�chst eine
kovalente Bindung zwischen der gereinigten ka-
talytischen Untereinheit rekombinanter
menschlicher PKA in HepG3-Lysat erzeugt.
Nach Inkubation, Photovernetzung und Anrei-
cherung mit Streptavidinpartikeln wurden die
eingefangenen Proteine tryptisch verdaut und die
gebildeten Peptide mit LC-MS/MS und Suche in
annotierten Datenbanken analysiert und identi-
fiziert. Um zwischen spezifisch gebundenen
Proteinen und unspezifischen Hintergrundpro-
teinen unterscheiden zu kçnnen, wurden parallel
Kompetitionskontrollexperimente ausgef�hrt,
bei denen das Lysat mit einem großen �ber-
schuss an Staurosporin vorinkubiert wurde. Die
Capture-Experimente identifizierten in HepG2-
Lysaten durchschnittlich 300 Proteine. Stauro-

sporin ist ein ATP-kompetitiver Kinaseinhibitor, sodass pro-
miskuitive Bindung an Proteine mçglich ist, die verschiedene
Nukleotide binden. Auch kçnnten hochaffine Bindungspart-
ner der Kinasen, eventuell nach zus�tzlicher Vernetzung
wegen ihrer Bindung an die Kinase, angereichert worden sein.
Insgesamt wurden nach Datenanalyse 100 Kinasen identifi-
ziert, von denen 56 Serin/Threonin-Kinasen, 9 Tyrosinkinasen
und 4 dual-spezifische Kinasen waren. Drei Kinasen zeigten
subnanomolare Affinit�t f�r Staurosporin, 12 Kinasen waren
im Bereich von 1–10 nm affin, 15 Kinasen z�hlten zum Be-
reich von 10–100 nm, und 7 Kinasen hatten eine Affinit�t von
100 nm–1 mm. F�r 2 Kinasen war die Affinit�t > 10 mm. Diese
Resultate belegen, dass CCMS besonders Kinasen mit Affi-
nit�ten im nanomolaren Bereich, aber auch mit mikromolarer
Affinit�t identifizieren kann.

5.9. Identifizierung der Zielproteine von Piperlongumin mithilfe
von SILAC

Bei einem Reportergen-Screen nach Apoptose-induzie-
renden Substanzen wurde Piperlongumin (43, Abbildung 22)

Abbildung 20. Strukturen von Reportersonden f�r ABPP.
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als prim�rer Treffer identifiziert.[75] Piperlongumin ist ein
Naturstoff aus der Pflanze Piper longum L, deren Extrakte
zytotoxisch sind.[204] Untersuchung der Wirkung von Piper-
longumin auf Krebszellen oder normale Zellen zeigte, dass
die Substanz in Krebszellen Zelltod unabh�ngig von Mutati-
onsstatus von p53 induziert. Normale Zellen waren kaum
oder nicht empfindlich. Daraus schloss man, dass Piperlon-
gumin spezifisch f�r Krebszellen zytotoxisch ist und dass sein
Zielprotein ein Produkt der malignen Transformation sein
kçnnte. Untersuchung des Apoptose-auslçsenden Effekts
von Piperlongumin durch quantitatives Immunoblotting f�r
Wildtyp-p53-Expression zeigte, dass die Expression von p53
bei der Behandlung mit Piperlongumin zunahm. Mit Piper-
longumin behandelte Zellen zeigten dar�ber hinaus geringere
Mengen �berlebensfçrdernder Proteine, sodass die Induktion
von Zelltod oder Apoptose in Krebszellen auf eine Modu-
lierung der Expression von Proteinen in den �berlebens-
signalwegen zur�ckzuf�hren sein kçnnte. Piperlongumin hat
geeignete physikochemische Eigenschaften, gute orale Ver-
f�gbarkeit und eine akzeptable Halbwertszeit im Plasma f�r
In-vivo-Studien in M�usen. Behandlung mit Piperlongumin
f�hrte zu einem signifikanten Einfluss auf die Entwicklung
der Blutgef�ße in Tumor-Mausxenograften und inhibierte die
Bildung sekund�rer Tumore. In einem Brustdr�senkrebs-
Modell in transgenen M�usen war Piperlongumin effizienter
als Paclitaxel. Zur Aufkl�rung der Wirkungsweise von Pi-
perlongumin und zur Identifizierung der Zielproteine und
ihrer Komplexe kamen Affinit�tsisolierung mit SILAC und

quantitative Proteomik zum Einsatz. Basierend
auf einer Struktur-Aktivit�ts-Beziehung f�r Pi-
perlongumin wurde daf�r ein geeignet funktiona-
lisiertes Derivat synthetisiert, und zwçlf Interak-
tionspartner wurden in zwei Zelllinien identifi-
ziert. F�r sieben dieser Proteine war bekannt, dass
sie die zellul�re Reaktion auf oxidativen Stress
durch reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS)
beeinflussen. Glutathion-S-Transferase 1 (GSTP1)
wurde mit dem hçchsten Wert identifiziert, gefolgt
von Carbonylreduktase 1. Mehrere der identifi-
zierten Proteine sind Teil eines grçßeren Kom-
plexes, sodass die Affinit�tsisolierung sowohl di-
rekte als auch indirekte Zielproteine identifiziert
haben kçnnte. Die Resultate legen nahe, dass Pi-
perlongumin durch Bindung an Proteine, die oxi-
dativen Stress regulieren, den zellul�ren Redox-
zustand moduliert und die vermehrte Bildung von
ROS induziert. Es wurde weiterhin gezeigt, dass
Piperlongumin direkt mit gereinigter rekombi-
nanter GSTP1 interagiert und sie inhibiert, was zur
Reduktion des Glutathionniveaus (GSH) und

einer Erhçhung an oxidiertem Glutathion (GSSG) f�hrt.
Demgegen�ber wurde in normalen Zellen die GSSG-Kon-
zentration nicht erhçht. Bestimmung der Konzentration ein-
zelner ROS-Verbindungen mit fluoreszierenden Sonden
zeigte, dass Piperlongumin die Bildung von H2O2 mit NO,
aber �berraschend nicht von Superoxidanionen induziert. Im
Gegensatz zu Krebszellen verursachte Piperlongumin in
normalen Zellen keine Erhçhung des ROS-Niveaus. Durch
diese Selektivit�t unterscheidet sich Piperlongumin von an-
deren Substanzen, die das ROS-Niveau beeinflussen. Diese
Befunde legen nahe, dass die Beeinflussung des ROS-
Stresssignalwegs eine neue Strategie zur Bek�mpfung von
Krebs sein kçnnte.

5.10. Identifizierung von Tankyraseinhibitoren mithilfe von
iTRAQ

Der in der Evolution konservierte Wnt/b-Catenin-
Signalweg reguliert zahlreiche biologische Prozesse. Eine
wichtige regulatorische Funktion des Signalwegs ist die
Kontrolle des proteolytischen Abbaus des Effektorproteins b-
Catenin durch den b-Catenin-Destruction-Komplex. Ist der
Wnt-Signalweg nicht aktiviert, wird phosphoryliertes b-Cat-
enin abgebaut. Nach Stimulierung mit Wnt dissoziiert der b-
Catenin-Destruction-Komplex, b-Catenin akkumuliert im
Zellkern und f�hrt zur Transkription Wnt-abh�ngiger Gene.
F�r diverse Krebsarten wurde beobachtet, dass der Wnt-Si-
gnalweg unerw�nscht aktiviert ist, sodass die Entwicklung
von Modulatoren dieses Signalweges eine attraktive Option
f�r die Medikamentenentwicklung bietet. In einem Hoch-
durchsatz-Screen unter Verwendung eines Wnt-abh�ngigen
Luciferasereportergen-Assays wurde der Inhibitor XAV939
(44, Abbildung 23) des Wnt-Signalwegs gefunden.[85] XAV939
rediziert die b-Catenin-Mengen und f�hrt zur Erhçhung der
b-Catenin-Phosphorylierung. Dies legt nahe, dass XAV939
den von der Phosphorylierung abh�ngigen Abbau von b-

Abbildung 21. Strukturen von Staurosporin (41) und der Staurosporin-CCMS-Sonde
(42).

Abbildung 22. Struktur von Piperlongumin (43).
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Catenin durch Erhçhung der Aktivit�t des Destruction-
Komplexes beg�nstigt. Um aufzukl�ren, wie die Aktivit�t
dieses Komplexes erhçht wird, wurde gepr�ft, ob die Sub-
stanz die Konzentration bekannter Mitglieder des Signalwegs
beeinflusst. Nach Behandlung mit XAV939 wurden erhçhte
Niveaus von Axin 1 und eine Erhçhung der Menge des Axin-
GSK3b-Komplexes beobachtet. Offenbar induziert XAV939
die Bildung des Komplexes und beg�nstigt somit die Phos-
phorylierung und den Abbau von b-Catenin.

Zur Identifizierung der zellul�ren Zielproteine von
XAV939 wurde ein auf quantitativer chemischer Proteomik
basierender Ansatz gew�hlt, bei dem die iTRAQ-Methode
zum Einsatz kam.[74] Auf einem SAR fußend wurde das
Analogon LDW639 (45, Abbildung 23) hergestellt und zur
Isolierung von Proteinen aus Zelllysaten immobilisiert.
HEK293-Lysat wurde mit einem �berschuss (20 mm) an
XAV939 (44), dem inaktiven Analogon LDW643 (47, Ab-
bildung 23) oder Dimethylsulfoxid (DMSO) behandelt. Mit
lçslichen XAV939 (44) konnten 18 Proteine spezifisch eluiert
werden, einschließlich mehrerer Poly(ADP-Ribose)polyme-
rasen (PARP1, PARP2, TNK1, TNKS2) und bekannter,
wahrscheinlich copr�zipitierter PARP-Substrate.

In einem komplement�ren Experiment wurde gezeigt,
dass XAV939 (44), nicht aber LDW643 (46), bei 10 mm Kon-
zentration die Bindung der TNKS und bei 1 mm die Bindung
von PARP1/2 blockiert. Mithilfe von siRNA wurde unter-
sucht, ob Herabregulierung von PARP-Proteinen Funkti-
onsverlust-Ph�notypen (loss-of-function) erzeugt, die die
Wirkung von XAV939 nachahmen. Codepletion von TNKS1
und TNKS2 erzeugte den gleichen ph�notypischen Effekt wie
XAV939 durch Erhçhung des Niveaus von Axin 1 und 2,
w�hrend die gleichzeitige Herabregulierung von PARP1/2
nicht den gleichen Ph�notyp induzierte.

Die Erhçhung der Axin-Proteinkonzentration durch
XAV939 kçnnte durch Modulierung der Translation oder der
Stabilit�t der Proteine verursacht sein. Behandlung mit

XAV939 sch�tzte das Protein vor proteasomalem Abbau und
verl�ngerte so die Lebensdauer von endogenem Axin 2 in
Zellen. Demgegen�ber f�hrte gemeinsame Behandlung mit
XAV939 und dem Proteasominhibitor MG132 zu einer si-
gnifikanten Abnahme der Polyubiquitinylierung von Axin
1 und 2. Dieser Befund legt nahe, dass XAV939 Axin durch
Verhinderung der Polyubiquitinylierung stabilisiert. Insge-
samt belegen die Resultate, dass Tankyrase f�r die Stabilit�t
von Axin wichtig ist und dass Axin ein limitierender Faktor
im b-Catenin-Destruction-Komplex ist. Axin kommt somit
eine wichtige Rolle im Wnt-Signalweg zu.

5.11. Identifizierung der Zielproteine von Thalidomid mithilfe
chemischer Proteomik

Thalidomid (47, Abbildung 24) wurde klinisch in den 60er
Jahren als mildes Sedativum eingesetzt und hat als Auslçser
schwerer Missbildungen traurige Ber�hmtheit erlangt. Es
wird klinisch bis heute zur Behandlung von Lepra und des
multiplen Myeloms verwendet. Die Ursachen f�r die von
Thalidomid ausgelçsten Fehlbildungen sind kaum erforscht.
Fr�here Arbeiten legten nahe, dass oxidativer Stress und
antiangiogene Wirkung die Ursachen f�r die Teratogenit�t
sein kçnnten. K�rzlich wurde jedoch f�r Thalidomid eine
Targetprofilierung durchgef�hrt.[205] Die von Thalidomid
hervorgerufenen Missbildungen sind durch einen charakte-
ristischen Ph�notyp gekennzeichnet, der besonders defor-
mierte und verk�rzte Gliedmaßen zeigt. Carbons�urederivat
48 (Abbildung 24) war in Zebrafischen reproduzierbar tera-
togen, �hnlich zum von Thalidomid ausgelçsten Ph�notyp.
FR259625 wurde kovalent an Partikel angebunden und mit
Extrakten humaner HeLa-Zellen inkubiert. Nach umfang-
reichem Waschen wurden gebundene Proteine mit unmodi-
fiziertem Thalidomid eluiert und mithilfe von SDS-Gelelek-
trophorese und nachfolgender Silberf�rbung analysiert. Zwei
Proteine wurden spezifisch eluiert. Bei Zugabe von Thalido-
mid vor Inkubation mit den Partikeln wurde die gebundene
Menge dieser Proteine reduziert, sodass die Wechselwirkung
mit Thalidomid spezifisch ist. Tryptischer Verdau und mas-
senspektrometrische Analyse zweier Banden bei 127 und
55 kDa identifizierten CRBN und DDB1 (damaged DNA
binding protein 1). Die Proteine wurden weiterhin durch
Immunoblotting identifiziert.

Rekombinantes FLAG-CRBN, aber nicht (His)6-DDB1,
band an mit Thalidomid beladene Partikel. Allerdings banden
beide Proteine, wenn sie zusammen mit den Partikeln inku-
biert wurden, sodass DDB1 durch Wechselwirkung mit

Abbildung 23. Struktur von XAV939 (44) und zugehçrigen Affini-
t�tssonden.

Abbildung 24. Strukturen von Thalidomid (47) und FR259625 (48).
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CRBN binden muss. Eine mçgliche Bedeutung von CRBN
f�r die Teratogenit�t von Thalidomid wurde in Tiermodellen
untersucht. Thalidomid ist in Kaninchen und H�hnern tera-
togen, aber nicht in M�usen und Ratten. Zebrafisch ist ein
vorteilhafter Modellorganismus, da die embryonale Ent-
wicklung schnell ist, der Embryo durchsichtig und die Dele-
tion von Genen gut mçglich ist. Um den Einfluss von Thali-
domid auf die Entwicklung von Zebrafischen zu untersuchen,
wurden Embryos 2 h nach Befruchtung mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Thalidomid transferiert und die Ent-
wicklung w�hrend drei Tage verfolgt. In den mit Thalidomid
behandelten Embryos war die Entwicklung von Finnen und
otischen Vesikeln gestçrt, w�hrend im Vergleich zu einer
Kontrolle die sonstige Entwicklung normal verlief. Der Ph�-
notyp konnte durch Injektion zugehçriger zCRBN-mRNA
teilweise restoriert werden (rescue-Experiment). Bei diesen
Experimenten muss ber�cksichtigt werden, dass Thalidomid
in vitro und in vivo schnell zu mehr als einem Dutzend Pro-
dukte hydrolysiert und metabolisiert wird. Diese Produkte
kçnnen dieselben oder andere Zielproteine als Thalidomid
haben, die Befunde legen aber nahe, dass Thalidomid seine
teratogene Wirkung durch Bindung an CRBN und Inhibition
seiner Ubiquitinligase-Aktivit�t entfaltet. Da Thalidomid f�r
die Behandlung von Lepra und des multiplen Myeloms ein-
gesetzt wird, kann die Identifizierung seines direkten Ziel-
proteins das rationale Design von effizienteren Thalidomid-
analoga ohne teratogene Wirkung ermçglichen.

6. Zusammenfassung, Ausblick und Vorschlag eines
Arbeitsablaufs

Die Identifizierung und Validierung der Zielproteine
bioaktiver Substanzen ist ein kritischer, oft entscheidender
Schritt in der akademischen Forschung und der pharmazeu-
tischen Anwendung. Zum Einsatz bioaktiver Molek�le in der
chemisch-biologischen Forschung zum Stçren und zur Ana-
lyse biologischer Systeme m�ssen ihre Zielproteine bekannt
sein, um zu validen Schlussfolgerungen und Erkenntnissen zu
gelangen.

Die in diesem Aufsatz vorgestellten Methoden und Bei-
spiele belegen, dass die Identifizierung zellul�rer Zielprotei-
ne im Prinzip mçglich ist, und die Anzahl erfolgreicher Bei-
spiele w�chst stetig. Dieser Fortschritt wurde durch die Ent-
wicklung und Zug�nglichkeit mehrerer neuer unterschiedlich
anwendbarer Techniken mçglich. Zu Beginn eines Target-
identifikationsprojektes ist oft unklar, welche Technologie am
besten eingesetzt werden sollte, und die Entscheidung, welche
Methode schließlich verwendet wird, wird oft durch Aus-
probieren oder die wissenschaftliche Expertise oder infra-
strukturelle Ausstattung der jeweiligen Arbeitsgruppe be-
stimmt. Eine �bersicht �ber die in letzter Zeit berichteten
erfolgreichen Beispiele zeigt, dass gegenw�rtig die Anwen-
dung der Affinit�tsisolierung unter Verwendung niedermo-
lekularer Sondenmolek�le („Pulldown“) und nachfolgende
massenspektrometrische Analyse der isolierten Proteine die
leistungsf�higste und meistverwendete Technologie f�r die
Targetidentifizierung ist. Diese f�hrende Position ist zum
großen Teil auf die rasche Entwicklung besserer massen-

spektrometrischer Techniken und die Verf�gbarkeit zuneh-
mend leistungsf�higerer Massenspektrometer und Analyse-
software zur�ckzuf�hren.[206] Analog hat eine Palette zell-
biologischer und biophysikalischer Methoden neue Mçglich-
keiten f�r die Targetbest�tigung erçffnet. Von besonderer
Bedeutung sind dabei fortgeschrittene Mikroskopietechniken
unter Verwendung von FRET-Paaren und zeitaufgelçsten
Messungen (Messungen der Fluoreszenzlebensdauer, FLIM),
Messung der Fluoreszenzanisotropie, Fortschritte in der iso-
thermalen Kalorimetrie, Bestimmung der Proteinschmelz-
temperatur sowie Oberfl�chenplasmomenresonanz-Techni-
ken, die Verwendung von RNAi und �berexprimierung der
Zielproteine. Es ist zu erwarten, dass weitere Fortschritte bei
diesen experimentellen Methoden und nat�rlich die Ent-
wicklung neuer Techniken das Methodenrepertoire f�r die
Targetidentifizierung und -best�tigung weiter bereichern
werden. Wir erwarten, dass dabei ein wichtiger Schwerpunkt
auf der Entwicklung quantitativer und markierungsfreier
Methoden liegen wird. Beachtenswerte neue Beispiele sind
die Etablierung quantitativer massenspektrometischer Me-
thoden, die den Vergleich von Signalintensit�ten f�r einzelne
Peptide zur Targetidentifizierung nutzen,[88,89] die Einf�hrung
der miniaturisierten Thermophorese (potentiell markie-
rungsfrei)[183b] und der DARTS-Ansatz[98] f�r die Target-
best�tigung.

Unabh�ngig von den bereits gemachten und noch zu er-
wartenden Fortschritten wird die Identifizierung und Best�-
tigung von Zielproteinen auf absehbare Zeit aber ein
schwieriges, arbeitsintensives und zeitaufwendiges Unterfan-
gen bleiben. So kçnnen die zu identifizierenden Proteine z. B.
nur niedrig exprimiert, membrangebunden oder nur in der
Zelle stabil sein, sodass sie unter den Bedingungen einer ty-
pischen Proteomanalyse entfalten. Zur Bew�ltigung dieser
Herausforderungen ist momentan keine zuverl�ssige Me-
thodik verf�gbar. Die Affinit�tsisolierung f�hrte meist auch
zur Identifizierung ganzer Proteinkomplexe, sodass nachfol-
gend mehrere Proteine mithilfe biophysikalischer, zellbiolo-
gischer und genetischer Methoden validiert oder devalidiert
werden m�ssen, um die funktionalen Zielproteine zu identi-
fizieren.

Insbesondere ist die momentan verf�gbare Methodik
nicht darauf ausgerichtet, andere Biomolek�le, wie DNA,
regulatorische RNAs, Kohlenhydrate oder Lipide, als Targets
zu identifizieren. In diesem Zusammenhang ist die Identifi-
zierung von 3b-Hydroxysterolen als Target von Theonell-
amid F ein besonders anschauliches Beispiel.[190b]

Zweifellos ist die Entwicklung neuer leistungsf�higer
Technologien und insbesondere zuverl�ssiger, breit anwend-
barer generischer Vorgehensweisen von großem Interesse.
F�r den Chemiker, Biologen oder chemischen Biologen ohne
einschl�gige Erfahrung oder Kenntnis des Gebietes, der aber
�ber eine in einem relevanten Screen aktive und potente
Substanz verf�gt, sind fehlende generische Vorgehensweisen
und Arbeitsanweisungen f�r die Identifizierung und Validie-
rung von Zielproteinen oft entscheidende H�rden.

Um einen raschen Zugang zu diesem Forschungsgebiet zu
ermçglichen und Anhaltspunkte f�r eine erste Vorgehens-
weise zu liefern, skizzieren wir einen auf unserer eigenen
Erfahrung beruhenden Arbeitsablauf, dem wir in unseren
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eigenen entsprechenden Forschungsprojekten typischerweise
folgen (Abbildung 25). Dieser Ablauf erhebt nicht den An-
spruch, allgemeing�ltig zu sein, sondern stellt einen von
mehreren mçglichen experimentellen Ans�tzen dar. Unsere
Vorgehensweise kr�nzt sich um die chemische Proteomik,
d.h. die Affinit�tsisolierung von Zielproteinen als zentralen
Schritt zur Erzeugung von Hypothesen f�r potentielle Tar-
gets. Alternativ haben wir die Technik des Phagen-Displays
erprobt, waren damit aber weniger erfolgreich. Zurzeit er-
kunden wir die Anwendung der Haploinsuffizienz-Profilie-
rung in Hefe.

F�r die Identifizierung neuer bioaktiver Substanzen mit
potentiell neuer Wirkungsweise und ihrer Zielproteine ist
eine Substanzbibliothek f�r das Screening nçtig. Als erster
Schritt muss also eine Substanzbibliothek entworfen und zu-
sammengestellt werden. Hierf�r sind unterschiedliche An-
s�tze etabliert (siehe Lit. [5] und darin angegebene Literatur).
Unsere in-house-Bibliothek umfasst ca. 150 000 Substanzen,
die nach den Prinzipien und Kriterien der Biologie-orien-
tierten Synthese[5] sowie nach Diversit�t,[207] Wirkstoffartig-
keit,[208] Abbildung bekannter Wirkstoffklassen und -targets
und Vorkommen in der Natur (Naturstoffe) hergestellt und
erworben wurden. Beim Design und der Synthese der Bi-
bliothek ist der Beitrag der Chemie naturgem�ß am grçßten
und am wichtigsten. Biologische Argumente sind bei der
Auswahl und der Etablierung zellul�rer oder In-vivo-Screens
am st�rksten und am wichtigsten. Solche Screens sollten so
aussagekr�ftig wie mçglich sein, und die beobachteten und

erwarteten Ph�notypen sollten im Idealfall eine direkte Ver-
bindung zu Literaturbefunden und bekannten biologischen
Ph�nomenen ermçglichen, um die Anzahl der in Frage
kommenden potentiellen Zellproteine f�r die nachfolgende
Identifizierung einzuschr�nken. Wir betonen, dass die Ent-
wicklung und Umsetzung eines Mittel- oder Hochdurchsatz-
Screens eine große zeitaufwendige Herausforderung sein
kann, die in der biologischen Forschung sehr oft untersch�tzt
wird.

Aus den Strukturen identifizierter Treffer wird eine
Struktur-Aktivit�ts-Beziehung (SAR) f�r aktive Substanz-
klassen abgeleitet, die dann Anlass f�r weitere Runden aus
Synthese und biologischer Evaluierung fokussierter Sub-
stanzbibliotheken geben kann. Die sich ergebende, ausge-
dehntere SAR liefert dann Ankn�pfungspunkte f�r Anker-
gruppen in aktiven Substanzen (d.h. ohne Verlust oder mit
akzeptabler Reduktion der Bioaktivit�t im Screen) und f�r
das Design einer inaktiven Kontrollsonde. Wir betonen, dass
eine wirklich inaktive Sonde oft f�r zellul�re Screens nur
schwer zu finden sein kann. Zwar mag die Aktivit�t der
ausgew�hlten Sonde zu gering sein, um einen gesuchten
Ph�notyp zu induzieren, die Sonde kann aber durchaus mit
niedrigerer Affinit�t an das Zielprotein binden und so irre-
f�hrenderweise eine unspezifische Wechselwirkung zwischen
aktiver Substanz und mçglichen Zielproteinen nahelegen.
Dies kann z.B. f�r Enantiomerenpaare der Fall sein, f�r die
angenommen, aber mçglicherweise nicht separat bewiesen

Abbildung 25. Ablauf f�r das Design und die Synthese von Substanzbibliotheken, Screening f�r biologisch aktive Substanzen und Zielmolek�l-
Identifizierung und -Best�tigung.
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wird, dass das Enantiomer einer bioaktiven Substanz inaktiv
ist.

Die aktive und die inaktive Sonde werden dann unab-
h�ngig voneinander zur Isolierung und Identifizierung mçg-
licher Zielproteine eingesetzt. Wie oben erw�hnt, setzen wir
hierf�r normalerweise die chemische Proteomik und damit
die massenspektrometrische Identifizierung potentieller
Zielproteine ein. Daf�r werden die Sonden typischerweise
mit einer Affinit�tsgruppe versehen, insbesondere unter
Verwendung des Biotin/Streptavidin-Paars, oder sie werden
kovalent durch Ausbildung eines Amids an Harzpartikel an-
gebunden. Bei Verwendung von Zelllysaten anstelle von
ganzen lebenden Zellen kann der Fall eintreten, dass das
Zielprotein nur schwach detektiert wird, weil es beim Zell-
aufschluss zerstçrt wird. Alternativ kçnnen Phage-Display-
Techniken verwendet werden, und auch Hefe-Drei-Hybrid-
Techniken[151] und Haploinsuffizienz-Profilierung in Hefe[133]

sind sehr valide und leistungsf�hige Methoden in diesem
Schritt. Bei der chemischen Proteomik binden die Zielpro-
teine im Idealfall nur an die aktive Sonde, aber nicht an das
inaktive Analogon, und entweder bei der Affinit�tsisolierung
oder beim nachfolgenden Ablçsen von der Affinit�tsmatrix
sollten Kompetitionsexperimente mçglich sein. Potentielle
Targets und erfolgreiche Kompetition kçnnen auch ohne
massenspektrometrische Untersuchung direkt durch Ver-
gleich von Gelen beobachtet werden, die aus den isolierten
Proteingemischen erzeugt wurden. Wenn eine Bande also bei
einem Experiment mit der aktiven Sonde, aber nicht mit der
inaktiven Kontrollsonde identifiziert werden kann, und wenn
sie bei Kompetition mit nicht-modifizierter Substanz nicht
oder nur geringer nachgewiesen werden kann, repr�sentiert
sie wahrscheinlich ein valides Zielprotein.

Die Targetidentifizierung mit chemischer Proteomik lie-
fert in der Regel eine Liste mit Proteinen, die validiert oder
devalidiert werden m�ssen. Zur Best�tigung kommen ver-
schiedene Methoden der Biochemie (Immunoblotting mit
spezifischen Antikçrpern, Enzymassays), der Genetik
(RNAi-Experimente, Induktion des gleichen oder eines
�hnlichen Ph�notyps; hçhere oder niedrigere Sensitivit�t
gegen�ber der in Frage stehenden Substanz nach Suppri-
mierung (Knockdown) oder �berexpression) sowie biophy-
sikalische Methoden zum Einsatz, mit denen eine direkte

Wechselwirkung zwischen der aktiven (nicht aber der inak-
tiven) Substanz und dem Zielprotein nachgewiesen werden
kann (z. B. Assays basierend auf Messungen der Fluores-
zenzpolarisation, der Thermophorese und der Oberfl�chen-
plasmonresonanz, ELISA-Assays und isotherme Titrations-
kalorimetrie).

Die direkte Beobachtung der Wechselwirkung zwischen
einer Sonde und dem Zielprotein in Zellen z.B. mithilfe von
FRET-Paaren und Messung der Fluoreszenzlebensdauer
(FLIM) hat besondere Aussagekraft.

Schließlich sollten funktionale Assays durchgef�hrt
werden, um sicherzustellen, dass die fragliche Substanz die
biologischen Funktionen des mçglichen Zielproteins modu-
liert. Um in solchen funktionalen Assays zuverl�ssige Re-
sultate zu erhalten, kann es notwendig sein, die Selektivit�t
der bioaktiven Substanz f�r das mçgliche Zielprotein zu be-
stimmen, z.B. selektive Inhibition eines oder bestimmter
Enzyme einer grçßeren Klasse. Nach erfolgreicher Identifi-
zierung des Zielproteins kçnnen Wirksamkeit und Selektivi-
t�t der Treffersubstanz insbesondere unter Einbeziehung der
Strukturbiologie verbessert werden.

Bei der Identifizierung und Validierung mçglicher Ziel-
proteine kçnnen die geschilderten experimentellen Metho-
den vorteilhaft durch In-silico-Untersuchungen erg�nzt
werden, z. B. durch Untersuchungen der chemischen �hn-
lichkeit zwischen identifizierten Trefferverbindungen und
�hnlichen Substanzen, f�r die bereits Zielproteine bekannt
sind.

Diesem Arbeitsablauf folgend haben wir erfolgreich
Ligand-Protein-Paare aus verschiedenen Bereichen der Bio-
logie identifiziert. Wie oben erw�hnt, ist diese Vorgehens-
weise nicht generisch, sondern hçchstens prototypisch. Sie
kann unter Umst�nden von wiederholten R�ckschl�gen be-
lastet sein, die zus�tzliche und alternative Experimente er-
fordern. In jedem Fall aber liefert sie Anhaltspunkte, wenn
man sich diesem Gebiet n�hern will und f�r erste Untersu-
chungen. Wir hoffen, dass sie sich in vielen F�llen als g�ltig
erweisen wird.

7. Appendix: Tabelle 1

Tabelle 1: Beispiele f�r bioaktive Substanzen und deren zellul�re Zielproteine.

Nr. Substanz Ansatz zur Identifizierung
der Zielproteine

Zielprotein(e) Lit.

1 Duocarmycin SA-Derivat Chemische Proteomik
Trifunktionale Biotin-
Rhodamin-Sonde

ADH1 [28]
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Tabelle 1: (Fortsetzung)

Nr. Substanz Ansatz zur Identifizierung
der Zielproteine

Zielprotein(e) Lit.

2 Bisindolylmaleimid III Chemische Proteomik
FLAG-modifizierte Sonde

PKCa, GSK3b, CaMKIID,g,
Adenosinkinase, CDK2, NQO2
PKAC-a, Prohibitin, VDAC

[36]

3 S-Adenosyl-l-Homocystein Chemische Proteomik
CCMS[a]

Methyltransferasen [42d,c]

4 Tolcapon Chemische Proteomik
CCMS[a]

(Caprotec)
Linkerkupplung an
verschiedene Positionen

COMT,
Mitochondriale Proteine,
die an Tolcapon binden

[43]

Entacapon

5 Diazonamid A Chemische Proteomik
Vorfraktionierung

Ornithin-d-
Aminotransferase (OAT)

[46]

6 Pladienolid B Chemische Proteomik
Vorfraktionierung

SAP130
(SFb3-Komplex)

[48]

7 Centrocountin Chemische Proteomik NPM, Crm1 [17]

8 Jasmonat-Glukoside Chemische Proteomik Membranprotein [54]
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Tabelle 1: (Fortsetzung)

Nr. Substanz Ansatz zur Identifizierung
der Zielproteine

Zielprotein(e) Lit.

9 TWS119 Chemische Proteomik GSK3b [55]

10 4-[5-(4-Phenoxyphenyl)-2H-pyrazol-3-yl]-
morpholin

Chemische Proteomik Adenosinkinase
(TbrAK)

[56]

11 Tubulexin A Chemische Proteomik
SILAC[b]

CSE1L, Tubulin [62]

12 Bolinaquinon Serielle Affinit�ts-
chromatographie

Clathrin [52]

13 Methyl-Gerfelin Chemische Proteomik
Immobilisierung durch
Quervernetzung

Glyoxalase 1 (GLO1) [66]

14 Marinopyrrol A Chemische Proteomik
Acyl-Fluorophor-Transfer

Aktin [68b]

15 Fusicoccin A Chemische Proteomik
Tosyl�bertragung

14-3-3 [69]
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Tabelle 1: (Fortsetzung)

Nr. Substanz Ansatz zur Identifizierung
der Zielproteine

Zielprotein(e) Lit.

16 Piperlongumin Chemische Proteomik
SILAC[b]

GSTP1 [75]

17
Chemische Proteomik
SILAC[b]

Funkionalisierte (tagged) Bibliothek

Epoxidhydrolase-1
MT-ND1

[76]

18 E7070 2D-DIGE[c]

ICAT[d]
MDH [83]

19 XAV939 Chemische Proteomik
iTRAQ[e]

Tankyrase 1, 2 [85]

20 OSW-1 Chemische Proteomik
iTRAQ[e]

OSBP, ORP4L [15a]

21 Bosutinib Chemische Proteomik
Kinobeads, iTRAQ[e]

Verschiedene Kinasen [86]

Imatinib

Dasatinib
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Tabelle 1: (Fortsetzung)

Nr. Substanz Ansatz zur Identifizierung
der Zielproteine

Zielprotein(e) Lit.

22
Chemische Proteomik
Funkionalisierte (tagged) Bibliothek

S5-, S13- und S18-Proteine der
ribosomalen 40S-Untereinheit

[51c]

23 GAPDS Chemische Proteomik
Funkionalisierte (tagged) Bibliothek

GAPDH [94]

24 MX-74420 2DE[f ]

3H-Markierung
TIP47 [96]

MX-126374

25
FITGE[g]

Zelllysat vs. lebende Zellen
Tubulin [45]

26 Resveratrol DARTS[h] eIF4A [98]

27 4513-0042 TICC[i] Erg6p [102]

28 Pirl1 Biochemische Suppression Cdc42/RhoGDI [103]

29 Gedunin Vergleichende Analyse
Konnektivit�tskarte

HSP90 [112]
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Tabelle 1: (Fortsetzung)

Nr. Substanz Ansatz zur Identifizierung
der Zielproteine

Zielprotein(e) Lit.

30 Iejimalid A Vergleichende Analyse
2D-DIGE[c]

V-ATPase [117]

Iejimalid B

31 SMIR4 Protein-Mikroarray Ybr077cp [123b]

32 in silico a2-adrenerger Rezeptor [125]

33 Rescriptor in silico Histamin-H4-Rezeptor [125]

34 Validex in silico m-Opioidrezeptor
5-HTT; Serotonin-Transporter

[125]

35 Ro-25-6981 in silico 5-HTT; Serotonin-Transporter
NET, Noradrenalin-Transporter
k-Opioidrezeptor

[125]

36 Methotrexat HIP/HOP[j] DFR1, FOL1, FOL2 [134]
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Tabelle 1: (Fortsetzung)

Nr. Substanz Ansatz zur Identifizierung
der Zielproteine

Zielprotein(e) Lit.

37 5-Fluorouracil HIP/HOP[j] CDC21, RRP6, RRP41, RRP44, RRP46,
NOP4, MAK21, SSF1, YPR143W

[135]

38 Tunicamycin HIP/HOP[j] ALG7p, HAC1, GFA1 [135]

39 Gentamicin HIP/HOP[j] CAX4. GCS1, MNN9, SAC1, PEP3,
PEP5, VPS15, VPS16, VPS33, VPS34

[136]

40 Ibandronat HIP/HOP[j] TBCB, ASK/BDF4 [137]

41 Cisplatin HIP/HOP[j] FCY2, NMD2, NOT3, SKY1 [138]

42 Doxorubicin HIP/HOP[j] SIZ1 [139]

43 Bortezomib HIP[j] S. pombe POF3, CHP1, SEC28, SNZ1, REX3,
PKA1/GIT6

[142]

44 Brefeldin A HIP[j] C. albicans Sec7p [143]
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Tabelle 1: (Fortsetzung)

Nr. Substanz Ansatz zur Identifizierung
der Zielproteine

Zielprotein(e) Lit.

45 Phenylaminopyrimidin MSP[k] PKC1, CLG1, KSS1 [144]

46 Etoposid MSP[k] S. pombe RHP51, RAD22 [146]

47 Cladosporin HIP[j] Lysyl-tRNA-Synthase [148]

48 Nutlin-3 shRNA-Screen TP53, 53BP1 [154]

49 Apratoxin A �berexpression in S�ugerzellen FGFR1 [159]

50 Purvanalol Hefe-Drei-Hybrid-System Kinasen [164]

51 Atorvastatin Hefe-Drei-Hybrid-System PDE6D [151]

.Angewandte
Aufs�tze

S. Ziegler et al.

2852 www.angewandte.de � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 2808 – 2859

http://www.angewandte.de


Tabelle 1: (Fortsetzung)

Nr. Substanz Ansatz zur Identifizierung
der Zielproteine

Zielprotein(e) Lit.

52 Sulfosalazin Hefe-Drei-Hybrid-System SPR [151]

53 Paclitaxel Phagen-Display Bcl-2, NSC-1, NFX1 [170]

54 HBC Phagen-Display Ca2+/Calmodulin [171]

55 Terpestacin Phagen-Display UQCRB [172]

56 Bisphenol A Phagen-Display TACC3 [173]

57 Kahalalid F Phagen-Display RPS25 [174]

58 TC11 mRNA-Display NPM [179]
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