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Grafische Kurzzusammenfassung 

 

Abbildung I. Chancen und Grenzen photopharmakologischer Konzepte für Kinaseinhibitoren.  

Photoschaltung: Durch eine lichtabhängige Konfigurationsänderung konnten Effekte, wie Inhibition und Akti-

vierung im Kinom-Aktivitäts-Profiling nachgewiesen werden. Photoabspaltung: Eine Bestrahlung der unter-

suchten Verbindungen führt entweder zu einer Freisetzung und somit zu einer Kinasehemmung oder zu einer 

Singulettsauerstoff-vermittelten Zellnekrose.  

 

 



 

 
 

Kurzzusammenfassung 

Die Photopharmakologie bietet die Möglichkeit, Wirkungen von Arzneistoffen räumlich und 

zeitlich mit Licht zu steuern. Bisher kann auf verschiedene Konzepte wie Photoschaltung, 

Photoabspaltung oder die photodynamische Therapie zurückgegriffen werden, um pho-

toresponsive Arzneistoffe zu entwickeln. Kinasen eignen sich sehr gut als Zielprotein in diesem 

Zusammenhang, da sie eine Schlüsselrolle in der menschlichen Zelle übernehmen und so z.B. 

die Regulierung von Wachstum und Differenzierung steuern. Eine unkontrollierte Überakti-

vierung von Kinasen kann zu verschiedenen Krebsarten führen, welche mit Kinaseinhibitoren 

wiederum therapiert werden können. Die Kombination von Kinaseinhibitoren mit photophar-

makologischen Konzepten (vorranging Photoschaltung und Photoabspaltung) könnte die 

Wirksamkeit der konventionellen Behandlung erhöhen, bei gleichzeitiger Reduzierung syste-

mischer Nebenwirkungen. Diese Arbeit zielt auf eine Weiterentwicklung bestehender Photo-

pharmakologiekonzepte für Kinaseinhibitoren ab, um die mögliche Anwendung in der Klinik 

voranzutreiben. Außerdem wurden die entwickelten photoschaltbaren Kinaseinhibitoren in 

einem Kinom-Aktivitäts-Profiling untersucht, um den Einfluss der Wirkstoffe auf das gesamte 

Kinasenetzwerk zu ermitteln. Die synthetisierten photoresponsiven Inhibitoren wurden pho-

tochemisch charakterisiert und anschließend in Form von Kinaseassays, Kinom-Profiling und 

Zellproliferationsassays biologisch getestet.  

Im ersten Teil der Arbeit wurden mehrere Photoschalter biologisch evaluiert. Für den zu-

gelassenen Kinaseinhibitor Axitinib konnte eine isomerenabhängige biologische Wirkung (auf 

VEGFR2, auf HUVEC und im Kinom-Profiling) gezeigt werden. Jedoch ließ sich das Stilben 

nicht reversibel in wässrigen Medien schalten. Die darauffolgende Funktionalisierung mit Di-

azocinen vereinte optimierte photochemische Parameter mit einem ausreichenden pharmako-

logischen Wirkunterschied. Die eingeschränkte Wirksamkeit eines photoschaltbaren 

BRAFV600E-Inhibitors durch Kinomüberaktiverung konnte durch das Kinom-Profiling erklärt 

werden. Während ein Kinom-Profiling der Chronoschalter nicht gelang, konnte ein deutlicher 

Wirkunterschied im Profiling der RET-Stilben-Schalter festgestellt werden. Die im zweiten 

Teil untersuchten Photoschutzgruppen DMNB und BODIPY für CDK2-Inhibitoren führten 

unter Bestrahlung entweder zur erwarteten Abspaltung und CDK2-Hemmung (DMNB) oder 

zu erheblichen photodynamischen Effekten (BODIPY). 

Die untersuchten Verbindungen leisten einen wichtigen Beitrag für die (Weiter-)Entwick-

lung photoresponsiver Kinaseinhibitoren. Weiterführende Studien im Tiermaßstab erscheinen 

so wahrscheinlicher (Photoschalter) oder sollten als nächstes durchgeführt werden (Photoab-

spaltung). Weiterhin wird eine Ergänzung der biologischen Testung von Kinaseinhibitoren um 

das Kinom-Profiling als sinnvoll erachtet, da es das Portfolio in der Testung sinnvoll erweitert.  



 

 
 

Graphical Abstract 

 

Figure I. Prospects and limitations of photopharmacological concepts for kinase inhibitors.  

Photoswitching: By a light-dependent configuration change, effects such as kinase inhibition and activation 

could be demonstrated in kinome activity profiling. Caged CDK2 inhibitors: Irradiation of the investigated 

compounds leads either to a release and thus to kinase inhibition or to singlet oxygen-mediated cell necrosis. 

 

  



 

 
 

Abstract 

Photopharmacology offers a spatiotemporal control of the effects of drugs using light. Up to 

now, various concepts such as photoswitching, photocleavage or photodynamic therapy can be 

used to develop photoresponsive drugs. Kinases are very well suited as target proteins for the 

following applications, as they fulfil a key role in the human cell and therefore control cell 

functions, e.g., the regulation of growth and differentiation. Uncontrolled overactivation of ki-

nases can lead to various types of cancer, which can be treated with kinase inhibitors. Com-

bining kinase inhibitors with photopharmacological concepts (preferential photoswitching and 

photocleavage) could increase the efficacy of treatment while reducing systemic side effects. 

This work aims at the advancement of existing photopharmacological concepts for kinase in-

hibitors to improve their potential clinical application. In addition, the developed photoswitch-

able kinase inhibitors have been investigated in a kinome activity profiling to determine the 

influence of the drugs on the entire kinase network. The synthesized photoresponsive inhibi-

tors were photochemically characterized and subsequently biologically tested using kinase as-

says, kinome profiling and cell proliferation assays.  

In the first part of the work, several photoswitches were biologically evaluated. For the ap-

proved kinase inhibitor axitinib, an isomer-dependent biological effect (on VEGFR2, on 

HUVEC and in kinome profiling) could be shown. However, stilbenes could not be reversibly 

switched in aqueous media. The subsequent functionalization with diazocines combined good 

photochemical parameters with a sufficient difference in effect. The limited effectiveness of the 

photoswitchable BRAFV600E inhibitor due to kinome overactivation could be explained by 

kinome profiling. While kinome profiling of the chronoswitches was not successful, a clear dif-

ference in effectiveness in the profiling of the RET stilbene switches was observed. In the sec-

ond part, the photoremovable protecting groups DMNB and BODIPY for CDK2 inhibitors were 

investigated. Under irradiation, caged inhibitors led either to the expected cleavage and CDK2 

inhibition (DMNB) or to significant photodynamic effects (BODIPY). 

The investigated compounds contribute significantly to the (further) development of photo-

responsive kinase inhibitors. Further studies in animal scale thus seem more likely (photo-

cleavage) or should be carried out next (photoswitching). Furthermore, the addition of kinome 

profiling to the biological testing of kinase inhibitors is considered useful as it expands the 

testing portfolio. 

  



 

 
 

  



 

 
 

Populärwissenschaftliche Zusammenfassung 

In nahezu allen wichtigen Prozessen der Zelle sind Kinasen beteiligt. Kinasen sind Enzyme, 

die für ein gesundes Zellwachstum und ein sicheres Ableben der Zelle sorgen, also die Regula-

tion der menschlichen Zellen steuern. Sind diese Funktionen gestört, können diverse Krank-

heiten entstehen, vor allem jedoch Krebs. Mittlerweile kann Krebs durch vielfältige Therapien 

behandelt werden, darunter Chemotherapie mit Kinasehemmern. Da die aktuellen Therapie-

optionen noch nicht alle Krebsarten heilen können und durchaus schwere Nebenwirkungen 

haben, gibt es verschiedene Konzepte, mit denen die Therapie zukünftig verbessert werden 

soll. Mit Hilfe der sogenannten Photopharmakologie (Licht und Wirkstoffe) sollen unwirksame 

Medikamente verabreicht werden und anschließend nur mit Hilfe von Licht lokal aktiviert 

werden. Dazu eignen sich chemische Substanzen, die einmalig mit Licht aktiviert werden kön-

nen, aber auch Wirkstoffe, die an- und ausschaltbar sind, je nachdem mit welcher Lichtfarbe 

bestrahlt wird. Auch wenn diese Arbeit nicht das fertige, durch Licht aktivierbare Medika-

ment hervorgebracht hat, so hat sie doch einen wesentlichen Teil zu deren Entwicklung und 

dem wissenschaftlichen Verständnis beigetragen. 
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1 Einleitung 

1.1 Proteinkinasen 

In der eukaryotischen Zelle übernehmen Proteinkinasen elementare Funktionen, wie u.a. 

die Regulierung von Wachstum, Proliferation, Migration, Differenzierung und Apoptose.[1] 

Diese Schlüsselfunktionen können bei einer Dysregulation auch zu unerwünschten Kontroll-

verlusten innerhalb der Zelle und damit Krankheitsbildern im Organismus führen, wie z.B. 

Krebs, Alzheimer oder Immuninsuffizienz.[2–7] 

Erzielt werden diese vielfältigen Funktionen in der eukaryotischen Zelle u.a. in Signal-

transduktionskaskaden durch den Phosphatgruppentransfer von ATP (Donor) auf ein Sub-

strat (Akzeptor). Die sogenannte Phosphorylierung von Proteinen stellt eine der wichtigsten 

posttranslationalen Modifikationen dar, da ca. 30 % der Zellaktivität darüber gesteuert 

wird.[8,9] Durch die Übertragung des negativ geladenen Phosphats wird eine Konformations-

änderung des Proteins bewirkt und somit auch eine Aktivitätsänderung. Aufgrund des Phos-

phatgruppenübertrags werden Proteinkinasen den Transferasen zugeteilt (s. Tabelle 1.1). Auf-

grund der relativ stabilen Phosphat-Ester-Bindung (an einer Aminosäure) müssen die Phos-

phatgruppen über Phosphatasen wieder abgespalten werden.[8] Die Phosphatasen nehmen so-

mit die Rolle des Gegenspielers zu den Kinasen ein. 

 

Tabelle 1.1. EC-Klassifikation der Proteinkinasen nach NC-IUBMB.  

Code Klassifikation 

EC 2 Transferasen 

EC 2.7 Transfer Phosphor-haltiger Gruppen 

EC 2.7.10 Protein-Tyrosinkinasen 

EC 2.7.11 Protein-Serin-/Threonin-Kinasen 

EC 2.7.12. duospezifische Kinasen (Tyrosin und Serin/Threonin) 

EC 2.7.13 Protein-Histidinkinasen 

EC 2.7.14 Protein-Argininkinasen 

EC 2.7.99 andere Kinasen (z.B. Aspartat-Glutamat-Kinasen) 
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Die Gesamtheit der menschlichen Kinasen wird als Kinom bezeichnet und kann phyloge-

netisch gegliedert werden.[10] Je nach Sequenzhomologie liegen in dieser Darstellung hohe Se-

quenzübereinstimmungen nah beieinander, geringe Übereinstimmungen liegen weiter ent-

fernt voneinander (s. Abbildung 1.1). 

 

Abbildung 1.1. Grafische Darstellung der Sequenzhomologie des humanen Kinoms. 

TK: Tyrosinkinasen, RAF: RAF-Kinasen, CK1: Caseinkinase 1, CDK: cyclinabhängige Kinasen. Abbildung adaptiert 

von Cell Signaling Technology.[10]  
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Unter Bildung einer Esterbindung wird das Phosphat hauptsächlich an die Hydroxyl-

Gruppe von Aminosäuren wie Tyrosin, Serin oder Threonin transferiert. Je nach Akzeptor 

leiten sich auch die Familien von Proteinkinasen ab, also Tyrosinkinasen oder Serin-/Threo-

nin-Kinasen (s. Tabelle 1.1).[11,12] 

 

Abbildung 1.2. ATP in Bindetasche von CK1. 

A. Komplettansicht der CK1 (PDB: 1CSN) mit gebundenem ATP in der Bindetasche und komplexiertem Magne-

sium (violett). B. Detailansicht der Bindetasche der CK1. Wasserstoffbrückenbindungen wurden in Gelb darge-

stellt, koordinative Bindungen in Rot. C. 2D-Interaktionsdiagramm von ATP in der Bindetasche. Die Affinität zur 

hinge region durch das Adenin findet vielfach Nachahmung in den zugelassenen Kinaseinhibitoren.[13] 

Strukturell setzen sich Proteinkinasen aus der N-terminalen Obereinheit (lobe), der C-ter-

minalen Untereinheit, einer Scharnierregion (hinge) sowie der sich daraus ergebenden kata-

lytischen Domäne zusammen. In dieser katalytischen Domäne findet der Phosphatgruppen-

transfer des γ-Phosphats vom ATP zumeist auf die Hydroxylgruppe der entsprechenden Ami-

nosäure statt. Die katalytische Domäne besteht aus ca. 270 Aminosäuren und ist unter allen 

Proteinkinasen phylogenetisch hoch konserviert, da ATP für den Phosphatgruppentransfer 

benötigt wird. Essentiell für die Phosphorylierung ist das Öffnen und Schließen der aktiven 

Tasche entlang der hinge-Region. Auch obligat für die Katalyse des Phosphatgruppentransfers 

sind noch ein oder zwei Metallionen (zumeist Magnesium) zur Fixierung des γ-Phosphats und 
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Stabilisierung der negativen Ladungen im Übergangszustand (s. Abbildung 1.2).[14] Charakte-

ristisch für Proteinkinasen sind in der N-terminalen Untereinheit fünf β-Faltblatt-Strukturen, 

eine α-Helix (C-Helix) und die Binderegion für ATP enthalten. Die C-terminale Untereinheit 

enthält die Aktivierungsschleife, katalytische Reste sowie Bindestellen für Peptide und Prote-

ine.[12,15]  

Die Regulation von Kinasen ist für eine physiologische Funktion der Zelle unerlässlich. Die 

Aktivität der Kinase wird dabei vor allem über die Konformation der Aktivierungsschleife ge-

steuert. Die Aktivierungsschleife, beginnend mit dem DFG-Motiv und endend mit dem APE-

Motiv, ist ca. 20–35 Aminosäuren groß. Eine entscheidende Rolle spielt die Aktivierungs-

schleife nicht nur bei der Stabilisierung des Magnesiums, sondern auch bei der Regulation von 

Phosphorylierungsmodulatoren. Je nach Konformation der Aktivierungsschleife liegt die Pro-

teinkinase in einem aktiven oder inaktiven Zustand vor. Proteinkinasen verfügen auch über 

Autoinhibitions-Sequenzen zur gesteuerten Regulierung der Phosphorylierung. Da diese Se-

quenzen nicht phosphoryliert werden können, werden sie auch Pseudosubstrate genannt. Eine 

Inhibition erfolgt durch Einklappen analog zur Aktivierungsschleife und blockiert so Nukleo-

tid- und Peptidsubstrate (z.B. bei der ABL-Kinase).[11,16]  

Entscheidend für die Substraterkennung einer Proteinkinase ist nicht nur ein Tyrosin oder 

Serin/Threonin, sondern auch analoge Sequenzen passend zur Substratbindestelle. Nur so 

kann die Phosphorylierung durch die verschiedenen Proteinkinasen spezifisch reguliert wer-

den. Die Substraterkennung von Serin/Threonin- bzw. Tyrosin-Resten erfolgt zwar substrat-

spezifisch, jedoch gibt es Überschneidungen in der Erkennung von Nachbarsequenzen, sodass 

mehrere Kinasen ähnliche oder gleiche Substrate phosphorylieren können.[11,12]  

Während Serin-/Threonin-Kinasen vor allem cytosolisch anzutreffen sind und dem oben be-

schrieben Aufbau entsprechen, liegen Tyrosinkinasen vor allem transmembranär gebunden 

vor und haben strukturelle Modifikationen, die sie von den Serin-/Threonin-Kinasen unter-

scheiden. Die größte Gruppe der Tyrosinkinasen sind die Rezeptortyrosinkinasen (RTK). 

RTKs enthalten sowohl extrazelluläre Rezeptoren als auch eine intrazelluläre Tyrosinkinase-

domäne.[17–19] Die Aktivierung von RTKs erfolgt hauptsächlich durch Dimerisierung zweier 

Monomere zu einem Homodimer oder Heterodimer unter Ligandenbindung. Anschließend fin-

det eine Autophosphorylierung der beiden Kinasedomänen in trans statt, also eine gegensei-

tige Phosphorylierung beider Dimere. Durch den Phosphatgruppentransfer auf das Rezeptor-

protein sind die downstream-Kinasen aktiviert und für weitere Signaltransduktionen über 

beispielsweise eine Bindung von einer SH2-Effektordomäne empfänglich. Am Ende der Sig-

naltransduktionskaskade wird dann der Effekt, wie z.B. die Zellproliferation, ausgelöst.[11,18]  
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1.2 Kinaseinhibitoren 

Kinaseinhibitoren haben 2001 sowohl der Tumortherapie als auch in der zielgerichteten 

Therapie (molecular targeted therapy) einen Innovationssprung gebracht. Imatinib als erster 

Vertreter der neuen Arzneistoffgruppe der small molecule protein kinase inhibitors (smKI)[20] 

wurde zugelassen zur Behandlung der chronisch myeloischen Leukämie (CML). Gekennzeich-

net durch die Produktion von BCR-ABL Fusionsproteinen, einer überregulierten Tyrosin-

kinase, führt diese zur pathologischen Überproduktion an Leukozyten. Genau diese Tyrosin-

kinase bzw. dieses Fusionsprotein wird nun von Imatinib kompetitiv inhibiert, wodurch in 

klinischen Studien die Remission in der Versuchsgruppe bis zu 90 % betrug.[21–25] Gegenüber 

konventionellen Therapieansätzen in der Chemotherapie zeichneten sich die Proteinkinase-

inhibitoren durch höhere Selektivität und relativ bessere Verträglichkeit durch ein günstiges 

Nebenwirkungsprofil aus.[26–28]  

Aufgrund des folgenden Booms der zielgerichteten Therapie und der damit verbundenen 

Zunahme an Zulassungen von Proteinkinaseinhibitoren gibt es zurzeit (Stand Juli 2020) 57 

zugelassene Kinaseinhibitoren gegen eine Vielzahl an Indikationen von vor allem Krebser-

krankungen, aber auch rheumatoide Arthritis oder Thrombozytopenie, und 161 smKIs in kli-

nischer Testung.[29] 

1.2.1 Strukturelle Einteilung 

Abhängig von der adressierten Bindestelle des Inhibitors und der Art der Interaktion wer-

den die Kinaseinhibitoren in mittlerweile sieben verschiedene Klassen unterteilt. Betrachtet 

wird sowohl die aktive Konformation der Kinase, die Position des DFG-Motivs, als auch die 

Art der Bindung des Inhibitors (s. Tabelle 1.2).[30] In der Regel wird die ATP-Bindetasche in-

hibiert (Typ I, I½ und II), wobei die Struktur-Wirkungsbeziehungen sehr klar sind. Maßgeb-

lich verantwortlich für die aktive Konformation der Kinase ist die Aktivierungsschleife. Bei 

Phosphorylierung von Serin, Threonin oder Tyrosin an der Kinase (durch z.B. eine andere 

Kinase ändert sich die Ladungsverteilung und das Phenylalanin aus dem DFG-Motiv klappt 

nach innen (DFG-in). Dadurch wird eine Konformationsänderung der Aktivierungsschleife 

aus der Bindetasche heraus induziert, sodass diese nicht mehr die Bindestelle blockiert (s. 

Abbildung 1.3). Klappt das Phenylalanin nach außen (DFG-out) legt sich die Aktivierungs-

schleife in den katalytischen Spalt, sodass eine Ligandenbindung von z.B. MgATP verhindert 

wird; die Kinase ist inaktiv. Zusätzlich wird durch die Konformationsänderung in DFG-out die 

deep pocket freigelegt. Im Gegensatz zur ATP-Bindetasche ist die deep pocket nicht hoch kon-

serviert. Diese ist vor allem bei Tyrosinkinasen häufig vorzufinden und zeigt aufgrund der 

physiologisch untergeordneten Bedeutung eine stärker ausgeprägte Variabilität.[11,12,14,31]  
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Tabelle 1.2. Wesentliche Inhibitortypen nach Roskoski.[30] 

Von einer weiteren Unterteilung aufgrund der Konformation einzelner Proteinschleifen in z.B. IIA (Axitinib) wurde 

aufgrund der Übersichtlichkeit abgesehen. 

Typ Merkmale Vertreter 

I ATP-kompetitiv, bei aktiver DFG-in-Konformation Pazopanib, Palbociclib,  

I½ 
ATP-kompetitiv, bei inaktiver DFG-in-Konformation 

(inaktiv durch Konformation anderer Proteinschleifen) 
Vemurafenib, Lapatinib,  

II Bindung in DFG-out-Konformation, inaktive Kinase 
Imatinib, Dabrafenib,  

Axitinib, Ponatinib 

III 
allosterische Inhibition neben der ATP-Bindetasche, 

nicht kompetitiv 
Trametinib 

IV 
allosterische Inhibition nicht neben der ATP-Bindeta-

sche, nicht kompetitiv 
Everolimus 

V Bivalente Bindung 
lediglich präklinische  

Kandidaten 

VI irreversible, kovalente Bindung, Suizidinhibitor Afatinib 

 

Aus der DFG-Konformation lassen sich die Kinaseinhibitoren vom Typ I, I½ und II ableiten. 

Naturgemäß ähneln sich Typ-I-Inhibitoren stark, da alle die ATP-Bindetasche adressieren.[32] 

Daraus ergibt sich eine hohe Wahrscheinlichkeit für die Inhibition verschiedener Kinasen mit 

nur einem Inhibitor, also eine (relativ) geringe Selektivität.[33,34] Aufgrund der variablen DFG-

out-Konformation von Proteinkinasen ergibt sich eine größere Strukturvariabilität von Typ-

II-Inhibitoren. Ein Anstieg in der Selektivität kann nach Müller et al. per se jedoch nicht ge-

währleistet werden, da mehr Kinasen eine DFG-out-Struktur aufweisen als bisher angenom-

men.[16,31] Um tatsächlich eine erhöhte Selektivität aufzuweisen, müssen verschiedene struk-

turelle Anforderungen erfüllt sein, wie z.B. eine gezielte Adressierung der deep pocket.  
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Abbildung 1.3. Vergleich von DFG-in- und DFG-out-Konformation am Beispiel von BCR-ABL. 

A. DFG in Konformation der BCR-ABL-Kinase (PDB: 1OPK), d.h. das DFG-Motiv (rot) zeigt in Richtung der 

Bindetasche, die Aktivierungsschleife (orange) zeigt von der Kinase weg. Kristallisiert wurde die Kinase mit dem 

Inhibitor PD166326 mit Ausbildung der entscheidenden Wasserstoffbrückenbindungen (gelb) zur hinge-Region. 

B. In der DFG-out-Konformation von BCR-ABL (PDB: 1IEP) klappt das DFG-Motiv nach vorne und eröffnet durch 

die Konformationsänderung neuen Raum, die deep pocket tritt in Erscheinung. Protein kristallisiert mit Imatinib, 

welches nur in der DFG-out-Konformation von BCR-ABL bindet.[35,36] 

Hochselektive kompetitive Kinaseinhibitoren, wie Lapatinib (lediglich gegen EGFR und 

HER2, s. Tabelle 1.2), bilden hier die Ausnahme.[37,38] Angestrebt werden in der Arzneistoffent-

wicklung vor allem allosterische Inhibitoren. Die gezielte Adressierung von Substratbindestel-

len durch Kinaseinhibitoren, anstelle der ATP-Bindetasche, könnte den notwendigen Sprung 

in der Wirksamkeit für therapeutische Anwendungen bringen, benötigt allerdings noch wei-

tere Forschungsaufwendungen.[39]  
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1.2.2 Resistenzmechanismen 

Die hohen Erwartungen zum erhofften Therapieerfolg von Krebserkrankungen konnten 

von den smKIs jedoch nicht erfüllt werden. In einigen Indikationsgebieten wie der CML konn-

ten bereits große Erfolge erzielt werden, allerdings nicht in der Breite an Krebserkrankungen 

wie dies anfänglich erhofft wurde.  

Als Bespiel sei hier der BRAFV600E-Inhibitor Vemurafenib zur Behandlung bei einem ma-

lignen Melanom oder der chronisch myelomonozytären Leukämie (CMML) erwähnt.[40] Nach 

Therapiebeginn erfolgt eine Verbesserung des Patientenzustands unter Abnahme an Tumoren 

und Metastasen im ganzen Körper. In Einzelfällen wurde jedoch eine Progression der CMML 

unter Vemurafenibgabe beobachtet.[41] Dieses Phänomen ist auch bekannt als „BRAF-Para-

dox“. Nach heutigem Stand der Wissenschaft gibt es verschiedene Hypothesen für die Ursache 

der starken Rezidive unter Vemurafenibgabe. Die Ursache eines BRAFV600E-positiven malig-

nen Melanoms liegt in der unkontrollierten Aktivierung von BRAF in der Signaltransdukti-

onskaskade durch eine Mutation (gain-of-function-Mutation). Dadurch vermehren sich die Zel-

len autonom und ungehemmt, es entstehen Tumore (s. Abbildung 1.4). Vemurafenib inhibiert 

die gain-of-function-Mutante BRAFV600E, nicht jedoch den funktionellen Wildtyp BRAFwt, die 

Remission oder Zustandsverbesserung setzt ein. Des Weiteren wird die Aktivität der BRAFwt 

gesteigert. Durch den teilweise BRAF-gesättigten Zustand an der Wildtypkinase wird die Au-

toinhibition verhindert, sodass BRAFwt ungehemmt und autonom analog zu BRAFV600E die 

Zellproliferation paradoxerweise steigert. Diese Tatsache äußert sich dann in den wiederkeh-

renden schweren Rezidiven. Neben diesem kinome reprogramming spielen noch Ausweichro-

uten z.B. über den PDGFR-Pfad eine Rolle bei der Resistenzbildung in der Therapie des ma-

lignen Melanoms mit Vemurafenib.[42–45] 

Darüber hinaus gibt es eine Vielzahl an Resistenzmechanismen, nach denen Krebszellen 

auf die Inhibitorgabe reagieren. Zum einen können Zellen über verschiedene Effluxtransporter 

verfügen, um Substanzen über ABC-Transporter wie MDR1 auszuschleusen. Weiterhin kön-

nen target-Mutationen die Inhibition verhindern, wie z.B. bei der gatekeeper-Mutante EGFR-

T790M nach Erlotinibbehandlung. Mittels Deregulierung der Apoptose wird es der Zelle er-

möglicht DNA Schäden zu reparieren und gestärkt aus dem ruhenden Zellzyklus hervorzuge-

hen. Autophagozytose, d.h. der Abbau von Lysosomen durch sich selbst, wurde bereits sowohl 

unter klassischer Chemotherapie als auch der zielgerichteten Therapie beobachtet und stellt 

einen weiteren Resistenzmechanismus dar, da Lysosomen essentiell bei der körpereigenen Tu-

morbekämpung unterstützen. Zuletzt gibt es noch weitere Mechanismen, wie gestörte Freiset-

zung von Prodrugs nach Metabolismusänderungen, erhöhte Expression der Zielkinase, die in-

hibiert werden soll oder eine Reparatur von entstandenem DNA-Schäden. Auch makrosko-
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pisch spielt die unmittelbare Umgebung des Tumors eine Rolle bei der Erfolgschance der Be-

handlung. Dringt eine subtherapeutische Konzentration an Arzneistoff in den Kern des Tu-

mors, also in die Tumorstammzellen, wirkt der Arzneistoff zwar wachstumshemmend, aber 

eine Tumorelimination wird nicht erfolgen. Das Konzept der Tumorstammzellen stellt einen 

Erklärungsansatz für strukturelle Unterschiede im Tumor da und den sich damit ergebenden 

Resistenzmechanismen während der Therapie dar.[46–49]  

 

Abbildung 1.4. Schematische Darstellung des BRAF-Paradox. 

Links: Veränderte Zellproliferation bei der Erkrankung mit malignen Melanom. Rechts: Die paradoxerweise er-

höhte Proliferation unter Gabe des mutationsspezifischen Kinaseinhibitors Vemurafenib. Abbildung nach Hoo-

rens et al.[50] 

Letztendlich muss der Selektionsdruck zur Entstehung robusterer Krebszellen unterbun-

den werden, analog zur Bekämpfung von Resistenzmechanismen gegen Antibiotika bei Bak-

terien. Dies ließe sich z.B. durch den Angriff an verschiedenen Mechanismen[48] erzielen oder 

durch Entwicklung neuer Prodrugkonzepte wie der Photopharmakologie. 
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1.3 Photopharmakologie 

Licht ist evolutionär schon früh von elementarer Bedeutung in der Entwicklung biochemi-

scher Prozesse von Organismen gewesen. Nicht nur durch Wärme, sondern auch durch Pho-

tonen werden chemische Reaktionen katalysiert.[51,52] Durch den Fortschritt in der technischen 

Entwicklung lässt sich Licht mittlerweile ideal zeitlich und räumlich steuern, sodass eine hohe 

Auflösung in der Kontrolle von lichtabhängigen Reaktionen erzielt werden kann. Licht in der 

therapeutischen Nutzung zeichnet sich dabei durch hohe Geschwindigkeit, Reversibilität und 

einfache Handhabung aus. Vor allem ist es jedoch nicht-invasiv und bioorthogonal.[53–56] Licht 

selbst wird auch für therapeutische Zwecke verwendet. Bei der Phototherapie von Neugebore-

nen mit neonataler Hyperbilirubinämie (Gelbsucht) werden die kleinen Patienten mit blauem 

oder weißem Licht bestrahlt, um die Elimination von Bilirubin zu erhöhen.[57] Eine der am 

längsten genutzten Photochemotherapien ist die topische Verabreichung von Psoralen bei Pso-

riasispatienten in Kombination mit UV-A-Strahlung. Durch die Strahlung erfolgt eine kova-

lente Interkalation von Psoralen in die DNA, um das Wachstum von übermäßig proliferieren-

den Hautzellen zu bremsen. Durch die UV-Strahlung erhöht sich allerdings das Hautkrebsri-

siko bei einer Langzeittherapie.[58] 

Als Photopharmakologie bezeichnet man chemisch-pharmakologische Konzepte, die ge-

nutzt werden, um pharmakodynamische und pharmakokinetische Parameter von Wirk- und 

Arzneistoffen gezielt mit Licht zu steuern. 

Wird in der Literatur häufig lediglich das aktive reversible Schalten von Wirkstoffen als 

Photopharmakologie bezeichnet,[55,56,59] greift diese Eingrenzung zu kurz. Die Pharmakologie 

befasst sich im Allgemeinen mit pharmakodynamischen (Wirkung) und pharmakokinetischen 

(ADME) Effekten von Wirk- und Arzneistoffen.[60] Entscheidend ist dabei in der Photophar-

makologie, dass die pharmakodynamischen oder pharmakokinetischen Eigenschaften eines 

Prodrugs durch Licht gezielt gesteuert werden können, also bioorthogonal. Beim reversiblen 

An- und Ausschalten eines Wirkstoffes werden diese Kriterien erfüllt,[55,61] wie auch beim ein-

maligen Aktivieren durch Abspaltung von Photoschutzgruppen[62,63] oder der Erzeugung von 

Singulett-Sauerstoff[64,65] (s. Abbildung 1.5). Deswegen wird der Begriff Photopharmakologie 

in dieser Arbeit als gesamtheitliches Konzept für durch Licht beeinflussbare Wirk- und Arz-

neistoffe verwendet. 

Darüber hinaus werden in der Optogenetik zelluläre Systeme gentechnisch so verändert, 

dass sie photoresponsiv (re-)agieren. In Abgrenzung zur Photopharmakologie werden Vekto-

ren und Proteine chemisch modifiziert an Stelle von Wirkstoffen.[66,67] 
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Abbildung 1.5. Konzepte der Photopharmakologie. 

A. Photoschaltung: lichtabhängige Konfigurationsänderung des Moleküls führt zu einer Bindung am Zielprotein. 

B. Photoabspaltung: Wirkstoffe werden mit photolabilen Abgangsgruppen (PPG) geschützt, die unter Bestrah-

lung abgespalten werden. Somit wird eine Ligandenbindung ermöglicht. C. Photodynamische Therapie: Photo-

sensibilisatoren setzen unter Bestrahlung reaktive Sauerstoffspezies (ROS) frei, die zum Zelltod führen. Abbil-

dung nach Fuchter,[68] erstellt mit Biorender.  

Der Antrieb für das Verrichten molekularer Arbeit ist die photomotorische Kraft.[69] Mit-

hilfe der photomotorischen Kraft, also der Arbeit, die durch eingestrahltes Licht (einer be-

stimmten Wellenlänge) ausgeübt wird, kann z.B. eine Konfigurationsänderung eines Photo-

schalters bewirkt werden, sofern die Energie ausreichend ist. Noch ist unklar, ob auch Photo-

schalter direkt gebunden in einer Proteinbindetasche geschaltet werden können und inwiefern 

dies die Wirksamkeit beeinflusst. Die benötigte Energie bei der Photoschaltung von 16–20 kcal 

könnte dabei schon ausreichen, um lokal eine Konformationsänderung in der Zielstruktur des 

Proteins zu erzeugen, jedoch sind weitere Untersuchungen vonnöten.[70] 

Im Fall von Proteinkinasen und photoresponsiven smKIs bedeutet dies, dass die Aktivität 

nicht nur durch Bindung von Aktivatorpeptiden oder Phosphorylierungen an- und ausgeschal-

tet werden kann,[2,11] sondern ferner durch Licht einer bestimmten Wellenlänge die Aktivität 

der Kinasen gezielt gesteuert werden könnte.[71] In der Regel werden dazu bereits bekannte 
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und etablierte Wirkstoffe gewählt und auf Strukturmerkmale untersucht, die sich für eine 

Funktionalisierung durch photoschaltbare Komponenten eignen. 

Der zukünftige Erfolg eines photopharmakologischen Konzepts wird dabei von der mögli-

chen klinischen Anwendbarkeit determiniert. Allen voran hat sich die Anregungswellenlänge 

als Limitation für biologische Anwendungen erwiesen.[72] Da unterschiedliche Wellenlängen 

des sichtbaren Lichts in biologischen Materialien verschieden stark absorbiert werden, ergibt 

sich ein bio-optisches Fenster, das sich ideal für eine Aktivierung photoresponsiver Substan-

zen eignet. Während vom UV- bis in den grünen Bereich des Lichtspektrums vor allem Mela-

nosom und Hämoglobin Licht absorbieren, wird die Transmission von Licht jenseits des nahen 

Infrarot-Bereichs (NIR) vor allem durch Wasser gemindert. Dies eröffnet das bio-optische 

Fenster vom roten Bereich des Lichts bis hin zum NIR (600-900 nm).[73–75] Bemerkbar ist dies 

auch bei der Eindringtiefe von Licht in biologisches Gewebe: Während UV-Strahlung weniger 

als einen Millimeter eindringen kann, gelangt rotes Licht mehrere millimetertief in die Haut 

und in darunter liegende Gewebe (s. Abbildung 1.6).[75,76] Überwunden werden kann diese Li-

mitation durch den Einsatz von Lichtleitern. Solche so genannten Photonennadeln bieten ei-

nen minimalinvasiven Ansatz, UV-Strahlung auch in tieferliegende Gewebeschichten zu 

transportieren.[77] Jedoch bleibt bisher eine Anregungswellenlänge im bio-optischen Fenster 

eine Idealeigenschaft, die aktuell in der Wirkstoffentwicklung verfolgt wird. 

 

Abbildung 1.6. Eindringtiefe von Licht in biologisches Gewebe nach Wang et al.[76]  
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1.3.1 Photoschaltung 

Die E-/Z-Konfigurationsänderung eines Moleküls unter Einfluss von Licht (Photochromie) 

ist schon seit 1954 gezielt untersucht worden.[78–80] Jedoch ist erst in den letzten Jahren mit 

dem stetigen technischen Fortschritt das Interesse an Photoschaltern zur Beeinflussung bio-

logischer Prozesse nennenswert gewachsen. Der Umfang an photoschaltbaren Verbindungen 

hat mittlerweile einen beeindruckenden Umfang angenommen, sodass verschiedene Möglich-

keiten zur Auswahl zur Funktionalisierung möglicher Kandidaten stehen (s. Tabelle 1.3). 

Nicht nur durch Isomerisierung (Stilbene, Hemithioindigos und Azos), sondern auch durch 

reversible Cyclisierung (Diarylethene) wird das Portfolio an Photoschaltern ergänzt. 

Tabelle 1.3. Übersicht ausgewählter Photoschalter (durch Photoisomerisierung oder Photocyclisierung) 

zur Verwendung im biologischen Kontext.[55,81,82] 

Verbindung PSS 

Stilbene 

 

heterocyclische 

Diarylethene 

nach Matsuda[83] 
 

Hemithioindigos 

 

Azobenzole 

(trans/cis) 

 

Diazocine 

(cis/trans) 
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Die photochemischen Eigenschaften eines Photoschalters, wie z.B. Anregungswellenlänge, 

PSS (photostationäres Gleichgewicht, photostationary state), eine hohe Bandenseparation 

oder Halbwertszeit, werden nicht nur von der Struktur des Photoschalters bestimmt, sondern 

sind auch stark abhängig von Temperatur und Lösungsmittel.[79,84,85] Dies führt insbesondere 

in der biologischen Testung zu großen Hürden für den Erfolg eines pharmakologisch nutzba-

ren Photoschalters. Beispielsweise erfolgt die Charakterisierung zumeist in organischen Lö-

sungsmitteln (v.a. DMSO) bei RT wohingegen die biologische Testung in wässrigen Medien 

mit DMSO-Konzentrationen von vorzugsweise unter 1 % und 37 °C abläuft.[56] 

1.3.1.1 Stilbene und Diarylethene 

Die Photoisomerisierung von Stilbenen in organischen und wässrigen Lösungsmitteln gilt 

als ausführlich untersucht.[86–88] Die hervorgerufene Konfigurationsänderung durch Bestrah-

lung soll, eingebaut im Pharmakophor eines Wirkstoffs, dessen gezielte Aktivitätssteuerung 

ermöglichen. Die Rückschaltung vom Z- zum E-Isomer erfolgt entweder durch Bestrahlung 

mit einer zweiten (passenden) Wellenlänge oder thermisch, da das Z-Stilben thermisch (rela-

tiv) labil ist und die E-Konfiguration thermodynamisch begünstigt ist. Stellt sich in der Praxis 

ein E-/Z-Isomerengleichgewicht ein (PSS), so gilt eine isomerenreine Schaltung in der Photo-

pharmakologie als ideal. In Konkurrenz zur Rückisomerisierung steht oft eine irreversible 

photoinduzierte [2+2]-Cyclisierung des Z-Isomers mit anschließender Oxidation und Aromati-

sierung zum Phen-anthren.[81,89,90]  

Während Stilbene lediglich eine Photoisomerisierung unterliegen, bilden die Diarylethene 

einen Sonderfall. Unter Einstrahlung einer geeigneten Wellenlänge erfolgt eine Cyclisierung 

unter der Verknüpfung beider Aryle. Photopharmakologisch interessant ist diese Stoffgruppe 

deswegen, da die Cyclisierung reversibel verläuft und das ursprüngliche Diarylethen unter 

Lichteinstrahlung einer anderen Wellenlänge oder durch thermische Rückschaltung wieder-

hergestellt werden kann. Wilson et al. präsentierten mit ihrem Diarylethen den ersten pho-

toresponsiven Kinaseschalter, der nicht auf den Azobenzolen basiert, auf der Proteinkinase 

C.[91] Erreicht wurde ein 25-facher Wirkunterschied zwischen ringoffener und geschlossener 

Form, jedoch konnte eine reversible Schaltung in wässrigen Lösungen nicht gezeigt werden.  

Auch bereits zugelassene Kinaseinhibitoren wie Sunitinib (Hemiindigo, Handelsname: 

Sutent)[92,93] und Axitinib (Aza-Stilben, Handelsname: Inlyta)[94] weisen eine Photosensitivität 

bzw. Photoresponsivität auf. Diese Eigenschaften bilden eine vielversprechende Ausgangslage 

zur Entwicklung photoschaltbarer Kinaseinhibitoren. Aufgrund der häufig auftretenden Ne-

benreaktionen der Stilbene konzentrieren sich die wissenschaftlichen Bemühungen aktuell 

eher auf andere photoresponsive funktionelle Gruppe wie den Azobenzolen.[56]  
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1.3.1.2 Azobenzole 

Auch bei unsubstituierten Azobenzolen kann beobachtet werden, dass bei UV-Bestrahlung 

das thermodynamisch stabile E-Isomer zum thermodynamisch labilen Z-Isomer photoisome-

risiert.[81] In der wissenschaftlichen Praxis werden durch Substituierung der Phenylringe Kon-

versionsraten von über 90 % Z-Isomer nach Bestrahlung angestrebt, um einen signifikanten 

Wirkunterschied zwischen den Isomeren zu erzielen. Die Rückisomerisierung erfolgt in der 

Regel über blaues Licht oder thermisch aufgrund der im Gegensatz zu den Stilbenen geringe-

ren thermodynamischen Stabilität.[81]  

Die aktuellen wissenschaftlichen Bestrebungen fokussieren sich auf die Verbesserung der 

photochemischen Parameter, wie Anregungswellenlänge, Halbwertszeit und Konversionsrate. 

Der ideale Photoschalter zeigt eine vollständige Konversion vom inaktiven zum aktiven Iso-

mer mit ausreichender Stabilität bzw. Halbwertszeit bei einer Anregung mit sichtbaren Licht 

oder im NIR, um eine biologisch sinnvolle Anwendung zu finden. So berichten Hoorens et al. 

aus der Szymanski-Gruppe vom ersten Azo-Schalter mit einer Bandenseparation von 

100 nm.[95] Die Halbwertszeit lag jedoch nur im Picosekunden-Bereich. Um Azobenzole in der 

cis-Konfiguration zu stabilisieren, ist eine Halogensubstitution in den ortho-Positionen zur 

Azobrücke geläufig. Durch die elektronenziehenden Fluorsubstituenten (-I-Effekt) wird das 

cis-Azobenzol stabilisiert und Halbwertszeiten bis zu 700 Tagen ermöglicht.[96,97] Die Wooley-

Gruppe veröffentlichte die ersten Photoschalter für den in-vivo-Gebrauch mit Anregungsma-

xima im Bereich von rotem Licht bis zum NIR-Bereich.[98] Verwendet wurden Azo-Azonium-

schalter, die überraschenderweise im Sekundenbereich rückisomerisieren, also sechs Zehner-

potenzen langsamer als üblich für angeregte Azoniumionen (s. Abbildung 1.7).[70] Obwohl eine 

Halbwertszeit von Sekunden immer noch unzureichend für derzeitige biologische Testmetho-

den ist, zeigen die Forschungsbemühungen eine ermutigende Tendenz für besser nutzbare 

Photoschalter. Darüber hinaus wurden auch Konzeptkombinationen entwickelt. So berichte-

ten Muñoz-Rugeles et al. von einem Stilbenyl-Azopyrrol.[99] Das beschriebene Konzept findet 

Anwendung in der 2-Photonen-Anregung zur Erhöhung der Anregungswellenlänge. 

Wichtig für die Anwendung im biologischen Kontext ist die Verwendung von cis-Azobenzo-

len als biologisch aktive Substanz, damit bei der (thermischen) Rückschaltung das trans-Iso-

mer inaktiv ist. Die Wirkung wird somit angeschaltet und die Ausschaltung erfolgt automa-

tisch. Ein überzeugendes Konzept lieferten bereits Volgraf et al. aus der Trauner-Gruppe mit 

einem schaltbaren Ionenkanal.[100] Wenig überzeugend waren jedoch die geringe biologische 

Halbwertszeit und die Aktivierung mit 380 nm (UV).  
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Abbildung 1.7. Azo-Azonium-Schalter von Dong et al. 

Anhand von Verbindung MD26 konnte erstmals eine Photoisomerisierung aufgrund der relativ hohen Stabilität 

des Azonium-Ions gezeigt werden. MD28 weist sogar ein Absorptionsmaximum im Rotspektrum auf.[98] 

Darüber hinaus gibt es bereits eine Vielzahl Proteinkinaseinhibitoren, die mithilfe von 

Azobenzolen zur Photoschaltung funktionalisiert wurden (Azologisierung). 2015 veröffentlich-

ten Ferreira et al. aus der Grötli-Gruppe den ersten photoschaltbaren Kinaseinhibitor.[101] Azo-

logisiert wurde ein RET-Inhibitor. Die Anregung fand lediglich im UV-Bereich statt und der 

Wirkunterschied vom aktiven E-Isomer (150 nM) zum thermolabilen Z-Isomer (580 nM) war 

lediglich um den Faktor 3.9 verringert. Auch konzeptionell ist der RET-Schalter von Ferreira 

et al. ungünstig, da das wirksame Isomer mit der Zeit wiederhergestellt werden kann. Kolarski 

et al. veröffentlichten die Synthese eines schaltbaren CK1-Modulators (Heteroaryl-Azo) zur 

Beeinflussung des circadianen Rhythmus ohne Erwähnung biologischer Daten.[102] Schehr et 

al. aus der Herges-Gruppe haben in einem umfassenden Beitrag die Testung verschiedener 

Azobenzol- und Diazocinderivate auf der CK1δ und p38α veröffentlicht.[103] Zwar wurden nur 

geringfügige Wirkunterschiede zwischen den Isomeren festgestellt, doch konnte ebenso eine 

Reduktion der Azobenzole gezeigt werden. Die in der biologischen Testung oft eingesetzten 

Reagenzien DTT (vermutlich auch Glutathion) reduzierten die Azo-Bindung zu einem Hydra-

zin und führten in der Studie zu inkonsistenten IC50-Werten sowie dem Verlust der reversiblen 

Schaltbarkeit.  
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Bisher neu ist die Kombination photopharmakologischer Konzepte mit auf Proteolyse zie-

lende Chimären (proteolysis targeting chimeras, PROTACs). PROTACs greifen in den zellulär 

regulierten Proteinabbau ein, der lange Zeit als undrugable, also nicht durch Wirkstoffe be-

einflussbar, galt.[104] Jin et al. beschrieben Funktionalisierung von PROTACs mit einer 

Azobenzolfunktion.[105] Dieses Azo-PROTAC ist in der Lage gezielt die Tyrosinkinase BCR-

ABL bei Bestrahlung zu internalisieren, und stellt somit einen neuen Ansatz gegen CML dar.  

Die bisherigen Anwendungen von Azoschaltern können jedoch lediglich als Konzeptualisie-

rung, also proof of principle, verstanden werden, da entweder gute photochemische Eigen-

schaften oder nennenswerte Wirkunterschiede der Isomere fehlen. 

1.3.1.3 Diazocine 

Ausgehend von der beschränkten Anwendung von Azoschaltern aufgrund der limitierenden 

photochemischen Parameter rückten die verbrückten Azobenzole (Diazocine) in den Fokus der 

photopharmakologischen Entwicklung. Vor allem die Herges-Gruppe hat einen Großteil zur 

Synthese, photochemischen Charakterisierung und möglichen Anwendungsgebieten beigetra-

gen.[106–109] Diazocine und Heterodiazocine sind gekennzeichnet durch eine thermodynamisch 

stabile cis-Konfiguration im Gegensatz zu den nicht-verbrückten Azobenzolen (stabile trans-

Konfiguration). Das Absorptionsmaximum von cis liegt bei 400 nm, bei trans bei über 500 nm 

und kann zu 90 % trans bzw. ~100 % cis angereichert werden.[106] Ausgehend vom Kohlenstoff-

diazocin[106,107] wurden entweder Sauerstoff oder Schwefel in der Kohlenstoffbrücke substitu-

iert, um die photochemischen Parameter gezielt zu variieren.[109] Das Sauerstoffdiazocin zeigte 

bei den Untersuchungen ein besseres PSS von >99 % cis zu 80 % trans, jedoch nur eine Halb-

wertszeit von 89 Sekunden. Das Schwefeldiazocin dagegen zeigte zwar ein PSS von >99 % cis 

zu 70 % trans, jedoch eine Halbwertszeit von 3–5 Tagen bei 27 °C. Wie schon bei den Azoben-

zolen werden die photochemischen Parameter bei den Diazocinen von den Substituenten be-

einflusst.[82,108] 

Sowohl die Trauner-Gruppe, [110] als auch Ellis-Davies et al.[111] haben bereits Diazocin-ge-

koppelte Aminosäuren publizieren können. Während die biologische Testung von schaltbaren 

Aminosäuren an isolierten Ionenkanälen noch effektvolle Wirkunterschiede zeigen konnte, 

wurden Zelldaten nicht veröffentlicht. Schehr et al. konnten zwar einen Diazocin-gekoppelten 

CK1δ- bzw. p38α-Inhibitor mit einer Halbwertszeit von über 3 Tagen erfolgreich synthetisie-

ren, hingegen zeigte sich keine messbare Inhibition auf den Kinasen.[103] Weiterhin wurden in 

Modelversuchen Proteine[112] und DNA-Stränge[113] mit Diazocinen funktionalisiert. Aufgrund 

der guten photochemischen Eigenschaften wie einer rotverschobenen Anregungswellenlänge, 

Bandenseparation und einer ausreichend hohen Halbwertszeit, ergeben sich interessante An-

wendungsmöglichkeiten für Diazocin-gekoppelte (Kinase-)Inhibitoren, die es zu untersuchen 

gilt.   
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1.3.2 Photoabspaltung 

Während der Einsatz photoschaltbarer Verbindungen sich erst in den letzten 10–20 Jahren 

auf die biologische Anwendung ausdehnte, sind photoabspaltbare Schutzgruppen (photoremo-

vable protecting group, PPG) bereits seit 1977 im Einsatz für biologisch aktive Substan-

zen.[114,115] Für die Photoabspaltung werden zuerst Zielmoleküle mit PPGs geschützt (caging), 

damit diese photoresponsiv reagieren können. Mittlerweile ist der Umfang an Verbindungen, 

die durch Photoabspaltung aktivierbar sind, stark angewachsen: kleine anorganische Ionen 

bzw. Moleküle (Ca2+,[116] Cu+[117] oder NO[118]), Aminosäuren und Peptide,[119,120] Neurotrans-

mitter,[121,122] Kinaseinhibitoren,[71,123,124], Tubulininhibitoren,[125] DNA[126] sowie Proteine.[127]  

Üblicherweise werden Ein-Photonen-PPGs verwendet, um Zielverbindungen photorespon-

siv zu schützen (s. Abbildung 1.8). Wichtige Eigenschaften für eine PPG sind:[128] 

> klarer eindeutiger Reaktionsverlauf während der Photolyse mit einer ausreichend ho-

hen Quantenausbeute 

> sensitive Detektierung der Abspaltung der geschützten Verbindung und den Produk-

ten nach der Photolyse 

> Absorptionsbande mindestens über 300 nm (vorzugsweise im bio-optischen Fenster, 

also 500–700 nm) 

> gute Löslichkeit im Zielmedium 

> biologische Inaktivität beim caging von Wirkstoffen zur Vermeidung von Interferenzen  

Für die unten aufgeführten Arylcarbonylmethyl-, Nitroaryl- und Cumaringruppen werden 

die eben genannten Kriterien erfüllt, sodass diese sich gut zum Zweck der Photoabspaltung 

eignen. Eine Anregung der PPGs erfolgt üblicherweise im Bereich von 325–375 nm.[128–130] Da 

die Eindringtiefe von UV im biologischen Gewebe begrenzt ist (s. Kapitel 1.3), ist das Ziel in 

der (Weiter-)Entwicklung von PPGs eine Erhöhung der Anregungswellenlänge. Erfüllt wird 

dieses Kriterium von den Bor-Dipyrromethenylgruppen (BODIPY).[131] Noch nicht gänzlich ge-

klärt ist, ob BODIPY-PPGs alle Kriterien für eine vollumfänglich funktionale PPG bieten. 
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Abbildung 1.8. Ausgewählte Photoschutzgruppen.[128,132,133]  

Abgangsgruppen wurden mit „X“ gekennzeichnet 

Neben den Ein-Photonen-PPGs gibt es noch PPGs mit einer Singulettsauerstoff vermittel-

ten Abspaltung und Zwei-Photonen-PPGs.[122,134] Mit beiden Konzepten wird eine bathochrome 

Verschiebung der Anregungswellenlänge erwirkt. Weitere Untersuchungen werden zeigen 

müssen, inwiefern sich diese PPGs für die in-vivo-Testung eignen.  

 

1.3.2.1 DMNB 

Die Nitroarylgruppen, wie die 4,5-Dimethyl-2-Nitrobenzyl-Schutzgruppe (DMNB), stellen 

die gängigsten PPGs aufgrund zahlreicher Publikationen dar.[135–138]Gründe dafür sind die Ab-

spaltung im Millisekunden-Bereich, eine gute Wasserlöslichkeit und ein guter synthetischer 

Zugang bei der Kupplung. Jedoch überlagert sich der Absorptionsbereich der PPG mit dem 

der geschützten Verbindung und es können bei der Abspaltung über einen cyclischen Über-

gangszustand potenziell toxische Metabolite wie o-Nitrosoaldehyde entstehen (s. Abbildung 

1.9).[128] 
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Abbildung 1.9. Mechanismus der lichtinduzierten Photoabspaltung der DMNB-PPG.[128,129]  

 

Auch auf Proteinkinaseinhibitoren wurde das Konzept der Photoabspaltung schon ange-

wendet. Bereits 1998 wurde ein PKC-Peptidinhibitor mit der DMNB-PPG geschützt.[124] 2012 

folgte die Veröffentlichung eines Nitroaryl-geschützten RHO-Kinase-Inhibitors.[123] Mit der 

Veröffentlichung des caged-Vemurafenib konnten Horbert und Pinchuk et al. erstmalig das 

Konzept der Photoabspaltung auf einen zugelassenen Kinaseinhibitor anwenden.[139] Das Kon-

zept konnte im Folgenden zwar auch auf andere zugelassenen Inhibitoren wie Vemurafenib 

angewandt werden,[140] jedoch spielt die UV-Stabilität dabei eine entscheidende Rolle. Bei dem 

Versuch der Anwendung des caging-Konzepts auf den Kinaseinhibitor Dabrafenib konnte eine 

erhebliche Photosensibilität des smKI von Pinchuk et al. festgestellt werden.[141] Weiterhin 

konnte eine lichtinduzierte Hemmung der RET-Kinase durch die Grötli-Gruppe erreicht wer-

den.[142] Es ist inzwischen gelungen, eine Beeinflussung des circadianen Rhythmus (an dem 

auch Kinasen beteiligt sind) mit Hilfe von DMNB-geschützten Chronomodulatoren vorzuneh-

men.[143] Die DMNB-Gruppe war auch schon Gegenstand von Untersuchungen, die eine Kom-

bination verschiedener Photopharmakologiekonzepte vereint. In der Studie von Flemming et 

al. wurde eine Stilben-Gruppe mit einem Spiropyran-Schalter und einer DMNB-Gruppe ver-

knüpft. [144] Weitere Untersuchungen müssen den Mehrwert dieser Verbindung unter Beweis 

stellen.  

Die Toxizität der abgespaltenen PPG (o-Nitrosobenzaldehyd) ist aktuell noch wenig unter-

sucht. Zwar konnte ein antiproliferativer Effekt in der Zellkultur durch Horbert et al. nachge-

wiesen werden, allerdings erst ab einer Wirkstoffkonzentration von über 10 µM.[139] Es wurden 

aktuell erst einige Nitroaryl-geschützte Verbindungen in in-vivo-Studien getestet.[123,142,145] 

Weitere Untersuchungen werden benötigt, um zu zeigen ob, andere bereits publizierte Kon-

zepte, wie eines photoaktivierbaren Vemurafenibs, auch im Mausmodell anwendbar sind.  
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1.3.2.2 BODIPY 

Um bioaktive Substanzen mit Licht höherer Wellenlänge freizusetzen, erfreuen sich 

BODIPY-Derivate (Bor-Dipyrromethen, formal ein halbes Porphyrin-Derivat) zunehmender 

Beliebtheit. Bereits 2014 wurde BODIPY als PPG beschrieben.[132] Die Schutzgruppe eignet 

sich scheinbar sehr gut für die Photoabspaltung, da sie vielseitig variierbar ist und ein Ab-

sorptionsmaximum von 500–600 nm aufweist. Bevor das BODIPY-Molekül in den Fokus zur 

Photoabspaltung rückte, wurde es schon vorher als Farbstoff[146], Fluoreszenzmarker[147,148] 

oder Photosensibilisator[148–152] veröffentlicht. 

 

 

Abbildung 1.10. Postulierter Mechanismus der lichtinduzierten Photoabspaltung der meso-Methyl-

BODIPY-PPG.[133,153] Die Abgangsgruppe wurde mit „X“ gekennzeichnet 

 

Der Abspaltungsmechanismus der BODIPY-PPG ist aktuell noch nicht abschließend auf-

geklärt. Dem postulierten Mechanismus zufolge (s. Abbildung 1.10) geht das BODIPY-Molekül 

in einen angeregten Zustand über, analog zur Cumarin-PPG.[128,154] Das System kann entwe-

der durch Lichtemittierung in Form von Fluoreszenz zum Grundzustand zurückkehren oder 

unter Bildung eines Ionenpaares weiter reagieren. Nachdem sich die Abgangsgruppe („X“) ge-

löst hat, kann das kationische Intermediat mit dem Lösungsmittel reagieren. Bei der Abspal-

tung in wässrigen Medien sollte so ein Hydroxyl-BODIPY entstehen, welches sich chromato-

grafisch nachweisen ließe. Bisher wurden in Abspaltungsexperimenten hingegen nur die Ab-

nahme der geschützten Verbindung und die Wiederfindung der freigesetzten Abgangsgruppe 

gezeigt. Die Darstellung der abgespaltenen Schutzgruppe wurde aktuell noch nicht veröffent-

licht.[131–133,153,155–161] Weiterhin berichteten Takeda et al. von photoinstabilen BODIPY-Deri-

vaten, die unter Bestrahlung in verschiedene Reaktionsprodukte zerfallen.[162] Dadurch 

könnte die Anwendbarkeit limitiert werden, da eindeutige Reaktionsverläufe für die Verwen-

dung von PPGs benötigt werden.  
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Erwähnenswert ist, dass seit 2002 bekannt ist, dass (Aza-)BODIPY-Derivate Singulett-

Sauerstoff bei Bestrahlung erzeugen[163] bzw., dass sie für photodynamische Anwendungen ge-

nutzt werden können (2004).[164] Seit 2014 wurden regelmäßig Wirkstoffe mit BODIPY-PPGs 

geschützt, photochemisch charakterisiert und biologisch evaluiert.[132] Bis ins Jahr 2019 blieb 

dennoch der Einfluss von Singulettsauerstoff auf die biologische Testung beim Caging-Kon-

zept von bioaktiven Molekülen vollkommen unbeachtet (s. Tabelle 1.4). Erstmalig stellten Tou-

pin et al. eine Erzeugung von Singulettsauerstoff bei Bestrahlung von BODIPY-geschützten 

Inhibitoren fest.[158] Die Untersuchungen konnten jedoch nicht zeigen, inwiefern eine Hem-

mung des Zellwachstums auf die Freisetzung des Inhibitors oder auf die Erzeugung von Sin-

gulettsauerstoff zurückzuführen ist. Weitere Untersuchungen werden zeigen müssen, inwie-

weit sich photoresponsive BODIPY-Schutzgruppen im biologischen Kontext eignen, oder ob 

die photodynamischen Effekte sogar überwiegen. 

 

Tabelle 1.4. Veröffentlichte Publikationen zur biologischen Testung von caged-BODIPY. 

Referenz Linker 
Aktvierungswel-

lenlänge [nm] 

Untersuchung auf photo-

dynamische Eigenschaften 

Umeda et al.[132] Bor 500 nein 

Rubinstein et al.[133] Carbamat 530/540 nein 

Goswami et al.[155] Ester 500 nein 

Slanina et al.[131] v.a. Ester 507 nein 

Kawatani et al.[157] Bor 500 nein 

Toupin et al.[158] Ester 532 ja 

Kand et al.[159] Carbamat 545 nein 

Sitkowska et al.[160] 

(2020) 
Carbamat 646–665 nein 

Rodat et al.[165] 

(s. S. 104) 
Methylamin 519/525 ja 
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1.3.3 Photodynamische Therapie 

Der photodynamische Effekt wurde erstmalig von Raab (1900)[166] und von Tappeiner 

(1904)[167] beschrieben. Bei photodynamischen Prozessen wird durch Bestrahlung der Photo-

sensibilisator (PS) angeregt und die Energie auf molekularen Sauerstoff übertragen. In Phase-

1- (Elektronenübertrag) und Phase-2-Reaktionen (Energieübertrag) entstehen so nachfolgend 

reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie z.B. Singulettsauerstoff (1O2). Singulettsauerstoff über-

nimmt in der Zelle die Rolle als messenger und kann somit die Proliferation anstoßen oder die 

Signalübertragung zwischen Zellen begünstigen.[168] Für das Immunsystem sind ROS von ho-

her Bedeutung, da Makrophagen schneller eine unspezifische Immunantwort abbilden können 

als die Antikörperproduzierenden B-Zellen.[169] Hohe Konzentrationen an Singulettsauerstoff 

können jedoch auch zu Schäden an Proteinen, Lipiden oder DNA führen und somit letztlich 

auch zu Mutationen, Nekrose oder Apoptose.[149,170] Die photodynamische Therapie (PDT) 

macht sich diese Eigenschaften zunutze, um mit Licht bioorthogonal die Freisetzung von ROS 

zu steuern und malignes Gewebe zu zerstören. 

Die PDT ist von allen Photopharmakologiekonzepten am längsten Gegenstand von medizi-

nisch-wissenschaftlichen Untersuchungen.[171] Die bekanntesten PSen in der photodynami-

schen Therapie sind die Porphyrine (s. Abbildung 1.11). Auch Halbporphyrine wie BODIPY-

Derivate (s. Abbildung 1.11) zeigen einen photodynamischen Effekt.[151,168] Vielfältige Variati-

onen wurden schon veröffentlicht, um die Quantenausbeute zu erhöhen, die Anregungswel-

lenlänge bathochrom zu verschieben, die Wasserlöslichkeit zu verbessen oder Strukturen zu 

integrieren, die eine zielgerichtete Therapie ermöglichen.[172–182] Seit der Entdeckung des pho-

todynamischen Effekts bei BODIPY-Derivaten 2004 ist es bereits gelungen die Wirksamkeit 

in mehreren Studien in vivo zu belegen.[168,183,184] Eine Kombination von photodynamischen 

Effekten mit einer bildgebenden Funktion aufgrund der Fluoreszenz von BODIPY-Derivaten 

wurde ebenso veröffentlicht.[184] Weiterhin werden Porphyrin-Prodrugs verwendet, die vor al-

lem im Tumorgewebe akkumulieren. 5-Aminolävulinsäure (5-ALA, Handelsname: Levulan, s. 

Abbildung 1.11) beispielsweise reichert sich vor allem in Tumorzellen an und wird zu Proto-

phorphyrin IX metabolisiert. Protophorphyrin IX ist auch ein PS und setzt somit ROS unter 

Bestrahlung frei, wodurch das Tumorgewebe zerstört werden kann.[185,186] In klinischen Stu-

dien werden aktuell vor allem Porphyrine getestet. Abgeleitet von den Porphyrinen wurde die 

photochemische Internalisierung entwickelt (PCI).[187–189] Durch die Funktionalisierung der 

Porphyrine mit Sulfonsäuregruppen steigt die Affinität der Verbindungen für eine Membran-

einlagerung. In kombinierter Gabe mit zytotoxischen Makromolekülen werden die Makromo-

leküle per Endozytose aufgenommen und die Porphyrine in die Vesikelmembran eingelagert. 

Bei Bestrahlung wird der Wirkstoff intrazellulär freigesetzt.[187] Die PCI eignet sich also gut 

um die Selektivität von Wirkstoffen für eine lokale Behandlung zu erhöhen. 
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Abbildung 1.11. Ausgewählte Photosensibilisatoren für die photodynamische Therapie.[151,171,187,190]  

 

Mit dem ersten zugelassenen PS namens Porfimer (Handelsname: Photofrin) 1993 wurde 

der entscheidende Meilenstein erreicht. Bis heute gibt es über zehn zugelassene PSen in ver-

schiedenen Ländern, die überwiegend zur Behandlung von Tumoren eingesetzt werden, wie 

z.B. Temoporfin.[171,191] Interessanterweise setzt unter Behandlung von Patienten mit der PDT 

auch ein remodeling der betroffenen (Haut-)Stellen ein (erwünschte Nebenwirkung), sodass 

die PDT auch Anwendung in der Wundheilung und der plastischen Chirurgie finden 

kann.[192,193]  

Es existieren auch gezielte Ansätze, smKIs mit photodynamischen Funktionen zu kombi-

nieren. Huang et al. berichteten von einem funktionalisierten Gefitinib, mit dem es möglich 

ist, bei Bestrahlung Singulettsauerstoff zu erzeugen.[194] In-vivo-Studien werden zeigen müs-

sen, wie praktikabel dieser Ansatz ist, da bei einer zielgerichteten Therapie auch Proteinkina-

sen durch Singulettsauerstoff zerstört werden können. 
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2 Zielstellung 

Die Zielstellung dieser Arbeit gliedert sich in zwei Kernbereiche. Zum einen sollen beste-

hende photopharmakologische Konzepte weiterentwickelt werden, um sie für eine spätere the-

rapeutische Nutzung zugänglicher zu machen. Zum anderen soll ein Breitspektrum-Kinase-

Screening unter lichtkontrollierten Bedingungen etabliert werden, um die zellulären Vor-

gänge besser abbilden zu können. 

2.1 Weiterentwicklung bestehender Photopharmakologiekonzepte 

Die bestehenden photopharmakologischen Konzepte aus Kapitel 1.3 befinden sich aufgrund 

ihrer Historie in unterschiedlichen Entwicklungsstadien. Während bereits zugelassene Pho-

tosensibilisatoren wie Porfimer (Handelsname: Photofrin, Pinnacle Biologics)[171] existieren, 

gibt es für Photoschalter bisher lediglich vereinzelt Studien am Tiermodell wie Maus oder 

Zebrabärbling.[56] Photoschutzgruppen ordnen sich sowohl historisch als auch im Fortschritt 

der präklinischen Entwicklung zwischen photodynamischer Therapie und Photoschaltern ein.  

 

Abbildung 2.1. Kernelemente in der (Weiter-)Entwicklung photopharmakologischer Konzepte. 

 

Wie in Abbildung 2.1 dargestellt, gilt es in der Weiterentwicklung photoresponsiver Wirk-

stoffe eine durchführbare chemische Synthese mit zufriedenstellenden photochemischen Ei-

genschaften und einer hohen biologischen Wirksamkeit in Einklang zu bringen. Dafür werden 

bestehende Kinaseinhibitoren mit photoschaltbaren Strukturen funktionalisiert, erst photo-

chemisch und dann biologisch charakterisiert. Das Augenmerk liegt insbesondere auf den in 

Tabelle 2.1 beschriebenen Parametern.  
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Tabelle 2.1. Zu untersuchende Parameter bei der Weiterentwicklung photopharmakologischer Konzepte. 

Parameter Photoschalter Photoschutzgruppen 

Photochemisch 

> Anregungswellenlänge 

> hohe Konversionsrate 

> Halbwertszeit 

> Anregungswellenlänge 

> Abspaltungskinetik 

Biologisch 

> Löslichkeit 

> Wirksamkeitsunterschied 

der Isomere (>10) 

> Löslichkeit 

> Wirksamkeitsunterschied 

der Verbindungen (>100) 

> biologisch inaktive 

Schutzgruppe 

 

Vor allem eine geringe Anregungswellenlänge ist bisher noch ein Ausschlusskriterium für 

die praktische therapeutische Anwendung, da eine Aktivierung bisher üblicherweise bei 

365 nm erfolgt und somit eine limitierte Eindringtiefe in biologische Materialien aufweist. Die 

Erhöhung der Anregungswellenlänge von photoresponsiven Wirkstoffen stellt somit ein wich-

tiges Entwicklungsziel dar. Für Photoschalter bietet sich dafür z.B. eine Diazocin-Funktiona-

lisierung an, bei den PPGs eine Verwendung von BODIPY-Derivaten. Vor allem bei den Pho-

toschaltern ist bisher in der Literatur ein zu geringer Unterschied in der Wirksamkeit von 

aktivem und inaktivem Isomer erreicht worden. Die Wirksamkeit sollte weniger in einem Fak-

tor ausgedrückt werden, sondern viel mehr in logarithmischen Stufen, also Zehnerpotenzen, 

wie in der Arzneimittelentwicklung üblich. 

Ziel dieser Arbeit soll es auch sein, bestehende Lücken zwischen photopharmakologischen 

Konzepten zu schließen, wie z.B. dem Einfluss von Singulett-Sauerstoff auf die biologische 

Testung bei der Photoabspaltung einer caged-BODIPY-Schutzgruppe. 

2.2 Etablierung eines Kinaseprofilings in der Wirkstoffentwicklung 

Die Vielzahl an Kinasen mit ähnlichen molekularen Zielstrukturen hat eine bedingte Se-

lektivität bereits genutzter Kinaseinhibitoren zur Folge. In der biologischen Testung werden 

Inhibitoren jedoch vor allem an ihren Hauptzielen (main targets) getestet. Da Kinasen im zel-

lulären Kontext in den seltensten Fällen für sich agieren, sondern häufig in ein Netzwerk aus 

mehreren Kinasen eingebettet sind, bleibt der Gesamteindruck der Kinomaktivität in in-vitro- 

oder in-vivo-Studien verwehrt (s. Abbildung 2.2). Das Kinase-Screening eignet sich für eine 

Vielzahl von Anwendungen, von der Untersuchung der Signaltransduktionskaskade, über die 
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Identifizierung von Biomarkern bis hin zur patientenindividualisierten Tumortherapie mit 

Kinaseinhibitoren aufgrund ermittelter Kinomprofile. Auch in Bezug auf Wirkstoffresistenzen 

durch Ausweichrouten oder Überaktivierung bestehender oder benachbarter Kinasen (s. Ka-

pitel 1.2.2) sowie der Wirkstoffentwicklung von smKIs ist die Betrachtung des Kinasenetz-

werks in der Zelle von Vorteil. 

 

Abbildung 2.2. Herkömmliche Kinaseassays in Gegenüberstellung zu Breitspektrum-Kinase-Screenings. 

Übliche Kinaseassays bilden die Aktivität einer isolierten Kinase ab (links). Aktivitätsbasierte Screenings messen 

die Aktivität vieler Kinasen (einer Familie) parallel bzw. im Kinasenetzwerk (rechts).  

Kommerzielle Anbieter von Kinase-Screenings wie z.B. ProQinase führen in vitro Aktivi-

tätsmessungen von Substanzen auf dem gesamten Kinom durch. Zur Testung von photosensi-

tiven Wirkstoffen sind die kommerziellen Tests dennoch nicht geeignet, da ein Ausschluss von 

Labor- und Umgebungslicht nicht gewährleistet werden kann (s. Kapitel 3.1.1.1). Im Falle von 

Photoschaltern würde so bei isomerenreinen Proben eine Gleichgewichtseinstellung beider 

Proben im Laborlicht erfolgen und somit nur noch das PSS vermessen werden.[195] 

Mit dieser Arbeit soll ein bestehendes in-vitro-Kinase-Screening (Pamgene) auf seine Eig-

nung für die Testung von photoresponsiven Wirkstoffen wie den photoschaltbaren Kinase-

inhibitoren untersucht werden. Es wird geprüft, ob eine Visualisierung der Kinomaktivität bei 

Inhibitorgabe möglich ist. Des Weiteren wird untersucht, inwieweit sich die erhaltenen Mess-

werte dafür eignen, Rückschlüsse auf inhibierte Kinasen, escape-Routen oder off-targets zu 

identifizieren. 
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3 Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Photoschaltbare Kinaseinhibitoren im Kinaseprofiling 

3.1.1 VEGFR2-Inhibitoren 

 

Kinase-Kurzporträt VEGFR2 

Name Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 

Familie Rezeptortyrosinkinase 

Funktion Vaskulogenese und Angiogenese[196] 

Therapeutische  

Relevanz 
Angiogenesehemmung von Tumoren[197] 

Inhibition 
zahlreiche smKIs wie z.B. Axitinib, Pazopanib, Ponatinib aber auch 

monoklonale Antikörper und Fusionsproteine[29,197,198] 

 

Mithilfe der Ausbildung von Gefäßen und Gefäßneubildungen kann der menschliche Orga-

nismus sich auf wechselnde Begebenheiten anpassen (Embryogenese, Organwachstum, 

Wundheilung), um die Blutversorgung bedarfsgerecht zu erhöhen.[196,199] Durch die gezielte 

Ausschüttung von Wachstumsfaktoren wie VEGF migrieren Endothelzellen, knüpfen Zell-

Zell-Kontakte, proliferieren und bilden somit neue Gefäße.[197,200–202] Vermittelt wird die 

VEGF-Wirkung über den VEGFR. Die Aktivierung der Tyrosinkinase hat eine netzwerkartige 

Signaltransduktionskaskade (p38MAPK, RAF/ERK usw.) zur Folge, an deren Ende die ver-

mittelten Funktionen von der Zelle ausgeführt werden. Auch bei der Sekundärversorgung 

wachsender Tumore ist die Angiogenese von hoher Bedeutung, da bei Überschreiten einer ge-

wissen Größe der Tumor auf eine zusätzliche Sauerstoffversorgung angewiesen ist.[197] Auch 

wird der Anschluss an den Blutkreislauf neben dem lymphatischen System vom Tumor ge-

nutzt, um erfolgreich zu metastasieren. Eine Blockade der Sauerstoffzufuhr kann zu Unter-

versorgung führen und damit zum Untergang des Tumors. Deshalb eignet sich die VEGFRs 

(1–3), insbesondere VEGFR2, nicht nur gut als target für smKIs, sondern auch als Modell für 

den Einsatz photoschaltbarer Kinaseinhibitoren, da VEGFRs relativ leicht adressierbar sind 

und zahlreiche biologische Modelle zur Verfügung stehen. 
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3.1.1.1 Axitinib – Ein photoschaltbarer zugelassener Tyrosinkinaseinhibitor 

D. Schmidt, T. Rodat, L. Heintze, J. Weber, R. Horbert, U. Girreser, T. Raeker, L. Bußmann, 

M. Kriegs, B. Hartke, C. Peifer 

ChemMedChem 2018, 13, 2415 

DOI: 10.1002/cmdc.201800531 

Axitinib ist ein zugelassener Kinaseinhibitor zur Behandlung des kleinzelligen Nierenkar-

zinoms. Bekannt war zwar bereits die Photochromie aufgrund der Heteroaryl-Stilbenbindung, 

jedoch wurde die Photoschaltung noch nicht im biologischen Zusammenhang untersucht. In 

der vorliegenden Arbeit wurden zunächst die verschiedenen Konfigurationen von Axitinib in 

der VEGFR2-Bindetasche berechnet. Der vermutete Wirkverlust von der (E)- zur (Z)-Konfigu-

ration konnte mittels Kinaseassay und Zellproliferationsassay bestätigt werden. Auf der iso-

lierten VEGFR2-Kinase war das (E)-Isomer 43-mal wirksamer als das (Z)-Isomer und auch im 

HUVEC-Proliferationsassay wies das (E)-Axitinib eine 31-mal höhere Aktivität auf. Entschei-

dend ist jedoch, dass eine reversible Schaltung im Wässrigen nicht mehr möglich ist. Bei Be-

strahlung mit 365 nm (EZ) wird nur ein geringer Anteil an (E)-Isomer zum (Z)-Axitinib um-

gesetzt, da die Reaktion mit einer [2+2]-Cycloaddition von zwei (E)-Axitinibmolekülen kon-

kurriert (s. Abbildung 3.1). Das daraus entstehende Dimer zeigte keine biologische Wirksam-

keit. Eine Profilierung beider Isomere bei dem kommerziellen Anbieter ProQinase wurde an-

gestoßen, um die Restaktivität des (Z)-Isomers zu erklären. Die Resultate des kommerziellen 

Anbieters zeigten wider Erwarten keinen signifikanten Aktivitätsunterschied beider Isomere. 

Der entscheidende Schritt zur erfolgreichen Messung der Wirkunterschiede lag dabei in dem 

Ausschluss von Labor- und Umgebungslicht in unserem Labor. Schon eine geringe Exposition 

von Lösungen im Laborlicht reichen aus, um eine Photoisomerisierung zum PSS zu verursa-

chen, da die Laborlampen selbst Licht mit einer Wellenlänge von 365 nm emittieren (s. An-

hang Abbildung 8.1). Mit den gewonnenen Erkenntnissen konnte erfolgreich ein Kinase-Scree-

ning für photoschaltbare Kinaseinhibitoren etabliert werden, indem die Messungen mittels 

Pamgene-Technologie (s. Methoden, Kapitel 6.4.7 Multi-Kinase-Profiling, S. 134) in Koopera-

tion mit dem UKE, Hamburg unter kontrollierten Lichtbedingungen durchgeführt wurden. 

Die Kinom-Profile unterschieden sich in Abhängigkeit zur Behandlung der Isomere (unbe-

strahltes (Z)-Axitinib: kaum Inhibition, bestrahltes (Z)-Axitinib äquivalent zum (E)-Axitinib, 

also deutliche Inhibition). 

 

https://doi.org/10.1002/cmdc.201800531
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Abbildung 3.1. Semireversible Photoisomerisierung von Axitinib im wässrigen Medium.[195]  

 

Aufgrund der limitierten Schaltbarkeit im Wässrigen erweist sich das Stilbenkonzept als 

nicht wirkungsvoll für einen reversiblen Photoschalter. Weitere Funktionalisierungen der 

Axitinibstruktur sollten zeigen, ob sich das Molekül dennoch grundsätzlich zur Entwicklung 

eines photoschaltbaren Kinaseinhibitors eignet. Für klinische Studien mit Axitinib ist zu be-

achten, dass gelöstes Axitinib unter Raumlicht an Wirksamkeit einbüßt aufgrund einer gerin-

gen Schaltung zum inaktiven (Z)-Axitinib. 

Das Kinom-Profiling wurde ursprünglich zur Identifizierung möglicher aktivierter Aus-

weichrouten im Kinasenetzwerk oder off targets von (Z)-Axitinib etabliert. Im durchgeführten 

Kinase-Screening konnten jedoch keine überaktiven Signaltransduktionswege ermittelt wer-

den. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die Restaktivität vom (Z)-Axitinib entweder von einer 

nicht 100 % isomerenreinen Auftrennung bzw. einer geringen Rückschaltung zum aktiven (E)-

Axitinib herrührt oder von einer Zytotoxizität aufgrund von ausgefallenem (Z)-Axitinib.  
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3.1.1.2 Zusätzliche Ergebnisse zur Axitinib-Publikation 

Im Anschluss der Publikation von Schmidt et al. wurden die experimentellen Daten aus 

dem Profiling noch für weitere Analysezwecke verwendet. Nachdem die up-stream-Analyse 

zur Bestimmung der beeinflussten Kinasen aus dem Pamgene-Experiment einen lediglich 

nicht-signifikanten Einfluss von (E)-Axitinib auf VEGFR2 gezeigt hatte (s. Seite 39, Abbildung 

9), konnte mittels Netzwerkanalyse von GeneGo doch noch eine Inhibition der VEGFR2 ge-

zeigt werden (s. Abbildung 3.2). Eine signifikante Wiederfindung bereits in der up-stream-

Analyse wäre hingegen wünschenswert gewesen.  
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Abbildung 3.2. Einfluss von (E)-Axitinib auf das VEGFR2-Netzwerk. 

Netzwerkanalyse mit Hilfe der aus dem Kinase-Screening gewonnenen Ergebnisse. Blaue Reagenzgläser  

kennzeichnen eine verringerte Aktivität der markierten Faktoren. Die Länge der blauen Balken gibt die Intensität 

der verringerten Aktivität bzw. Inhibition an. Die Netzwerkanalyse wurde erstellt mit GeneGo.  
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3.1.1.3 Diazocin-Axitinib 

Ausgehend vom Axitinib (1) wurde die Stilbenbindung von Kuhl azologisiert (s. Abbildung 

3.3).[203] Eine biologische Testung von 2 konnte aufgrund der sehr schnellen Tautomerisierung 

und Rückschaltung von cis zu trans nicht etabliert werden (s. Tabelle 3.1). Die nachfolgenden 

Azobenzol-Derivate 3 und 4 wiesen zwar für photopharmakologische Anwendungen potenziell 

annehmbare photochemische Eigenschaften auf (100 % trans  80 % cis, t1/2 = 43.1 h), jedoch 

unter Verlust der Inhibition der VEGFR2-Kinase bezüglich beider Konfigurationen (cis und 

trans). Zuletzt wurde das Axitinib-Grundgerüst mit einem Diazocine oder Heterodiazocinen 

durch Schmidt funktionalisiert, um die biologischen Wirkung zu verbessern, unter Erhalt 

günstiger photochemischer Eigenschaften (Verbindung 5, 6, 7). 

 

Abbildung 3.3. Übersicht der getesteten Verbindungen ausgehend vom Axitinib (1) basierend auf den 

Arbeiten von Kuhl[203], Schmidt[204] und Heintze.[205]  
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Tabelle 3.1. Photochemische und biologische Eigenschaften verschiedener Axitinib-Photoschalter.[195,203–

205] 

 # λexc (nm) 
PSS (E/Z %), 

DMSO (NMR) 

t1/2 (h), 

DMSO, 37 °C 
Besonderheit IC50 (nM) VEGFR2 

A
xi

ti
n
ib

 

1 
385 (ZE) 

365 (E Z) 

88/12 (385 nm) 

51/49 (365 nm) 
>> 12* 

[2+2]-Cycloaddi-

tion in wässrigen 

Lösungen 

E: 72 

Z: 1355 

A
zo

- 

2 365 n/a n/a 

Schnelle Azo-

Hydrazon- 

Tautomerie 

n/a 

A
zo

-B
e
n
zo

l-
 

3 365 17/83 43.1 - 
E: 1077** 

PSS365 nm: 1289 

4 385 20/80 5.7 - 
E: 1020** 

PSS385 nm: 1435 

D
ia

zo
ci

n
- 

5 405 47/53 7.3 - 
Z: > 10000 

PSS405 nm: 215 

6 405 25/75 3.7 - 
Z: > 10000 

PSS405 nm: 251 

7 405 60/40 1.5 - 
Z: > 399** 

PSS405 nm: 470 

 

* über 12 h thermisch stabil 

** Restaktivität > 33 % 

 

Da Diazocine im Gegensatz zu den Azobenzolen thermodynamisch stabil in der cis-Konfi-

guration vorliegen, profitiert das ganze Konzept der Photoschalter mit einer möglichen klini-

schen Anwendung davon. Während sowohl für die Azobenzol- als auch die Diazocin-Derivate 

die trans-Konfiguration als die aktive Form vermutet wird, liegen die Azobenzole in der trans-

Konfiguration thermisch stabil vor. Bei Bestrahlung würden die Azobenzole somit lediglich 

„ausgeschaltet“, die Diazocin-Derivate hingegen „angeschaltet“ werden. Für eine therapeuti-

sche Nutzung werden das Konzept der unwirksamen thermodynamisch stabilen Form sowie 

eine Aktivierung zur wirksamen thermodynamisch labilen Konfiguration angestrebt. 
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 Molecular Modeling 

Im molecular modeling zeigte sich eine effektvolle Konfigurationsänderung von trans zu 

cis, die mit einem Wirkverlust einhergehen sollte, da die cis-Diazocine nicht mehr innerhalb 

der Bindetasche binden sollten (s. Abbildung 3.4 stellvertretend für die Diazocine 5, 6, 7). 

 

Abbildung 3.4. Molecular modeling von Verbindung 5 im VEGFR2. 

A. Trans -Konfiguration von Verbindung 5 in der VEGFR2-Bindetasche mit Wasserstoffbrückenbindung zur 

hinge-Region (gelb). B. Darstellung der Bindungskonflikte (clash) bei cis-Konfiguration von 5 in der VEGFR2-

Kinase. Molecular modeling erstellt von Schmidt.[204]  

Da Proteine wie Kinasen auch in ihrer Bindetasche eingeschränkt flexibel sind, können 

geringfügige Molekül-Änderungen ausschlaggebend für die Wirkung sein. Im Falle des Koh-

lenstoffdiazocins 7 wurde im induced fit modeling eine Bindung in der cis-Konfiguration ge-

funden, im Gegensatz zu den schwefelverbrückten Diazocinen 5 und 6 (s. Abbildung 3.5). Der 

Bindungswinkel der cis-Schwefeldiazocine beträgt 76.1°, der Winkel der cis-Kohlenstoffdia-

zocine 85.8°. Im Falle der VEGFR2-Inhibition reicht dieser Unterschied aus, um eine Bindung 

in der Kinasedomäne zu verhindern bzw. zu ermöglichen. 
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Abbildung 3.5. Darstellung der Bindungswinkel vom Schwefel- und Kohlenstoff-Diazocin im VEGFR2. 

A. Induced fit modeling von Verbindung cis-5 (grün) und cis-7 (blau) in Überlagerung in der VEGFR2-Bindeta-

sche mit Wasserstoffbrücken (gelb) und sterischen Konflikten mit dem Protein (rot). B. Darstellung aus A mit 

Proteinoberfläche. Molecular modeling erstellt von Schmidt.[204]  
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Biologische Testung 

Zunächst wurden die synthetisierten Diazocin-Axitinib-Derivate 5, 6 und 7 nach photoche-

mischer Charakterisierung (s. Tabelle 3.1) auf der isolierten VEGFR2-Kinase getestet. Die 

Kinaseaktivität wurde über den ATP-Verbrauch durch die Phosphorylierung eines Substrats 

ermittelt und über Biolumineszenz ausgelesen (ADP-Glo von Promega). Für die Heterodia-

zocine 5 und 6 wurden dabei ein 47-facher Wirkunterschied (215 nM vs. >10000 nM) bzw. ein 

40-facher Wirkunterschied (251 nM vs. >10000 nM) von cis zum PSS bei 405 nm gemessen (s. 

Abbildung 3.6). Der tatsächliche Wirkunterschied liegt wahrscheinlich noch höher, da (Z)-5 

und (Z)-6 mit einem IC50 von über 10 µM nicht wirksam auf der VEGFR2-Kinase sind. Die 

nahezu identische Wirksamkeit vom Kohlenstoffdiazocin 7 bei Rotlicht oder Bestrahlung ist 

mit dem größeren Bindungswinkel des cis-Diazocins zu begründen, wodurch eine Bindung in 

(Z)-Konfiguration ermöglicht wird (s. Abbildung 3.5). Aufgrund der schlechten Löslichkeit der 

Verbindungen wurden 10 % DMSO im Kinaseassay eingesetzt. In der weiteren biologischen 

Testung wirkt sich ein hoher DMSO-Anteil (> 2 %) allerdings nachteilig auf das Zellwachstum 

aus.[206] 

 

Abbildung 3.6. VEGFR2-Kinaseassays der Diazocin-Axitinib-Derivate. 

A. Verbindung 5 unter kontrollierten Lichtbedingungen/Rotlicht (rot, IC50 = >10000 nM) und unter Bestrahlung 

von 405 nm (grün, IC50 = 215 nM) B. Kinaseaktivität nach Behandlung mit Verbindung 6 unter Lichtaus-

schluss/Rotlicht (rot, IC50 = >10000 nM) und Bestrahlung mit 405 nm (grün, IC50 = 251 nM) C. Kohlenstoffdia-

zocin 7 unter kontrollierten Lichtbedingungen (rot, IC50 = 399 nM bei 40 % Restaktivität) und nach Bestrahlung 

mit 405 nm (blau, IC50 = 470 nM). Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt von Heintze mit einer finalen ATP-Konzent-

ration von 10 µM und 10 % DMSO.[204,205]   
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Um den Einfluss der Testverbindungen auf das Humankinom bzw. auf eventuell andere 

adressierte Kinasen abzuschätzen, wurde Verbindung 5 als erfolgreichster Kandidat aus dem 

Kinaseassay im Pamgene-Kinase-Screening (s. Kapitel 6.4.7, S. 134) untersucht. Verwendet 

wurde HUVEC-Zelllysat, da HUVEC-Zellen ein gutes Modell für Angiogenesehemmer wie 

Axitinib darstellen.[207] 

 
Abbildung 3.7. Phosphorylierungsaktivität von HUVEC-Zelllysat als heat map. 

Phosphorylierungsprofil des HUVEC-Kinoms auf PTK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach 

Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 10 % 

DMSO (Negativkontrolle), (E)-Axitinib (Positivkontrolle), (Z)-5 oder dem PSS von 5 (erhalten nach Bestrahlung 

von (Z)-5 mit 405 nm). Die Wirkstoffkonzentration betrug 10 µM bei 10 % DMSO und n = 3. 

Im Kinom-Profiling von Pamgene (s. Abbildung 3.7) konnte im Gegensatz zu den VEGFR2-

Kinaseassays keine deutliche Inhibition von trans-5 (bzw. dem PSS) repliziert werden. Es be-

steht zwar ein geringer Unterschied im Phosphorylierungsprofil zwischen cis und trans, jedoch 

nicht annähernd so groß wie zwischen Positiv- (Axitinib) und Negativkontrolle (DMSO). In der 

box-plot-Darstellung (s. Abbildung 3.8) ist eine Kinomaktivität ähnlich zur DMSO-Kontrolle 

erkennbar (unbestrahlt und PSS). Im volcano plot (s. Abbildung 3.9) setzt sich ein geringer 

Aktivitätsunterschied fort, bei allerdings wenig signifikant beeinflussten Peptiden. Aufgrund 

der geringen Anzahl signifikant phosphorylierter Peptide wurde auf eine up-stream-Analyse 

verzichtet und ein erneutes Kinase-Screening mit erhöhter Wirkstoff- und DMSO-Konzentra-

tion durchgeführt. 
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Abbildung 3.8. Box-plot-Darstellung des Phosphorylierungsgrades aus Abb. 3.7 durch HUVEC Zelllysate. 

Waagerechte Linie auf Höhe des Medians der DMSO-Kontrolle zur besseren Vergleichbarkeit. Wirkstoffkon-

zentration je 10 µM. n = 3 

 

Abbildung 3.9. Signifikant beeinflusste Peptide im volcano plot.  

Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstärken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur 

DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstärken über 1.4 (entspricht dem Signifikanzniveau von p = 0.05) werden 

in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im Ver-

gleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen höheren Phosphorylierungsgrad.  
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Abbildung 3.10. Kinase Profiling mit erhöhter DMSO-Konzentration. 

A. Phosphorylierungsprofil des HUVEC-Kinoms auf PTK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden 

nach Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Zelllysate wurden behandelt mit entweder 

10 % DMSO (Negativkontrolle), (E)-Axitinib (Positivkontrolle), (Z)-5 oder dem PSS von 5 (erhalten nach Bestrah-

lung von (Z)-5 mit 405 nm) bei einer DMSO-Konzentration von 10 % und n = 2. 

Im zweiten Kinase-Screening wurden 20 µM Diazocin 5 eingesetzt, bei 10 % DMSO, um 

eine Ausfällung der Verbindungen zu vermeiden. Die Erhöhung der Konzentration hatte zwar 

auf der einen Seite eine leichte Erhöhung der Hemmwirkung der Diazocine auf das HUVEC-

Zelllysat zur Folge (s. Abbildung 3.10 und Abbildung 3.11). Auf der anderen Seite konnten 

auch mit der maximal möglichen Konzentration keine starken Effekte von bestrahltem Z-5 

gezeigt werden und es war nur eine geringe Differenz in der Kinomaktivität von Z-5 zu 5 (PSS) 

zu beobachten. Die Qualitätskontrolle mittels volcano plot ließ auch bei erhöhter Diazocinkon-

zentration keine up-stream-Analyse zu, da die beobachteten Effekte zu schwach waren (s. Ab-

bildung 3.12).   
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Abbildung 3.11. Box-plot-Darstellung des Phosphorylierungsgrades aus Abb. 3.10 durch HUVEC-Lysate 

bei 10 % DMSO. 

Waagerechte Linie auf Höhe des Medians der DMSO-Kontrolle zur besseren Vergleichbarkeit.  

 

Abbildung 3.12. Signifikant beeinflusste Peptide bei erhöhter DMSO-Konzentration.  

Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstärken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur 

DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstärken über 1.4 (entspricht dem Signifikanzniveau von p = 0.05) werden 

in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im Ver-

gleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen höheren Phosphorylierungsgrad.  
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Zusammenfassend lässt sich aus den bisherigen Experimentaldaten schlussfolgern, dass 

die Diazocin-Axitinib-Derivate bisher den größtmöglichen Kompromiss aus günstigen photo-

chemischen Eigenschaften und Wirksamkeit für photoschaltbare Kinaseinhibitoren bilden. 

Mit den Ergebnissen aus dem Kinom-Profiling von Pamgene bleiben jedoch Zweifel, ob die 

Diazocinderivate ihre Wirksamkeit über den Kinaseassay hinaus in zellulären in-vitro-Syste-

men beibehalten können. Das Diazocin 5 konnte unter Bestrahlung mit 405 nm nicht zur Wir-

kung der Positivkontrolle Axitinib aufschließen. Zwar könnte eine rein selektive Wirkung ge-

genüber VEGFR2 die Inkonsistenz von Kinaseassay zum Profiling erklären, nur fehlen für 

eine valide up-stream-Analyse die entscheidenden signifikant phosphorylierten Peptide (s. Ab-

bildung 3.9 und Abbildung 3.12). 

Auf den ersten Blick erscheinen Diazocine als ideale Verbindungen zur Integration einer 

Photoschaltbarkeit in biologische Wirkstoffkandidaten. Dem gegenüber bestehen bei näherer 

Betrachtung zum einen eine schlechte Löslichkeit der Verbindungen (in Abhängigkeit zu den 

Substituenten) in wässrigen Medien. Daraus resultiert auch eine schlechte Anwendbarkeit 

der Substanzen im Zellassay und weiteren biologischen Testungen. Zum anderen gibt es in-

zwischen erste Indizien für Diazocin-Protein-Addukte nach Bestrahlung.[208] Schwefelver-

brückte Diazocine könnten nach ersten NMR-Untersuchungen dazu neigen, Disulfidbrücken 

zu schwefelhaltigen Aminosäuren, wie z.B. Cystein, auszubilden. Kohlenstoffdiazocine wur-

den dahingehend noch nicht untersucht. Eine Aktivierung analog zu den Suizidinhibitoren 

könnte zwar ein neues Feld der Photopharmakologie eröffnen, sofern der kovalenten Bindung 

ein Wirkverlust des targets folgt, die reversible Photoschaltbarkeit wäre dadurch jedoch nicht 

mehr gewährleistet. Die Diazocine bereichern den Bestand der photoschaltbaren Systeme für 

biologische Wirkstoffe sinnvoll, bedürfen allerdings noch einer Optimierung und eindeutigen 

Anwendungsbeispielen, um in dem Gebiet der Photopharmakologie überzeugen zu können. 
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3.1.2 BRAFV600E-Inhibitoren 

 

Kinase-Kurzporträt BRAFV600E 

Name 
rapidly accelerated fibrosarcoma bzw.  

v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B 

Familie Serin-/Threonin-Kinase 

Funktion 
Phosphorylierung von MEK,[44]  

ferner Wachstum und Differenzierung[45] 

Therapeutische  

Relevanz 
malignes Melanom, chronisch myelomonozytäre Leukämie[40,41] 

Inhibition Dabrafenib, Vemurafenib[29,40] 

 

Die BRAFV600E-Kinase stellt in dieser Arbeit einen Sonderfall dar. Es handelt sich dabei 

nicht um eine extrinsisch überaktivierte Kinase, sondern um eine gain-of-function-Mutante.[45] 

Ausgelöst durch eine Punktmutation ist die BRAFV600E nicht mehr auf eine Phosphorylierung 

der übergeordneten RAS-Kinase angewiesen, um aktiviert zu werden. In der Konsequenz löst 

die BRAFV600E eine Daueraktivierung der nachfolgenden Signaltransduktionskaskade aus: 

das Zellwachstum wird stimuliert, die Zellen vermehren sich ungehemmt – Krebs entsteht.[209] 

Dadurch, dass sich die Mutante strukturell vom Wildtyp unterscheidet, kann eine selektive 

Inhibition für therapeutische Zwecke genutzt werden. BRAFV600E-Inhibitoren wie z.B. 

Vemurafenib überzeugen konzeptionell durch eine höhere Affinität zur Mutante gegenüber 

der Wildtyp-Kinase und sollten somit zu einer annehmbaren Verträglichkeit führen.[42,43] 
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Die Licht-kontrollierte Inhibition der BRAFV600E-Kinase 

M. W.H. Hoorens, M. E. Ourailidou, T. Rodat, P. E. van der Wouden, P. Kobauri, M. Kriegs, 

C. Peifer, B. L. Feringa, F. J. Dekker, W. Szymanski  

European Journal of Medicinal Chemistry 2019, 179, 133. 

DOI: 10.1016/j.ejmech.2019.06.042 

 

Abbildung 3.13. Azologisierung eines von Vemurafenib abgeleiteten Kinaseinhibitors. 

 

Mit der Zulassung von Vemurafenib begann ein weiteres Kapitel der Erfolgsgeschichte der 

smKIs.[43] Jedoch führte die gezielte Inhibition der BRAFV600E-Mutante zu einer teilweisen Ab-

sättigung der Heterodimere am BRAF-Wildtyp. Dies hatte eine paradoxe Aktivierung der 

Wildtypkinase und dadurch Rezidive in der Therapie zur Folge (s. Kapitel 1.2.2). Zur Über-

windung des BRAF-Paradoxes werden u.a. Strategien zur Erhöhung der Selektivität an 

BRAFV600E genutzt.[210] Abgeleitet von einem hochselektiven Kinaseinhibitor wurde in der fol-

genden Publikation die Sulfonamidfunktion unter Variation der Benzolsubstitution durch Ho-

orens azologisiert(s. Abbildung 3.13). Strukturell weist die cis-Konfiguration des BRAF-Schal-

ters zur Konfiguration der Vorlage eine hohe Homologie auf. Für das trans-Isomer dagegen 

wurde eine sterische Behinderung in der Kinasebindetasche aufgrund des erhöhten räumli-

chen Anspruchs vermutet. In der nachfolgenden Testung an der isolierten Kinase konnte ein 

11-facher Unterschied von der cis-Konfiguration (0.16 µM) im Vergleich zu trans (1.68 µM) 

ermittelt werden. Überraschenderweise setzte sich der Wirkunterschied im Zellexperiment 

auf BRAFV600E-positiven A375-Zellen nicht fort. Im Gegensatz zur Kontrolle wurde die Zellvi-

abilität nicht wesentlich herabgesetzt und auch ein Wirkunterschied der beiden Isomere 

konnte nicht nachgewiesen werden. Das anschließenden Pamgene-Kinase-Screening zeigte 

zwar einen Aktivitätsunterschied von trans (erhöht) zu cis (verringert) im Kinom von 

BRAFV600E-positiven SK-MEL-28-Zellen, jedoch auch eine stark erhöhte Kinomaktivität unter 

Einfluss der BRAF-Schalter (cis und trans) im Vergleich zur Negativkontrolle DMSO. Die 

https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.06.042
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stark erhöhte Phosphorylierung im Kinom-Profiling liefert einen möglichen Erklärungsansatz 

für die verringerte Zelltoxizität auf Melanomzellen, indem wahrscheinlich kompensative Aus-

weichrouten im Kinasenetzwerk eine erhöhte Phosphorylierungsaktivität verursacht ha-

ben.[211,212] Eine paradoxe Aktivierung der BRAFWT erscheint unwahrscheinlich, da beide Zell-

linien die gain-of-function-Mutante BRAFV600E enthalten und nicht den für das BRAF-Paradox 

benötigten Wildtyp. Im nachfolgenden molecular modeling konnte der gemessene Wirkunter-

schied beider Isomere an der Kinase durch die sterisch anspruchsvolle trans-Konfiguration 

verifiziert werden. 

Im Falle der photoaktivierbaren BRAF-Schalter lieferte das Pamgene-Kinase-Screening 

entscheidende Hinweise für die Inkongruenz von der Testung auf der isolierten Kinase (mä-

ßige Wirksamkeit, jedoch 11-facher Isomere-Wirkunterschied) und der Testung im Zellassay 

(keine Wirksamkeit, kein Wirkunterschied). Eine off-target-Identifizierung über eine up-

stream-Analyse konnte aufgrund schlechter Signalintensitäten mittels Kinom-Profiling jedoch 

nicht etabliert werden. 
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3.1.3 CK1-Modulatoren zur Beeinflussung des circadianen Rhythmus 

 

Kinase-Kurzporträt CK1 

Name Caseinkinase 1 (verschiedener Isoformen, z.B. α, δ oder ε) 

Familie Serin-/Threonin-Kinase 

Funktion 

Aufrechterhaltung der DNA-Replikation,[213] Zellzyklus,[214] Zell-

proliferation,[215,216] Regulierung des Estrogenrezeptors α[217],  

Circadianer Rhythmus,[218,219] und weitere[220,221] 

Therapeutische  

Relevanz 

verschiedene Krebserkrankungen, Schlafstörungen, neurodegene-

rative Erkrankungen[219,221,222] 

Inhibition verschiedene Kandidaten, bisher ohne Zulassung[29,223] 

 

Die CK1 übernimmt eine zentrale Rolle im Kinasenetzwerk einer menschlichen Zelle und 

ist somit an vielen verschiedenen physiologischen Prozessen beteiligt: von grundlegenden Auf-

gaben wie der Aufrechterhaltung der DNA-Replikation, über die WNT-vermittelte Zellprolife-

ration bis hin zu spezifischen Prozessen, wie der Regulierung des Estrogenrezeptors α (s. 

Kinase-Kurzporträt). 

Derzeitige Entwicklungen in unserer Arbeitsgruppe konzentrieren sich auf eine selektive 

Inhibition der δ- bzw. ε-Isoform. Bisher ist es aufgrund der großen Sequenzhomologie zwischen 

den beiden Isoformen noch nicht gelungen, mögliche Kandidaten in weiterführende in-vivo-

Studien einzubringen.[224,225]  
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Im Fokus der im Folgenden untersuchten Photoschalter stehen Modulatoren des circadia-

nen Rhythmus (CR), auch Chronomodulatoren genannt. Der CR ist maßgeblich abhängig von 

oszillierender Proteintranskription von CLOCK und BMAL1, welche wiederum die Transkrip-

tion von CRY- und PER1-Proteinen (CRY-PER1) steuern.[226,227] Weiterhin unterliegt die Ex-

pression von CRY-PER1-Proteinen zum einen einer Autoinhibition durch CRY-PER1-Expres-

sion und zum anderen einem CK1-katalysierten Abbau von PER1. Sowohl für CK1α als auch 

CK1δ konnte der PER1-Abbau beschrieben werden.[228,229] Hirota et al. konnten zeigen, dass 

Longdaysin (8) die Phasen des circadianen Rhythmus verlängert, sowohl in vitro auf Zelllinien 

und Organgeweben als auch in vivo in Zebrabärblinglarven. Der Wirkmechanismus von Long-

daysin wurde noch nicht gänzlich aufgeklärt, jedoch wird eine Phasenverlängerung aufgrund 

des verringerten PER1-Abbaus durch CK1-Inhibition diskutiert.[229] Deswegen wird im weite-

ren Verlauf auch nicht der Begriff der photoschaltbaren CK1-Inhibitoren verwendet, sondern 

der der photoschaltbaren Chronomodulatoren, da diese Bezeichnung treffender ist. Weiterhin 

wird der CR durch ERK1/2 MAPK reguliert, welche auch von Longdaysin beeinflusst wer-

den.[226,229] Additive Knockdowns vom CK1α, CK1δ und ERK2 verstärken die Phasenverlänge-

rung. Obwohl Longdaysin mit relativ schlechten IC50-Werten auf den isolierten Kinasen nicht 

als potenter Inhibitor bezeichnet werden kann (CK1α: 5.6 µM, CK1δ: 8.8 µM, ERK2: 52 µM), 

könnte eine gleichzeitige Blockade dieser Kinasen die entscheidende Rolle bei der Phasenver-

längerung spielen. Das Netzwerk aus Kinasen könnte nicht den Ausfall einer Kinase über-

kompensieren, da an mehreren Stellen gleichzeitig eine Inhibition induziert worden wäre. 

Auf Basis des Chronomodulators Longdaysin sollte eine photoschaltbare Beeinflussung des 

circadianen Rhythmus ermöglicht werden. Dazu wurde der Longdaysin-Grundkörper 

(N-Benzyl-9-isopropyl-9H-purin-6-amin) von Kolarski mit verschiedenen Azobenzolen sowie 

Arylazopyrazolen funktionalisiert (s. Abbildung 3.14).[230] Nach erfolgter initialer biologischer 

Testung wurden die Verbindungen im Pamgene-Kinom-Profiling untersucht. Zusätzlich wur-

den noch hoch potente CK1δ-Inhibitoren (Verbindung 11 und 12) im Kinase Screening als 

Kontrolle getestet, um zu prüfen, inwiefern eine CK1δ-Inhibition sich auf das Kinomprofil bzw. 

auf den circadianen Rhythmus auswirkt.  
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Abbildung 3.14. Übersicht verwendeter Chronomodulatoren und CK1-Inhibitoren. 

Longdaysin als bereits beschriebener Chronomodulator.[229] Chronoschalter 9 und 10 von Kolarski.[230] Potente 

CK1δ-Inhibitoren 11 von Baier[231] und 12 von Halekotte.[232]  

Photochemische und biologische Evaluierung 

Die Chronoschalter 9 und 10 wiesen in der photochemischen Charakterisierung günstige 

Parameter für eine anschließende biologische Testung auf (s. Abbildung 3.15). Das cis-Isomer 

konnte im PSS zu 87 % (9) oder 97 % (10) angereichert werden, bei einer Halbwertszeit in 

DMSO von über 95 h (9) bzw. 26 h (10). In der Testung auf der isolierten CK1α wurden leicht 

verbesserte IC50-Werte erzielt (9: 1.9 µM, 10: 3.0 µM, Longdaysin: 5.6 µM) sowie eine geringe 

aber unzureichende Photoschaltbarkeit von trans (wirksam) zu cis (unwirksam) um den Fak-

tor 4.5 (9) bzw. 8 (10). Zuletzt wurden die Verbindungen auf transfizierten U2OS-Zellen getes-

tet (U2OSBmal1-dLuc). Mit Hilfe von U2OSBmal1-dLuc lässt sich die phasenweise Aktivierung von 

BMAL1 durch eine gekoppelte Luciferaseaktivität mittels Biolumineszenz auslesen. Nach fünf 

Tagen wurden die Phasenunterschiede zu der nicht behandelten Negativkontrolle gemessen. 

Sowohl Verbindung 9 als auch Verbindung 10 wiesen eine positive Phasenveränderung auf (9: 
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9 h und 10: 19 h) genauso wie Longdaysin (14 h). Im Gegensatz zu Verbindung 9 (keine Schalt-

wirkung) konnte für Verbindung 10 eine photoschaltbare Beeinflussung des CR in der Zellkul-

tur gemessen werden (trans: 19 h vs. cis: 12 h). 

 

 

Abbildung 3.15. Biologische Testung der photoschaltbaren Chronomodulatoren. 

A. Isomerenanreicherung unter Bestrahlung mit 365 nm von bis zu 87 % cis-9. 4.5-facher Wirkunterschied im 

CK1α-Assay zwischen 9 ohne UV (1.91 µM) und mit UV (8.57 µM). Die Phasenänderung auf U2OSBmal1-dLuc ist 

verringert bei Verbindung 9 mit UV-Bestrahlung (9 h vs. 14 h). B. Isomerenanreicherung unter Bestrahlung mit 

365 nm von bis zu 97 % cis-10. 8-facher Wirkunterschied im CK1α-Assay zwischen 10 ohne UV (3.0 µM) und 

mit UV (24.0 µM). Die Phasenänderung auf U2OSBmal1-dLuc ist verringert bei Verbindung 10 mit UV-Bestrahlung 

(12 h vs. 19 h). Die Testung wurde durchgeführt von Kolarski.[230] 
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Kinom-Profiling 

Als nächstes wurde ein Pamgene-Kinom-Profiling (s. Methoden, Kapitel 6.4.7, S. 134) von 

den Verbindungen 9 und 10 unter kontrollierten Lichtbedingungen durchgeführt, um eventu-

elle Wirkmechanismen der Chronoschalter auf weitere Kinasen des menschlichen Kinoms zu 

entschlüsseln. Dazu wurde U2OS-Zelllysat mit den Inhibitoren inkubiert (spike-in), ggf. be-

strahlt und auf STK-Chips vermessen. 

 

Abbildung 3.16. Kinase-Screening von U2OS-Lysat und Verbindung 9. 

Phosphorylierungsprofil des U2OS-Kinoms auf STK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach 

Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 % 

DMSO (Negativkontrolle), Longdaysin (Positivkontrolle), (Z)-9 (erhalten nach Bestrahlung von (E)-14 mit 365 nm) 

oder (E)-14. Substanzkonzentration: 10 µM, n = 3. 

Die scheinbar vielversprechenden Ergebnisse aus dem ersten Experiment mit Verbin-

dung 9 (s. Abbildung 3.16) zeigten eine Abhängigkeit der Kinomposphorylierung zur Bestrah-

lung. Durch Bestrahlung mit 365 nm (cis-9) konnte ein Kinom-Profil erzeugt werden, äquiva-

lent zum Longdaysin-Profil. Ohne Bestrahlung (trans-9) ähnelt das Kinaseprofil der Behand-

lung dem der DMSO-Negativkontrolle. Zu beachten ist, dass die Einzelprofile dieses Versuchs-

laufs eine hohe Heterogenität aufwiesen (s. Anhang, Abbildung 8.2).Durch die große Streuung 

sind die Unterschiede mit einer größeren Unsicherheit belegt. Zur Qualitätssicherung wurden 
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die Phosphorylierungsgrade der behandelten Proben mit der DMSO-Kontrolle verglichen und 

gegen die Effektstärken aufgetragen (s. Abbildung 3.17). Während bei der Longdaysin-Probe 

Peptide sowohl mehr als auch weniger phosphoryliert vorlagen, wurden Peptide bei Behand-

lung mit dem Chronoschalter 9 überwiegend mehr phosphoryliert. Bedeutend dabei ist, dass 

die Peptidphosphorylierung bis auf eine Ausnahme nicht signifikant erfolgte (bei p = 0.05). Die 

Anforderungen zur Qualitätssicherung der Signale konnten nicht erfüllt werden, womit die 

Ergebnisse dieses Versuchslaufes als nicht valide angesehen werden. 

 

Abbildung 3.17. Volcano plot vom U2OS-Profiling mit Verbindung 9. 

Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstärken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur 

DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstärken über 1.4 (entspricht logarithmiert zur Basis 2 dem Signifikanz-

niveau von p = 0.05) werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren 

Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen höheren Phosphorylierungsgrad. 

n = 3 
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Obwohl im Vergleich zur DMSO-Kontrolle keine signifikanten Peptidphosphorylierungs-

unterschiede durch Verbindung 9 detektierbar waren, wurde Chronoschalter 10 unter kon-

trollierten Lichtbedingungen im Kinase-Screening aufgrund der besseren biologischen Eigen-

schaften auf den U2OSBmal1-dLuc getestet. In der heat map des Kinom-Profilings (s. Abbildung 

3.18) sind auch hier keine wesentlichen Unterschiede von U2OS-Lysat mit DMSO über Ver-

bindung 10 mit und ohne 365 nm-Bestrahlung bis zur Positivkontrolle Longdaysin erkennbar. 

 

Abbildung 3.18. Kinase-Screening von U2OS-Lysat und Verbindung 10. 

Phosphorylierungsprofil des U2OS-Kinoms auf STK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach 

Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 % 

DMSO (Negativkontrolle), Longdaysin (Positivkontrolle), (Z)-10 (erhalten nach Bestrahlung von (E)-10 mit 

365 nm) oder (E)-10. Substanzkonzentration: 10 µM, n = 3 
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Die Darstellung im volcano plot (s. Abbildung 3.19) zeigt, dass die Mehrheit der Peptide im 

Vergleich zur DMSO-Kontrolle nicht signifikant modifiziert wurden. Da auch die vermeintli-

che Positivkontrolle Longdaysin in den Kinomprofilierungen von den Verbindungen 9 und 10 

lediglich nicht signifikante Ergebnisse erzielte, stand zur Frage, ob in diesem Versuchsmodell 

bei einer Konzentration von 10 µM Longdaysin überhaupt messbare Ergebnisse erzielt werden 

können. 

 

Abbildung 3.19. Volcano plot vom U2OS-Screening mit Verbindung 10. 

Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstärken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur 

DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstärken über 1.4 (entspricht logarithmiert zur Basis 2 dem Signifikanz-

niveau von p = 0.05) werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren 

Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen höheren Phosphorylierungsgrad. 

n = 3. 

Um zu überprüfen, ob die Wirkung auf das U2OS-Kinom konzentrationsabhängig ist, wur-

den Longdaysin-Konzentrationen im Rahmen von 1–100 µM auf U2OS-Lysat gegeben und 

profiliert (s. Abbildung 3.20). Von 1 bis 50 µM zeigt sich eine tendenziell steigende Peptidphos-

phorylierung, also möglicherweise eine erhöhte Kinomaktivität. Bei 100 µM Substanzkonzent-

ration fällt der Phosphorylierungsgrad entgegen des Trends auf DMSO-Niveau. Mögliche Er-

klärungsversuche wurden nicht unternommen, da auch in diesem Fall die Peptidphosphory-

lierungen überwiegend nicht ausreichend signifikant waren (s. volcano plot im Anhang, Abbil-

dung 8.3). 
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Abbildung 3.20. Kinom-Profiling konzentrationsabhängiger Longdaysin-Effekte auf U2OS-Lysat. 

Phosphorylierungsprofil des U2OS-Kinoms auf STK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach 

Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 % 

DMSO (Negativkontrolle) oder Longdaysin in variablen, n = 2. 

Bisherige Kinase-Screenings wurden mittels spike-in-Methode durchgeführt, d.h. die Zel-

len wurden vor Substanzbehandlung lysiert. Dies hat den Vorteil, dass keine zusätzlichen bi-

ologischen Barrieren wie Membranen überwunden werden müssen und eine bessere Wieder-

findung der erwartbaren Effekte von Kinaseinhibitoren erzielt werden kann. Nachteilig dage-

gen ist, dass die Signaltransduktionskaskade unterbrochen wird und das Netzwerk aus Kina-

sen nicht mehr physiologisch interagieren kann. So können auch down-stream-Kinasen direkt 

vom Inhibitor angesprochen werden, was unter physiologischen Bedingungen (z.B. im Zellas-

say) so nicht passieren würde. Der Schluss liegt nahe, dass der CR nur bei intakten zellulären 

Vorgängen vollfunktional ablaufen kann, denn die phasenweise Transkription, Autoinhibition 

sowie Abbau von CLOCK-Proteinen und CRY-PER-Proteinen ist maßgeblich abhängig von der 

Aufrechterhaltung der Kompartimentierung vom Zellkern zur restlichen Zelle.  
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Als nächstes sollte überprüft werden, ob ein circadianer Modulator wie Longdaysin über-

haupt geeignet ist im Kinase-Screening untersucht zu werden bzw. ob sich die erwartbaren 

Effekte mit dem Profiling darstellen lassen. Dazu wurden U2OS-Zellen über verschiedene 

Zeiträume mit Longdaysin inkubiert. In Abhängigkeit der Inkubationsdauer wurde ein verän-

derter Phosphorylierungsgrad erwartet. Den aus Abbildung 3.21 entnehmbaren Ergebnissen 

lassen sich jedoch keine verwertbaren Aussagen ableiten. In der heat map ist ein schwach 

ausgeprägter zeitabhängiger Phosphorylierungsgrad zu erkennen und der volcano plot zeigt, 

dass es sich um überwiegend nicht-signifikante Veränderungen handelt mit dazu äußerst 

schwachen Effekten. Die bisherigen Resultate zeigen, dass sich die Longdaysin-vermittelten 

Effekte nicht in dem getesteten Setting darstellen lassen. Vermutlich eignet sich das Kinase-

Screening besser für potente Kinaseinhibitoren, um auswertbare Ergebnisse zu erzielen. Den 

erhofften Beitrag zu Entschlüsselung des Wirkmechanismus von Longdaysin und den photo-

schaltbaren Chronomodulatoren konnte das Kinom-Profiling in diesem Fall nicht leisten. 
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Abbildung 3.21. Screening von U2OS-Lysaten behandelt mit verschiedenen Longdaysininkubationen. 

A. Phosphorylierungsprofil des U2OS-Kinoms auf STK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach 

Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Zellen wurden behandelt mit entweder 2 % 

DMSO (Negativkontrolle) oder 10 µM Longdaysin über verschieden lange Inkubationszeiten B. Peptidphospho-

rylierungen aufgetragen nach Effektstärken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle 

im volcano plot. Effektstärken über 1.4 (entspricht logarithmiert zur Basis 2 dem Signifikanzniveau von p = 0.05) 

werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im 

Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen höheren Phosphorylierungsgrad. n = 3.  
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Zuletzt sollten noch bekannte CK1δ-Inhibitoren im Zusammenhang mit dem CR untersucht 

werden. Auch sollte ermittelt werden, ob ein Kinase-Screening von potenten und selektiven 

CK1-Inhibitoren nützliche Erkenntnisse für weitere Nachforschungen hervorbringt. Als po-

tente CK1δ-Inhibitoren wurden Verbindung 11 (IC50 = 90 nM)[231] und 12 (IC50 = 8 nM)[232] 

ausgewählt, da sie bereits charakterisiert und auf der CK1δ getestet wurden. U2OS-Zellen 

wurden mit den Inhibitoren für 48 h inkubiert (analog zur Zelltestung) und anschließend ly-

siert. Die Lysate wurden dann gemäß Kapitel 6.4.7 profiliert. U2OS-Lysat zeigte im Kinom-

Profiling eine verringerte Kinaseaktivität bei Behandlung mit Verbindung 11 oder (s. Abbil-

dung 3.22. A), wenn auch mit schwach ausgeprägten Effekten. Lesbarer visualisiert sind die 

Ergebnisse im volcano plot (s. Abbildung 3.22. B). Sowohl für Verbindung 11 als auch 12 sind 

die Peptide überwiegend weniger phosphoryliert im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, wenn 

auch nicht signifikant. Offen bleibt jedoch, ob die getesteten CK1-Inhibitoren 11 und 12 einen 

signifikant messbaren Einfluss auf U2OS-Lysat im spike-in-Experiment zeigen. Longdaysin-

behandelte U2OS-Zellen zeigen, wie schon in den vorherigen Kinase-Screenings, eine erhöhte 

Kinaseaktivität auf (überwiegend nicht signifikant). Die ermittelten Ergebnisse suggerieren, 

dass Longdaysin nicht als Kinaseinhibitor bezeichnet werden sollte, da Peptide überwiegend 

höher phosphoryliert vorliegen bzw. Kinasen aktiviert worden sind. Auch die geringen IC50-

Werte zwischen 5.6 und 8.8 µM schließen eine hochaffine Inhibition von CK1α/δ aus.  

Auch nach mehreren Versuchen gelang es nicht den Einfluss von (photoschaltbaren) Chro-

nomodulatoren mit Hilfe des Kinom-Profilings, durch z.B. spike-in-Inkubation oder Zellbe-

handlung, Variation von Substanzkonzentration oder Inkubationsdauer darzustellen. Weder 

die Verbindungen 9 und 10 noch die vermeintliche Positivkontrolle Longdaysin konnte signi-

fikante Effekte erzielen. Unklar bleibt, ob keine signifikanten Effekte dargestellt werden 

konnten, weil die Screening-Methode nicht sensitiv genug ist oder sich die vermittelten Effekte 

quantitativ nicht auf das Kinom auswirken. Zur Darstellung des CR und Screening von CK1-

Inhibitoren auf U2OS ist das Kinom-Profiling noch ungeeignet. 

Die Photoschaltbaren Chronomodulatoren 9 und 10 weisen annehmbare photochemische 

Eigenschaften sowie mäßige in-vitro-Effekte in der biologischen Testung auf (außerhalb des 

Kinom-Profilings). Die bisherigen Schalter sollten daher weiter optimiert werden, um eine 

verbesserte biologische Wirkung zu erreichen.  
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Abbildung 3.22. Vergleich von Longdaysin, Verbindung 11 und 12 im Kinom-Profiling von U2OS. 

A. Phosphorylierungsprofil des U2OS-Kinoms auf STK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach 

Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Zellen wurden behandelt mit entweder 2 % 

DMSO (Negativkontrolle), Longdaysin, Verbindung 11 oder 12 und anschließend lysiert. B. Peptidphosphory-

lierungen aufgetragen nach Effektstärken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle 

im volcano plot. Effektstärken über 1.4 (entspricht logarithmiert zur Basis 2 dem Signifikanzniveau von p = 0.05) 

werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im 

Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen höheren Phosphorylierungsgrad. Substanzkonzentration: 

10 µM, n = 3.  
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3.1.4 RET-DFG-out-Inhibitoren 

 

Kinase-Kurzporträt RET 

Name rearranged during transfection 

Familie Rezeptortyrosinkinase 

Funktion 
Zellwachstum und -differenzierung,[233] Entwicklung des zentralen 

und peripheren Nervensystems[234] 

Therapeutische  

Relevanz 

Morbus Hirschsprung bei Funktionsverlust,[234] verschiedene Krebs-

arten bei Überaktivierung, wie z.B. Schilddrüsenkarzinom oder 

CML[142,235–237] 

Inhibition Imatinib, Ponatinib[237] 

 

Die RET-Kinase gehört wie die VEGFR2 zu den Rezeptortyrosinkinasen und ist somit ab-

hängig von externen Stimuli wie extrazellulären Wachstumsfaktoren.[237] Einmal aktiviert, 

setzt die RET eine Signaltransduktionskaskade in Gang, an deren Ende überlebenswichtige 

Funktionen einer menschlichen Zelle stehen wie Zellwachstum und Zelldifferenzierung.[233] 

Die RET ist u.a. beteiligt an der Entwicklung des zentralen und peripheren Nervensys-

tems.[234] Ein erblich bedingter Defekt in der Funktionalität führt zum Morbus Hirschsprung, 

einer Darmerkrankung von Neugeborenen, die operativ kuriert werden muss.[238] Nicht nur 

eine Funktionsminderung kann bei der RET vorliegen, sondern auch eine Überaktivierung 

durch beispielsweise gain-of-function-Mutationen.[235,236] Eine Überregulierte RET-Kinase äu-

ßert sich in diversen Krebsarten, wie im Kinase-Kurzporträt beschrieben. Für das Szenario 

einer überaktiven RET-Kinase bieten sich smKIs an, wie z.B. Imatinib oder Ponatinib.[237] 

Aufgrund der Beteiligung an kritischen Prozessen wie der motoneuralen Entwicklung[234] 

eignet sich die RET-Kinase ideal für Untersuchungen mit Kinaseinhibitoren bzw. Photophar-

makolgiekonzepten, um die therapeutische Anwendbarkeit zu erhöhen. Auch Tiermodelle wie 

die Entwicklung von Zebrabärblinglarven stehen inzwischen für die Testung von RET-Inhibi-

toren zur Verfügung.[142]  
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Bereits 2015 veröffentlichte die Grötli-Gruppe den ersten bekannten photoschaltbaren 

(RET-)Kinase-Inhibitor.[101] Der RET-Schalter wies zwar solide photochemische Eigenschaften 

auf, konnte jedoch in der biologischen Testung nicht überzeugen, da sich die Wirkung nur um 

den Faktor 3.9 durch Bestrahlung verringern ließ. Nachdem der erste RET-Schalter in der 

DFG-in-Konformation der Kinase bindet, soll nun ein bekannter DFG-out-Inhibitor photo-

schaltbar funktionalisiert werden, um die erhöhte Selektivität bzw. Affinität zur DFG-out-

Konformation der RET mit den Vorteilen der Photoschaltung zu verknüpfen. In Anlehnung an 

den bereits zugelassenen (Multi-)Kinaseinhibitor Ponatinib wurde die Ethin-Funktion durch 

Xu aus der Grötli-Gruppe azologisiert (s. Abbildung 3.23, 14).[239] Fluor-Substituenten in ortho-

Stellung zur Azo-Funktion haben einen elektronenstabilisierenden Effekt, wodurch eine er-

höhte Halbwertszeit des metastabilen cis-Isomers vermutet wird (15).[96,97] Das Stilbenderivat 

16 wurde erzeugt, um die biologische Wirkung isolierter Isomere zu untersuchen, da beide 

Isomere thermodynamisch stabil sind. Es wird eine ähnliche Wirkung von Azo- und Stilben-

Schalter im biologischen Kontext erwartet. 

 

 

Abbildung 3.23. Getestete RET-Inhibitoren.  
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Photochemische Evaluierung 

In der photochemischen Evaluierung überzeugen die Photoschalter 14 und 15 durch hohe 

Schalteffizienzen (PSS > 85 %) und eine ausreichende Stabilität (s. Tabelle 3.2). Wie zu erwar-

ten war, hat das cis-16 eine weitaus höhere thermische Stabilität (aufgrund der Stilbenbin-

dung) im Vergleich zu den Heteroaryl-Azos 14 und 15. Bei Betrachtung der Stabilität der bei-

den Heteroaryl-Azos fällt auf, dass die Rückschaltung von 15 (2.9 % Zunahme des (E)-Isome-

renanteils) in DMSO geringer ist als die von 14 (10.8 %). Vermutlich haben die Fluor-Substi-

tuenten einen stabilisierenden Effekt auf das cis-Isomer, der jedoch nicht im Wässrigen zum 

Tragen kommt. In der Untersuchung der Rückschaltung im wässrigen Medium zeigt der 

Fluor-substituierte Azo 15 eine höhere Umsetzung von cis zu trans (24.0 %) als Verbindung 

14 (5.8 % Rückschaltung). Die Anregung der RET-Schalter erfolgte mit einer Wellenlänge von 

365 nm. 

Tabelle 3.2. Photochemische Charakterisierung der photoschaltbaren Ponatinib-Derivate.[239] 

 # λexc (nm) 
PSS (E/Z %), 

DMSO 

Rückschaltung 

(%), DMSO 

Rückschaltung 

(%), H2O 

P
o
n
a
ti
n
ib

 

13 - - - - 

A
zo

- 

14 365 10/90 10.8* 5.8* 

A
zo

- 

15 365 14/86 2.9** 24.0** 

S
ti
lb

e
n
yl

- 

16 365 n.b. 
> 3 Monate 

stabil 
n.b. 

 

* Zunahme des (E)-Isomerenanteils nach 30 h Inkubation 

** Zunahme des (E)-Isomerenanteils nach 24 h Inkubation 

n.b. nicht bestimmt 

 

Kinom-Profiling 

Im Folgenden wurden die synthetisierten Azo-RET-Schalter 14 und 15 im Pamgene-

Kinase-Screening (s. Methoden, Kapitel 6.4.7, S. 134) profiliert. Weitere biologische Daten zum 

Abgleich lagen zum Zeitpunkt des Profilings noch nicht vor. Nach der Testung der Azo-Schal-

ter und anschließender Validierung im VEGFR2-Assay wurde zuletzt der Stilben-RET-Schal-

ter 16 profiliert. Getestet wurden die Inhibitoren auf MCF-7-Lysaten aufgrund guter RET-

Expressionsraten.[240]   
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Abbildung 3.24. Kinom-Profiling von RET-Schalter 14. 

A. Phosphorylierungsprofil des MCF-7-Kinoms auf PTK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach 

Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 % 

DMSO (Negativkontrolle), Staurosporin (Positivkontrolle), (Z)-14 (erhalten nach Bestrahlung von (E)-14 mit 

365 nm) oder (E)-14. B. Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstärken gegen den Phosphorylie-

rungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstärken über 1.4 (entspricht logarithmiert 

zur Basis 2 dem Signifikanzniveau von p = 0.05) werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse 

zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen höhe-

ren Phosphorylierungsgrad. n = 3.  
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Die erste profilierte Verbindung 14 wies im Pamgene-Kinom-Profiling sowohl in cis als auch 

in trans eine ähnliche Aktivitätsminderung wie Staurosporin (Positivkontrolle) auf und setzt 

sich damit von der Negativkontrolle DMSO ab (s. Abbildung 3.24. A). Es konnte jedoch keine 

bestrahlungsabhängige Hemmung des Kinoms gezeigt werden. Trotz signifikanter Peptidin-

hibitionen (s. Abbildung 3.24. B) konnten in der up-stream-Analyse keine signifikant beein-

flussten Kinasen ermittelt werden. Aufgrund einer besseren Inhibition des MCF-7-Lysats 

wurde im Folgenden Ponatinib anstelle von Staurosporin als Positivkontrolle verwendet.  
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Abbildung 3.25. Kinase-Screening von Verbindung 15 auf MCF-7-Lysat. 

A. Phosphorylierungsprofil des MCF-7-Kinoms auf PTK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach 

Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 % 

DMSO (Negativkontrolle), Ponatinib (Positivkontrolle), (Z)-15 (erhalten nach Bestrahlung von (E)-15 mit 365 nm) 

oder (E)-15. B. Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstärken gegen den Phosphorylierungsgrad 

im Vergleich zur DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstärken über 1.4 (entspricht logarithmiert zur Basis 2 

dem Signifikanzniveau von p = 0.05) werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen 

geringeren Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen höheren Phospho-

rylierungsgrad. Substanzkonzentration: 10 µM, n = 3.  
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Als nächstes wurde Verbindung 15 (mit und ohne Bestrahlung) der DMSO- (Negativkon-

trolle) und Ponatinib-Behandlung (Positivkontrolle) im Profiling gegenübergestellt. Wie in der 

heat map (s. Abbildung 3.25. A) gut erkennbar, ist die Peptidphosporylierung bei Behandlung 

von (Z)-15 (also nach Bestrahlung mit 365 nm) geringer als bei (E)-15, dessen Kinomprofil eher 

dem der DMSO-Kontrolle ähnelt. Die signifikanten Peptidphosphorylierungen im volcano plot 

(s. Abbildung 3.25. B) unterstreichen ein valides Kinase-Screening mit ausreichend starken 

Effekten und zufriedenstellendem Signifikanzniveau (p ≤ 0.05). Dies würde entgegen der Er-

wartung bedeuten, dass das cis-Isomer eine höhere Inhibition des MCF-7-Lysats aufweist als 

das trans-Isomer, da das Profil von (Z)-15 mehr Übereinstimmungen mit dem von Ponatinib 

aufweist (als (E)-15 mit Ponatinib). Mittels up-stream-Analyse können aufgrund des Abgleichs 

der weniger phosphorylierten Peptide und dem Abgleich der PhosphoNet-Datenbank Rück-

schlüsse auf möglicherweise inhibierte Kinasen gezogen werden.[241–243] In der durchgeführten 

Analyse (s. Abbildung 3.26) zeigt die Behandlung mit (Z)-15 eine leicht erhöhte Inhibition der 

RET und des EGFR. Die VEGFR2 wird 3.6-fach potenter von dem trans-Isomer (NKS-

Wert = 18) inhibiert als von (Z)-15 (NKS-Wert = 5). Eine vermutlich erhöhte Affinität von (E)-

15 auf VEGFR2 gegenüber (Z)-15 wurde anschließend mittels VEGFR2-Kinase-assay vali-

diert. 

 

 

Abbildung 3.26. Up-stream-Analyse von Verbindung 15 im Kinase-Screening. 

Der normalized kinase statistic (NKS-Wert) beschreibt das zur Basis 2 logarithmierte Verhältnis der Probe zur 

(DMSO-)Kontrolle. Ein hoher NKS-Wert bedeutet eine hohe Inhibition der Kinase im Vergleich zur DMSO-

Kontrolle. Verglichen wurden Kinasen, die bei Behandlung eine signifikant (ausgefüllter Balken) verringerte Ak-

tivität zur DMSO-Kontrolle aufwiesen.   
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Abbildung 3.27. VEGFR2-Assay der RET-Schalter 14 und 15. 

A. Dosis-Wirkungs-Kurven von Ponatinib (IC50 = 7.0 nM), (E)-14 (IC50 = 75.5 nM) und (Z)-14 (IC50 = 88.2 nM) 

im VEGFR2-Kinase Assay B. Dosis-Wirkungs-Kurven von Ponatinib (IC50 = 7.0 nM), (E)-15 (IC50 = 157.2 nM) und 

(Z)-15 (IC50 = 105.4 nM) im VEGFR2-Kinase Assay. Bestrahlung durchgeführt bei 365 nm, 5 min und 

50 mW/well. 

Der VEGFR2-Kinaseassay sollte zeigen, ob eine photoresponsive Inhibition der VEGFR2 

mit den Azo-RET-Schaltern möglich ist. Weder für Verbindung 14 (s. Abbildung 3.27. A), noch 

für Verbindung 15 (s. Abbildung 3.27. B) konnte ein licht-induzierter Wirkunterschied zwi-

schen cis- und trans-Isomeren ermittelt werden. Aufgrund der nicht validierbaren up-stream-

Analyse und der erhöhten Kinominhibition von (Z)-15 entgegen der Erwartung wurde eine 

Experimentwiederholung des Kinase-Screenings von Verbindung 15 auf MCF-7-Lysat durch-

geführt. 
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Abbildung 3.28. Wiederholtes Kinom-Profiling des RET-Schalters 15.  

A. Phosphorylierungsprofil des MCF-7-Kinoms auf PTK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach 

Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 % 

DMSO (Negativkontrolle), Staurosporin (Positivkontrolle), (Z)-15 (erhalten nach Bestrahlung von (E)-15 mit 

365 nm) oder (E)-15. B. Peptidphosphorylierungen aufgetragen nach Effektstärken gegen den Phosphorylie-

rungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle im volcano plot. Effektstärken über 1.4 (entspricht logarithmiert 

zur Basis 2 dem Signifikanzniveau von p = 0.05) werden in Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse 

zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen höhe-

ren Phosphorylierungsgrad. Substanzkonzentration: 10 µM, n = 3.  
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Die Experimentwiederholung des Profilings von RET-Schalter 15 auf MCF-7-Lysat er-

zeugte andere Resultate als der erste Versuch. In der neuen heat map (s. Abbildung 3.28. A) 

lässt sich nun eine geringfügig erhöhte Kinomaktivität bei Lysatinkubation mit (Z)-15 im Ver-

gleich zu (E)-15 beobachten. Im vorangegangenen Experiment waren die Verhältnisse der Iso-

mere noch umgekehrt (trans höhere Peptidphosphorylierung als cis). Die Qualitätssicherung 

der Signale mittels volcano plot (s. Abbildung 3.28. B) lässt auf einen ebenfalls validen Ver-

suchsverlauf schließen, da genügend Peptide signifikant (weniger) phosphoryliert vorlagen. 

Die Unterschiede im Kinomprofil werden im box plot (s. Abbildung 3.29) nochmals veran-

schaulicht. Während die Isomerenunterschiede nur gering ausfallen, sind sie doch vom ersten 

Experiment zur Wiederholung gegensätzlich. Im ersten Versuch zeigt das trans-Isomer einen 

höheren Phosphorylierungsgrad als das cis-Isomer auf. In der Wiederholung weist das trans-

Isomer dagegen einen niedrigeren Phosphorylierungsgrad der Peptide auf. Die unterschiedli-

chen Phosphorylierungsgrade der DMSO-Kontrollen lassen sich durch verschieden Lysatchar-

gen begründen. Der Fortschritt einer Zellkultur, Tageszeit, Zellkonfluenz oder Anzahl der 

Passagen können Einfluss auf die Aktivität des Kinoms der Zellen haben und somit Schwan-

kungen im Kinom-Profiling erzeugen. Um die gemessenen widersprüchlichen Ergebnisse in 

Relation zu setzen, wurde als nächstes ein Profiling des Stilben-RET-Schalter 16 durchge-

führt. 

 

Abbildung 3.29. Vergleich der beiden Kinase Screenings des RET-Schalters 15. 

Box Plot-Darstellung beider Kinase-Screenings von Verbindung 15 auf MCF-7-Lysat. Waagerechte Linie auf 

Höhe des Medians von (Z)-15 (Wiederholung) zur besseren Vergleichbarkeit. Im ersten Experiment weist (Z)-15 

eine verringerte Peptidphosphorylierung auf. In der Experimentwiederholung weist dagegen (E)-15 eine verrin-

gerte Peptidphosphorylierung auf. Wirkstoffkonzentration je 10 µM, n = 3.  
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Wie schon in Kapitel 3.1.1 beschrieben, konnten für den Stilben-Schalter (Axitinib) zwar 

gute Wirkunterschiede zwischen cis- und trans-Isomer erzielt werden, jedoch keine reversible 

Photoschaltung in wässrigen Lösungsmitteln ohne Nebenreaktionen. Die Testung mit dem 

Stilben-RET-Schalter 16 sollte die Fragestellung klären, ob generell ein Isomerenunterschied 

von RET-Inhibitoren im Kinase-Screening messbar ist. Überraschenderweise sind die beo-

bachteten Effekte, die bisher am stärksten gemessenen Effekte von Photoschaltern in dieser 

Arbeit. In der heat map (s. Abbildung 3.30. A) ist das Profil von (E)-16 äquivalent zur Positiv-

kontrolle Ponatinib, das Profil von (Z)-16 äquivalent zur Negativkontrolle DMSO.  

Dieses Ergebnis stimmt mit der Erwartung eines wirksamen RET-Inhibitors in der trans-

Konfiguration überein. Im Kinaseassay auf der RET-Kinase konnte ein 84-facher Wirkunter-

schied von (E)-16 zu (Z)-16 ermittelt werden.[239] Erwähnenswert ist noch an dieser Stelle, wie 

wichtig die Verwendung von PamChips einer Charge ist. Bei dem Profiling der Stilbenderivate 

wurde prozessbedingt ein Mikrochip einer anderen Charge verwendet. Die Streuung zwischen 

den Chargen (s. Anhang Abbildung 8.4) war so groß, dass der Chip aus der separaten Charge 

ausgeschlossen wurde. Letztendlich konnte jedoch ein Isomerenunterschied im Kinase-Scree-

ning auch bei zwei technischen Replikaten gezeigt werden.  

Als Grund für den geringen Wirkunterschied der Azo-Isomere 14 und 15 bzw. eine nicht 

erbrachte Reproduzierbarkeit der Profiling-Ergebnisse kommt eine mögliche Reduktion von 

Azobenzolen in Anwesenheit von DTT oder Glutathion in Frage.[103] Eine Reduktion von Ver-

bindung 14 und 15 konnte experimentell bisher noch nicht beobachtet werden, jedoch fand die 

Messung lediglich bei RT statt (Reduktionen sind wahrscheinlicher bei erhöhten Temperatu-

ren, z.B. 37 °C).[239] Setzt man die Ergebnisse aus der vorliegenden Testung in den gesamtheit-

lichen Kontext der bisherigen Ergebnisse zu Photoschaltern auf Kinasen, so fällt auf, dass 

bisher kein hochpotenter Azoschalter publiziert wurde (maximal 11-facher Wirkunter-

schied[50]). Mit Axitinib[195] (43-facher Unterschied an der Kinase), dem Diarylethen von 

Branda[91] (25-facher Unterschied) und dem hier gezeigten Stilben-RET-Schalter 16 (84-facher 

Unterschied)[239] gibt es dagegen bereits mehrere Beispiele für potente photoresponsive Inhi-

bitoren. Abseits von möglichen Faktoren zur Aktivitätsminderung, wie Tautomerie oder Re-

duktion, kommt noch eine pH-Abhängigkeit in Frage. Unter Ausbildung chinoider Systeme 

zeigen Azobenzole eine pH-abhängige Stabilität des cis-Isomers.[244,245] Während pH-abhän-

gige Push-Pull-Systeme schon lange als pH-Indikatoren im Einsatz sind (z.B. Methylorange), 

wurden pH-abhängige Azo-Photoschalter ohne chinoide Systeme erst kürzlich beschrieben.[246] 

Bei direktem Vergleich der Wirksamkeit von Azo- und Stilben-Schaltern könnte eine Proto-

nierung der Azo-Funktion den Wirkverlust erklären. Weitere Untersuchungen sind vonnöten, 

um den Einfluss des pH auf photoschaltbare Azoverbindungen hinsichtlich photochemischer 

Charakteristika und biologischer Testung (Aktivitätsminderung im Kinaseassay und der Zell-

testung) zu evaluieren. 
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Abbildung 3.30. Kinom-Profiling des Stilben-RET-Schalters 16. 

A. Phosphorylierungsprofil des MCF-7-Kinoms auf PTK-Chips dargestellt als heat map. Die Peptide wurden nach 

Phosphorylierungsgrad von hoch (rot) zu niedrig (blau) sortiert. Lysate wurden behandelt mit entweder 2 % 

DMSO (Negativkontrolle), Staurosporin (Positivkontrolle), (E)-16 oder (Z)-16. B. Peptidphosphorylierungen auf-

getragen nach Effektstärken gegen den Phosphorylierungsgrad im Vergleich zur DMSO-Kontrolle im volcano 

plot. Effektstärken über 1.4 (entspricht logarithmiert zur Basis 2 dem Signifikanzniveau von p = 0.05) werden in 

Rot dargestellt. Negative Werte auf der Abszisse zeigen einen geringeren Phosphorylierungsgrad im Vergleich 

zur DMSO-Kontrolle, positive Werte einen höheren Phosphorylierungsgrad. Substanzkonzentration: 10 µM, 

n = 2.  
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3.2 Photoabspaltbare CDK2-Inhibitoren 

 

Kinase-Kurzporträt CDK2/Cyclin E1 

Name Cyclinabhängige Kinase 2 

Familie Serin-/Threonin-Kinase 

Funktion 
Regulation von Zellzyklus und Transkriptionsregulierung, z.B. Über-

gang von G0 zu G1, aber auch Proteinabbau[247–249] 

Therapeutische  

Relevanz 

verschiedene Krebserkrankungen wie z.B. Lungenkrebs,[250]  

Augenerkrankungen[251]  

Inhibition verschiedene Kandidaten, bisher ohne Zulassung[250,252,253] 

 

Die Cyclinabhängigen Kinasen sind unmittelbar beteiligt an elementaren Funktionen in 

der Zellphysiologie, wie z.B. der Regulation des Zellzyklus oder der DNA-Transkription 

(s. Kinase-Kurzporträt). Wie der Name schon vermuten lässt, ist die Funktion der CDK ab-

hängig von dem jeweiligen Cyclin.[254,255] Störungen innerhalb dieser Funktion können entwe-

der zum vorzeitigen Ende einer Zelle führen oder zur unkontrollierte Vermehrung (Krebs).[256] 

Die therapeutischen Maßnahmen in Form von CDK-Inhibitoren gestalten sich in der Entwick-

lung schwierig.[257] Ist die Aktivität eine Kinase mit einer elementaren Bedeutung und Ver-

flechtung im Netzwerk, wie CDK2, gestört, kann das eine sich potenzierende Kettenreaktion 

in Form von schweren Nebenwirkungen zur Folge haben, wie z.B. starkes Erbrechen oder ver-

änderte hämatologische Parameter. Dennoch gibt es bereits einige zugelassene CDK-Inhibito-

ren (CDK4 und 6), wie Palbociclib oder Abemaciclib (beide gegen Brustkrebs).[29,253] Kinase-

inhibitoren gegen andere CDKs befinden sich derzeitig in Entwicklung und in klinischen Stu-

dien.[258–260] 
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3.2.1 DMNB-geschützter Inhibitor 

Der ausgewählte CDK2-Inhibitor AZD5438 eignet sich ideal zur Anwendung des photo-

pharmakologischen Konzepts mittels PPGs, da der Inhibitor bereits in der präklinischen Tes-

tung ein sehr gutes Wirkprofil bewies.[257,261,262] Die starken Nebenwirkungen in der Therapie 

führten zum vorzeitigen Ende der Zulassungsverfahren und bilden den Anfang unserer Ent-

wicklung eines photoresponsiven CDK2-Inhibitors. Ein ungünstiges Nebenwirkungsprofil ist 

dabei kein Hindernis in der Entwicklung, sondern eine Chance, da der hochwirksame Inhibitor 

geschützt mit einer PPG biologisch bzw. pharmakologisch inaktiv sein soll und seine Wirkung 

nur bei Bestrahlung am Wirkort, in diesem Fall am Tumor, entfalten soll (s. Abbildung 3.31). 

Als PPG hat sich in dieser Arbeitsgruppe die 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl-Abgangsgruppe 

(DMNB) etabliert[125,139,140,263], die den Ausgangspunkt der folgenden Untersuchungen dar-

stellt. 

 

 

 

Abbildung 3.31. Photoabspaltung der Verbindung 18 bei Bestrahlung von 365 nm. 

Der vorliegende CDK2-Inhibitor AZD5438 wurde von Döbber DMNB-geschützt und photochemisch charakteri-

siert.[263] 
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Molecular modeling 

Im molecular modeling erwies sich das sekundäre Amin von AZD5438 ideal zum Schützen 

mittels PPG, da über dieses Amin und dem benachbarten Imidazol die essenziellen Wasser-

stoffbrückenbindungen zur hinge-Region ausgebaut werden (s. Abbildung 3.32. A). Nach einer 

Kombination von AZD5438 mit der DMNB-PPG, ist der sterische Anspruch zu groß, als dass 

die Verbindung noch in die Bindetasche passt oder entscheidende Wasserstoffbrücken ausbil-

den kann (s. Abbildung 3.32. B). Eine Blockade dieser elementaren Bindung über eine DMNB-

Schutzgruppe sollte einen Wirkverlust der geschützten Verbindung 18 zur Folge haben, den 

es im Kinaseassay zu beweisen galt. 

 

 

Abbildung 3.32. Molecular modeling von AZD5438 (17) und Verbindung 18 in der CDK2/Cyclin E1. 

A. AZD5438 in der Bindetasche der CDK2 mit Wasserstoffbrückenbindungen zur hinge-Region, dargestellt in 

Schwarz. B. 18 in der Bindetasche von CDK2 mit sterischen Konflikten, dargestellt in Rot. PDB: 4FKO[264]. Mo-

deling-Studien durchgeführt von Döbber.[263] 
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Photochemische Untersuchung 

Von grundlegender Wichtigkeit für die Anwendbarkeit des genutzten caging-Konzepts ist 

die Abspaltung der PPG mit einer relativ geringen Bestrahlungsintensität, um Zell- und Ge-

webeschäden zu vermeiden sowie eine ausreichend schnelle Freisetzung zu erhalten. Die 

DMNB-Schutzgruppe erfüllt die Erwartungen durch eine vollständige Freisetzung des Inhi-

bitors von AZD5438 nach bereits einer Minute bei einer Bestrahlung von 5 % Intensität 

(50 mW/well, s. Abbildung 3.33). Zusätzlich sind bei Bestrahlung keine Nebenprodukte aufge-

treten, die problematisch in der biologischen Testung werden könnten. Weiterhin untersucht 

wurde die Bestrahlungsstabilität des Inhibitors bei 365 nm (Inhibitor ist stabil über eine Be-

strahlungsdauer von 10 min) und die Stabilität der geschützten Verbindung 18 bei 37 °C in 

DPBS-Puffer (Verbindung ist stabil über eine Dauer von 48 Stunden).[263] 

 

Abbildung 3.33. Photoabspaltung von 1 mM der Verbindung 18 bei Bestrahlung mit 365 nm, 

50 mW/well.  

Durchgeführt von Döbber, n = 2.[263] 

Biologische Testung 

Nach der erfolgreichen photochemischen Charakterisierung konnte der geschützte CDK2-

Inhibitor im biologischen Setting getestet werden. Die Kinaseaktivität wird über den ATP-

Verbrauch der Kinasereaktion gemessen (Promega).[265] Für die erfolgreiche Kinasereaktion 

der CDK2 obligat ist ein Cyclin, wie in diesem Fall Cyclin E1. Der Referenzwert (IC50 = 6 nM) 

von AZD5438 konnte im Biolumineszenz-Assay (ADP-Glo) repliziert werden (IC50 = 

2.8 nM).[261] Durch Bestrahlung mit 365 nm der auf der Kinase inaktiven Verbindung 18 

(IC50 = 4798 nM) konnte die biologische Aktivität auf der CDK2 vollständig wiederhergestellt 

werden (IC50 = 5.6 nM, s. Abbildung 3.34). Durch die Kombination von AZD5438 mit DMNB 

konnte ein Wirkunterschied um den Faktor 850 erzielt werden (unbestrahlt vs. bestrahlt). 
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Abbildung 3.34. Biologische Testung von DMNB-AZD5438 mit und ohne Bestrahlung. 

A. Kinaseassay mit der CDK2/Cyclin E1. AZD5438 (IC50 = 2.8 nM), 18 (IC50 = 4798 nM), 18 mit Bestrahlung 

(IC50 = 5.6 nM), (n = 3). B. Zellproliferationsassay von Panc89 mit Resazurin. AZD5438 (IC50 = 0.8 µM), 18 

(IC50 = >10 µM), 18 mit Bestrahlung (IC50 = 0.5 µM), (n = 3). Bestrahlung durchgeführt bei 365 nm, 5 min und 

50 mW/well. 

Da die CDK2 eine Rolle in der Onkogenese spielt[250,266], wurden die Kandidaten auf der 

Pankreaskarzinomzelllinie Panc89 getestet. Im Zellproliferationsassay reduzieren die Mito-

chondrien der Panc89 blaues Resazurin zum violetten Resorufin.[267] Die Zellproliferation kann 

dabei von 100 % über 0 % (kein Wachstum) auch bis zu -100 % (Zelltod) betragen. Verbin-

dung 18 kann als biologisch inaktiv angesehen werden mit einem IC50 >10 µM. Der Abfall bei 

hohen Konzentrationen könnte durch Ausfällung der Substanz verursacht worden sein. Nach 

Bestrahlung mit 365 nm wurde die Potenz um mindestens den Faktor 20 erhöht 

(IC50 = 0.5 µM), vergleichbar mit der Referenz AZD5438 (IC50 = 0.8 µM). Der tatsächliche 

Wirkunterschied könnte tatsächlich noch um einiges höher sein, wenn die Löslichkeit der ge-

schützten Verbindungen keinen limitierenden Faktor darstellen würde. In beiden Fällen 

(Kinase- und Zellassay) konnte eine eindeutige Wirkminderung durch das Einbringen der 

DMNB-PPG gezeigt werden und die biologische Aktivität vom Referenzinhibitor nach Be-

strahlung wiederhergestellt werden. 

Nach den erfolgversprechenden Ergebnissen aus der Testung des DMNB-geschützten 

CDK2-Inhibitors wurde anschließend die photolabile Schutzgruppe variiert, um die Anre-

gungswellenlänge zur Abspaltung weiter in die Nähe des bio-optischen Fensters zu verschie-

ben. 
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3.2.2 BODIPY-geschützter Inhibitor 

Die eingeschränkte Verwendbarkeit von BODIPY als Photoschutzgruppe in biologischen 

Anwendungen aufgrund von Singulettsauerstoffproduktion 

T. Rodat, M. Krebs, A. Döbber, B. Jansen, A. Steffen-Heins, K. Schwarz, C. Peifer 

Photochemical & photobiological sciences: Official journal of the European Photochemistry As-

sociation and the European Society for Photobiology 2020 

DOI: 10.1039/D0PP00097C 

Die Erweiterung der Wellenlänge in Richtung des bio-optischen Fensters ist eine der größten 

Herausforderungen in der Verwendung von Photoschutzgruppen. Typisch für organische Ver-

bindungen steigt die Absorptionswellenlänge mit Zunahme der delokalisierten Elektronen-

paare. Soll somit das Absorptionsspektrum ins bio-optische Fenster verschoben werden, wird 

auch zwangsläufig das Molekulargewicht erhöht, sodass wichtige physikochemische Parame-

ter wie die Löslichkeit verschlechtert und somit wird auch die biologische Anwendbarkeit ein-

geschränkt werden. Das BODIPY-Molekül eignet sich gut für erste Konzeptstudien in diesem 

Zusammenhang, da es synthetisch relativ einfach zugänglich und vielseitig variierbar ist. 

In der folgenden Publikation wurde AZD5438 mit einem meso-Methyl-BODIPY geschützt 

und sowohl photochemisch als auch biologisch charakterisiert. Die Abspaltung der Verbindung 

verläuft dabei in DMSO entsprechend den Erwartungen nicht jedoch im wässrigen Medium, 

da die geschützte Verbindung ohne Wiederfindung von Reaktionsprodukten durch Bestrah-

lung abgebaut wird. Allem Anschein nach wird im Wässrigen die Substanz umgesetzt, ohne 

den Inhibitor äquimolar freizusetzen. In der biologischen in-vitro-Testung zeigte die ge-

schützte Verbindung auf der isolierten CDK2-Kinase keine Wirkung nach Bestrahlung, jedoch 

zeigte sich bei der in-vitro-Zelltestung ein überraschender Wirksamkeitssprung über die Wir-

kung des Referenzinhibitors AZD5438 hinaus. Nicht nur die geschützte Verbindung, sondern 

auch die Schutzgruppe selbst zeigte eine höchstpotente antiproliferative Wirkung. Ein Apopto-

seassay deckte einen unterschiedlichen Wirkmechanismus der geschützten Verbindung bzw. 

Schutzgruppe unter Bestrahlung (Nekrose) im Gegensatz zum Referenzinhibitor (Apoptose) 

auf. Die BODIPY-Derivate zeigten im ESR-Versuch eine radikalische Aktivität, die sowohl 

den Abbau der Verbindung, als auch den veränderten Wirkmechanismus im Zellexperiment 

erklärt. Im Diphenylisobenzofuran-Assay konnte anschließend die Freisetzung von Singulett-

sauerstoff unter Bestrahlung nachgewiesen werden, welche typisch für BODIPY-Derivate ist. 

Singulettsauerstoff ist maßgeblich wirkverantwortlich in der photodynamischen Therapie und 

höchstwahrscheinlich auch in diesem Fall für den Wirksamkeitssprung über die Wirkung des 

Referenzinhibitors hinaus.  

https://doi.org/10.1039/D0PP00097C
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Aufgrund nicht-nachweisbarer Reaktionsprodukte aus der Abspaltungsreaktion, Photoab-

bau, Instabilität im Wässrigen sowie der biologischen Aktivität der Schutzgruppe ohne Inhi-

bitor eignet sich das vorliegende Konzept nicht im Sinne einer Photoabspaltung. Die gewon-

nenen Erkenntnisse können dennoch genutzt werden, um BODIPY-Derivate weniger als 

Schutzgruppe zu verwenden, sondern viel mehr als label, um gezielt tumorspezifische Struk-

turen zu adressieren und anschließend bei Bestrahlung zu zerstören (s. Abbildung 3.35). 

 

 

Abbildung 3.35. Abspaltungskonzept mit der DMNB-PPG im Vergleich zur BODIPY-PPG. 

Oben: Der Kinaseinhibitor AZD5438, geschützt mit DMNB, wird nach Bestrahlung mit 365 nm freigesetzt und 

hemmt das Zellwachstum aufgrund der CDK2-Inhibition (s. Kapitel 3.2.1). Unten: Die Bestrahlung des BODIPY-

geschützten Inhibitors mit >500 nm führt zur Nekrose durch Freisetzung von Singulettsauerstoff und weiterhin 

zum Abbau der Verbindung durch radikalische Prozesse.  
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4 Zusammenfassung 

Auf den ersten Blick ergeben sich innovative Anwendungsszenarien im Einsatz von photo-

aktivierbaren Arzneistoffen: eine orts- und zeitabhängige Wirkung je nachdem, wo bestrahlt 

wird, ein verringertes Nebenwirkungspotenzial und bessere Verträglichkeit bei gleichzeitig 

erhöhter Dosisgabe oder auch eine bessere Umweltverträglichkeit. 

Diesen vielfältigen Chancen photopharmakologischer Konzepte, wie Schaltung, Abspal-

tung oder Photosensibilisatoren, stehen auf den zweiten Blick jedoch eine Reihe von Grenzen 

gegenüber, die es immer noch zu überwinden gilt. Der aktuelle Forschungsfortschritt jedes 

einzelnen Konzepts steht dabei im klaren Zusammenhang mit der Historie, also dem Zeitraum 

der bestehenden wissenschaftlichen Anstrengungen, photoresponsive Moleküle therapeutisch 

zu nutzen. Während die photodynamische Therapie auf eine relativ lange Historie zurückbli-

cken kann, mit bereits zugelassenen Wirkstoffen wie Porfimer, steckt die Photoschaltung noch 

in der Grundlagenforschung und zielt auf erste erfolgreiche Tierversuche ab. Die Photoabspal-

tung ordnet sich zeitlich und im Stand der Entwicklung zwischen den beiden eben genannten 

Konzepten ein. Hier gibt es bereits erfolgreiche Studien im Tiermodell und die Bestrebungen 

gehen in Richtung (prä-)klinischer Studien. Als Beispiel sei hier die Ausgründung von Lu-

mento Therapeutics (Groningen, NL) von Feringa genannt. Obwohl die Feringa-Gruppe einen 

deutlichen Forschungsschwerpunkt auf Photoschaltung legt, werden bei Lumento photoab-

spaltbare Wirkstoffe präklinisch getestet und auf ihrem Weg durch mögliche Zulassungsver-

fahren begleitet.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen nicht nur Rückschlüsse auf die Weiterentwicklung von 

photopharmakologischen Konzepten zu. Es wurde auch das Kinom-Profiling von Pamgene nä-

her untersucht und auf eine mögliche Anwendung in der Testung von Kinaseinhibitoren ge-

prüft.  
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4.1 Photopharmakologische Konzepte 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden anfänglich die Konzepte von Photoschaltung und Photo-

abspaltung untersucht, wobei zuletzt im Projekt BODIPY (Kapitel 3.2.2) auch photodynami-

sche Effekte erforscht wurden. 

Im ersten Teil wurden zwei Stilben-Derivate, mehrere Azobenzol-Derivate und ein Dia-

zocin-Derivat (im Kinom Profiling) biologisch untersucht. Die Stilben-Schalter waren dabei 

stets den Azo-Verbindungen in der biologischen Wirksamkeit überlegen, wogegen sich die Azo-

Verbindungen durch eine reversible Schaltung in wässrigen Medien auszeichnen. Bisher ist 

es nur den Diazocin-Kandidaten gelungen, beide Eigenschaften zu vereinen, jedoch mit Ein-

schränkungen in der Löslichkeit in wässrigen Medien.  

Der bereits zugelassene Kinaseinhibitor Axitinib wies vielversprechende photochemische 

Eigenschaften in organischen Lösungsmitteln auf.[195] In wässrigen Medien kann zwar keine 

reversible Schaltung ohne Nebenreaktionen mehr ablaufen, dennoch kann das Konzept zur 

Photoaktivierung genutzt werden. Die [2+2]-Cycloaddition tritt lediglich bei der Bestrahlung 

von trans-Axitinib auf. Wird hingegen das unwirksame cis-Axitinib mit 385 nm bestrahlt, 

kann die vollständige biologische Wirkung von Axitinib sowohl auf der Kinase als auch im 

Zellassay wiederhergestellt werden. Ermöglicht wurden die biologischen Ergebnisse nur durch 

den Einsatz unter kontrollierten Lichtbedingungen. Während die Energie aus dem Laborlicht 

nicht reicht, um PPGs abzuspalten, führt Umgebungslicht schnell zu einer Isomerisierung der 

Photoschalter, sodass nur noch das PSS getestet wird. Mit den ausgebauten Laborbedingun-

gen konnten nun weitere lichtsensitive Photoschalter biologisch getestet werden.  

Die Azologisierung der Stilbenfunktion im Falle des Azo-Axitinibs (2) erwies sich nicht als 

erfolgreich, da eine Azo-Hydrazon-Tautomerie zu einer sehr schnellen Rückisomerisierung 

führte, die eine biologische Testung verhindert.[203] Die daraus resultierenden Azobenzol-De-

rivate 3 und 4 wiesen zwar eine grundlegende VEGFR2-Inhibition auf, allerdings unter Ver-

lust der Schaltwirkung, da die Azo-Funktion außerhalb der Bindetasche frei isomerisieren 

kann ohne die Bindung des Inhibitors zu beeinflussen.[204] Mithilfe der verbrückten Azobenzole 

(Diazocine 5, 6 und 7) wurde der photoschaltbare Axitinib-Abkömmling konzeptionell aufge-

wertet. Während bei Azo-Derivaten 2, 3 und 4 die thermodynamisch stabile Konfiguration 

(trans) auch die wirksame Form ist, verhält es sich bei den Diazocinen 5, 6 und 7 umgekehrt, 

das wirksame trans-Isomer ist metastabil.[204] Die Stilbene (also Axitinib) stellen eine Aus-

nahme dar, da beide Isomere genügend stabil sind und nicht in einem therapeutisch relevan-

ten Zeitraum rückisomerisieren. Mit überzeugenden photochemischen Eigenschaften, wie ei-

ner höheren Anregungswellenlänge, ausreichender Halbwertszeit und gutem PSS, zeigten die 

Diazocin-Derivate mit Verbindung 5 die bisher größten Wirkunterschiede (40-fach, cis zu 
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trans) auf einer Proteinkinase.[205] Die überzeugenden Testdaten auf VEGFR2 konnten jedoch 

nicht im selben Maße im Kinom-Profiling repliziert werden. Die dort gemessenen Effekte wa-

ren relativ schwach, sodass auch keine off-target-Identifizierung erfolgte. Immerhin: Basie-

rend auf den ermittelten Wirkunterschieden auf der isolierten Kinase stellen die Axitinib-Di-

azocine die bisher effektivsten Kinaseschalter dar. Begrenzt wird die Anwendbarkeit der Dia-

zocine durch eine schlechte Wasserlöslichkeit, was nachteilig für bevorstehende Zelltestungen 

oder Tierversuche ist. Auch muss noch geklärt werden, ob uneingeschränkt (Hetero-)Diazocine 

verwendet werden können oder ob irreversible Reaktionen mit Proteinen zu einer verminder-

ten Wirksamkeit führen können. Da die Diazocine eine noch „junge“ Möglichkeit darstellen, 

Inhibitoren zu funktionalisieren, sind weitere Forschungsbemühungen vonnöten. 

Mithilfe eines photoschaltbaren BRAFV600E-Inhibitors (s. S. 58) sollte ein nützliches Werk-

zeug entwickelt werden, um der Problematik des BRAF-Paradoxons gerecht zu werden. Es 

konnte ein photoschaltbarer BRAF-Inhibitor synthetisiert werden, der einen bis zu 11-fachen 

Wirkunterschied zwischen den Isomeren an der Kinase aufwies – der bisher höchste publi-

zierte Wirkunterschied eines Azo-funktionalisierten Kinaseinhibitors.[50] Jedoch ließ sich die 

Photoschaltbarkeit nicht im Zellmaßstab replizieren. Untersuchungen des Zellkinoms deckten 

die mangelnde Zytotoxizität auf, wonach eine breite paradoxe Kinomaktivierung über kinome 

reprogramming zum Zellwachstum führt. 

Weiterhin wurden in dieser Arbeit Modulatoren und Photoschalter des circadianen Rhyth-

mus (CR) untersucht. Charakteristisch für diese Wirkstoffkandidaten ist eine messbare Ver-

längerung des CR im Zellmaßstab. Wie bereits in Kapitel 3.1.3 diskutiert, bleibt jedoch ein 

direkter Zusammenhang der Verlängerung des CR mit einer CK1-Inhibition umstritten. Die 

getesteten Azobenzol-Schalter 9 und 10 waren in der Lage im geringen Umfang den circadia-

nen Rhythmus je nach Bestrahlung zu verlängern. Ein möglicher Mechanismus auf Kinase-

ebene konnte mit dem Kinom-Profiling jedoch nicht gezeigt werden. Nicht nur waren die Iso-

merenunterschiede im Screening nicht messbar, auch die Positivkontrolle erbrachte keine zu-

friedenstellenden Signale. 

Die Testung von RET-Inhibitoren erfolgte auf der Weiterentwicklung bereits bekannter 

RET-Schalter.[101] Trotz guter photochemischer Eigenschaften wie einem sehr guten PSS, 

konnten die Azo-Schalter im Kinom-Profiling nicht die erwarteten Effekte zeigen. Demgegen-

über stehen die sehr deutlichen Isomerenunterschiede im Kinase-Screening von der Testung 

der Stilben-Derivate. So gelang es, einen erheblichen Wirkunterschied von cis- (unwirksam) 

zu trans-Stilben (wirksam) zu zeigen. Der zeitgleich absolvierte RET-Kinaseassay verifizierte 

die Resultate aus dem Profiling mit einem 84-fachen Wirkunterschied beider Isomere. 
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Der Vorteil von Photoschaltern gegenüber der Abspaltung von PPGs liegt auf der Hand, da 

bei der einmaligen Aktivierung von inaktiven Schaltern keine Nebenprodukte entstehen (im 

Gegensatz zu den freigesetzten PPGs, die bei der Photoabspaltung entstehen). Jedoch werden 

auch weiterhin große Forschungsaufwendungen in die Entwicklung photoschaltbarer Arz-

neistoffe fließen müssen. Angesichts dieser recht jungen Disziplin innerhalb der Photophar-

makologie gibt es hingegen noch genug Potenzial für den Erfolg bis hin zur Zulassung eines 

photoschaltbaren Arzneimittels, da immer mehr Arbeitsgruppen im Feld der Photoschaltung 

publizieren. 

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden photoaktivierbare CDK-Inhibitoren durch Abspal-

tung einer PPG im biologischen Kontext untersucht. Für den DMNB-geschützten CDK2-Inhi-

bitor 18 konnte eine 850-fache Wirkverstärkung unter Bestrahlung mit 365 nm beobachtet 

werden. Im Zellassay fiel der Wirkunterschied mit dem Faktor von 20 nicht so deutlich aus, 

jedoch nur, weil die geschützte Verbindung in der höchsten Konzentration ausgefallen ist. Un-

ter der Annahme einer komplett inaktiven Verbindung limitiert die begrenzte Löslichkeit den 

tatsächlichen Wirkunterschied, der wahrscheinlich noch über einem Faktor von 20 liegt. Im 

Gegensatz zu den Photoschaltern liegt in diesem Beispiel ein beachtliches therapeutisches Po-

tenzial, da ein photoaktiverbarer CDK2-Inhibitor bei gezielter Bestrahlung erhebliche Tumor-

schäden erzielen kann und nicht bestrahlt im restlichen Verteilungsvolumen im Körper inak-

tiv vorliegen würde. Im Gegensatz zu den Photoschaltern wird bei der Abspaltung der PPG 

ein zusätzlicher Metabolit freigesetzt, den es zu charakterisieren gilt. 

Ein DMNB-geschützter Kinaseinhibitor wird bei 365 nm aktiviert. Um an therapeutischer 

Relevanz zu gewinnen, sollte die Anregungswellenlänge im bio-optischen Fenster (600–

900 nm) liegen oder zumindest rotverschoben sein (~500 nm). Mithilfe eines BODIPY-ge-

schützten CDK2-Inhibitors sollte dieser Ansatz verfolgt werden.[165] Nach erfolgreicher Syn-

these und Charakterisierung zeigte der geschützte Inhibitor hingegen keine Aktivität auf der 

Kinase nach einer Aktivierung von ca. 530 nm. Im anschließenden Zellproliferationsassay da-

gegen wurde die Wirkung vom Referenzinhibitor um den Faktor 45 übertroffen. In photoche-

mischen Untersuchungen mittels ESR und DPBF-Assay konnte gezeigt werden, dass entste-

hender Singulettsauerstoff nicht nur für die überzeugende biologische Resonanz eine Rolle 

spielt, sondern auch bei dem Photoabbau der geschützten Verbindung entscheidend ist. In der 

Regel wurde bei der Testung BODIPY-geschützter Wirkstoffe auf einen Nachweis zur Erzeu-

gung von Singulettsauerstoff verzichtet, obwohl über die photodynamische Aktivität von 

BODIPY-Derivaten bereits ausführlich berichtet wurde.[151,152,268,269] Diese Arbeit bringt die 

einzelnen, bereits bekannten Informationen (Photoabspaltung und photodynamische Wir-

kung) in Einklang, damit in Zukunft eine umfassende Untersuchung bei neuartigen BODIPY-

geschützten Inhibitoren erfolgen kann.  
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4.2 Kinom-Profiling in der Entwicklung von Kinaseinhibitoren 

In dieser Arbeit wurden nicht nur photopharmakologische Konzepte weiterentwickelt und 

biologisch evaluiert, sondern auch die Anwendung eines Kinom-Profiling von Pamgene in der 

Entwicklung von (photoschaltbaren) Kinaseinhibitoren bearbeitet. Die Vorteile des Kinom-

Profilings sind zum einen eine parallele Aktivitätsmessung aller Kinasen aus der ausgesuch-

ten Zelllinie bzw. Gewebe. Im Gegensatz zum Kinaseassay birgt das Kinom-Profiling damit 

einen enormen Vorteil im Arbeitsaufwand. Auch ließen sich zum anderen off targets oder ein 

kinome reprogramming einfacher identifizieren (s. Abbildung 2.2, S. 27). Im Zusammenhang 

mit photoschaltbaren Kandidaten, die zuweilen eine kurze Halbwertszeit aufweisen, ist ein 

nicht zu vernachlässigender Faktor die kurze Testdauer von zwei Stunden. Im Falle von ver-

kürzten Halbwertszeiten kann im Kinom-Profiling noch eine Wirkung gemessen werden – an-

ders als im Kinase Assay (ca. 4 h) oder Zellproliferationsassay (ca. 48 h). Dies und eine Mes-

sung unter kontrollierten Lichtbedingungen (sofern es die Räumlichkeiten zulassen) macht 

das Pamgene-Kinom-Profiling zu einer sinnvollen Ergänzung innerhalb biologischer Testme-

thoden bei Kinaseinhibitoren. Zu beachten ist, dass die richtige Auswahl der zu testenden 

Zelllinie und den damit variierenden Kinaseexpressionsraten einen erheblichen Einfluss auf 

die Testergebnisse haben wird. Zum Nachteil wird der Methode der relativ hohe Kostenauf-

wand pro Messung (ca. 900 €) im Vergleich zur Testung an einer isolierten Kinase (ca. 50 €). 

Auch die limitierte Aussagekraft einer Messung grenzt die Anwendung des Profilings weiter 

ein, da stets Validierungen der Messergebnisse durch z.B. Western Blots erfolgen müssen. 

In der Testung von zugelassenen Kinaseinhibitoren (Axitinib, Ponatinib) konnte der Ein-

fluss auf das Kinom gut dargestellt werden und es wurde eine genügende Wiederfindung der 

Hauptziele (z.B. VEGFR2, RET) erbracht. Zum Teil mussten die Daten aus der up-stream-

Analyse noch prozessiert werden und mit zusätzlicher Software verarbeitet werden (GeneGo), 

damit der Einfluss auf das Kinase-Netzwerk verdeutlicht werden konnte. Die Methode eignet 

sich auch dafür, den Einfluss von abgeleiteten Wirkstoffen auf das Kinom mit der Stammver-

bindung zu vergleichen und zu analysieren (z.B. Axitinib und Analoga oder Ponatinib und 

Analoga). 

Im Falle der BRAFV600E-Schalter konnte mithilfe des Kinase-Screenings der Grund für eine 

mangelnde Zytotoxizität ermittelt werden: unter Substanzinkubation erfolgte ein kinome re-

programming, wodurch die Kinasen überaktiviert wurden. Leider konnte keine spezifische 

Analyse eventueller escape pathways analysiert werden, da die gemessenen Effekte zu 

schwach für eine up-stream-Analyse waren. 
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Für die Chronomodulatoren konnte kein erfolgreiches Profiling etabliert werden. Zum ei-

nen waren wahrscheinlich die biologischen Effekte der Photoschalter mit und ohne Bestrah-

lung zu schwach dafür. Zum anderen war es grundsätzlich nicht möglich, eine Aktivität von 

Chronomodulatoren wie Longdaysin im Profiling zu etablieren. Auch eine Zellinkubation mit 

spezifischen CK1δ-Inhibitoren erbrachte keine signifikanten Phosphorylierungsänderungen 

im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. 

Die Testung der RET-Schalter zeigte, dass eine starke Kinomhemmung mit klaren Kinom-

profilen korreliert. Im Umkehrschluss dazu kann das Profiling nicht genutzt werden, um 

schwache Wirkungen am main target besser darzustellen. Das Kinase Screening könnte je-

doch dazu genutzt werden, um andere Kinasen als Wirkstoffziele auszuschließen. 

Auf Grundlage der ermittelten Resultate ist das Kinom-Profiling in der Aussagekraft zwi-

schen der Kinase-Testung und der Zell-Testung einzuordnen. Zwar ergänzt das Profiling den 

Ablauf innerhalb der biologischen Testung sinnvoll, kann jedoch (noch) nicht für sich alleine 

stehen. 
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5 Ausblick 

Auf Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse in dieser Arbeit eröffnen sich verschiedene 

wissenschaftliche Wege, welche weiterverfolgt werden können. Die Photoschalter zeigen zum 

Teil bereits gute Wirkunterschiede zwischen den Isomeren, jedoch sind ebenso vereinzelt kon-

zeptionelle Schwächen zu kritisieren. Konzeptionell gut aufgestellte Schalter sollten in der 

thermodynamisch stabilen Form (Azos: trans-Isomer, Diazocine: cis-Isomer) unwirksam sein 

und nach Konfigurationsänderung unter Bestrahlung zur wirksamen Konfiguration schalten. 

Je nach Orientierung in der Bindetasche sollten die Wirkstoffe mit dem passenden Photoschal-

ter funktionalisiert werden, damit dieses Konzept erhalten bleibt. Zeitgleich sollten auch die 

photochemischen Charakteristika, wie z.B. Anregungswellenlänge, Halbwertszeit oder PSS, 

verbessert werden. Am Beispiel von bereits photoschaltbaren RET-Schaltern soll eine zweite 

Azo-Funktion eingebracht werden, um die Selektivität weiter zu erhöhen. Mithilfe der zweiten 

Azo-Funktion soll es nur der trans/trans-Konfiguration ermöglicht werden, in der RET-Kinase 

zu binden und somit einen größeren Wirkunterschied in der biologischen Testung zu erzielen 

(s. Abbildung 5.1). 

 

Abbildung 5.1. Liganden-Interaktionsdiagramm von Di-Azos in der RET-Bindetasche. 

A. Di-Azo auf Basis von Ponatinib in der RET-Bindetasche. B. Di-Azo auf Basis von Verbindung 15 in der RET-

Bindetasche. Wasserstoffbrückenbindungen wurden mit Pfeilen (magenta) gekennzeichnet. Diagramme erstellt 

von Peifer. 
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In dieser Arbeit konnte anhand der RET-Schalter gezeigt werden, dass die Stilben-Variante 

eine deutlich erhöhte Wirksamkeit des thermodynamisch stabilen trans-Isomers im Gegen-

satz zu den Azo-Schaltern aufweist. Zukünftige Untersuchungen werden die Gründe für dieses 

Phänomen beleuchten müssen. Einerseits könnten Reduktionen im Versuchsmedium auf-

grund der zugesetzten Reagenzien stattfinden, andererseits ist der Einfluss des pH auf die 

Stabilität der Isomere noch nicht abschließend geklärt. 

Außerdem werden photoresponsive Konzepte nicht nur zur Wirksteigerung von Arzneistof-

fen angewandt, sondern auch um (später einmal) die Umweltbelastung durch Arzneistoffe zu 

senken.[205,208] Über die Grenzen der pharmazeutischen Verwendung hinaus wird in der Zu-

kunft wahrscheinlich auch eine Nutzung der Photoschalter als Energiespeicher[270] (ebenso wie 

Photosensibilisatoren[271]) oder zur komplexen Verschlüsselung[272] möglich sein.  

Für photoabspaltbare PPGs ist weniger der Wirksamkeitsnachweis wegweisend, sondern 

viel mehr die Anwendbarkeit auf das Tiermodell sowie Metabolismus- bzw. Toxizitätsstudien 

der Verbindungen. Die DMNB-PPG zeigt in dieser Arbeit (und darüber hinaus[125,139,140]) über-

zeugende Resultate sowohl im Kinaseassay als auch im Zellproliferationsassay. Die logische 

Konsequenz ist die Testung von DMNB-geschützten Kinaseinhibitoren im Mausmodell.  

Da die BODIPY-Gruppe als Photoschutzgruppe für (Kinase-)Inhibitoren eher ungeeignet 

ist, sollte sie nicht als PPG, sondern als Label von zielgerichteten Strukturen verwendet wer-

den. BODIPY-Derivate neigen von selbst bereits dazu, sich in mitochondriale Membranen ein-

zulagern. Eine Kombination mit weiteren zielgerichteten Strukturen (z.B. Peptide und nano-

bodies, auch Einzeldomänenantikörper genannt) ist daher naheliegend. Hierfür könnten sich 

PROTACs (s. Kapitel 1.3.1.2), ein selektive Kinaseinhibitoren (z.B. Erlotinib gegen EGFR) 

oder cyclische RGD-Peptide wie c(RGDIV) eignen, siehe Abbildung 5.2. Der Vorteil von cycli-

schen RGD-Proteinen ist eine gute Gängigkeit durch die Blut-Hirn-Schranke.[273–276] So ließe 

sich z.B. die Therapie des Glioblastoms mithilfe eines photodynamisch aktiven RGD-gekop-

pelten BODIPY-Derivats und eines LED-Implantats verbessern.[277]  

Mittlerweile gibt es auch andere Ansätze für photopharmakologische Konzepte im Allge-

meinen, als nur die Anregungswellenlänge zu erhöhen. Der Einsatz von Photoschaltern und 

Schutzgruppen, die oftmals bei 365 nm angeregt werden, ist limitiert durch die hohe Absorp-

tion im biologischen Gewebe. Ein Phänomen aus der Kernenergie bearbeitet in der Peifer-

Gruppe bearbeitet von Döbber[263] und Krebs[278] ließe sich möglicherweise nutzen, um auch 

diese photoresponsiven Wirkstoffe in tieferliegenden Gewebsschichten zu aktivieren. Mit Hilfe 

der sogenannten, Tscherenkow-Strahlung[279–281] könnte bei ausreichender Aktivierung diese 

genutzt werden, um photoresponsive Wirkstoffe zu aktivieren. Erfahrungsgemäß sollten sich 
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bei therapeutischer Nutzung dieses Effekts Photoschalter einfacher aktivieren lassen als Ver-

bindungen geschützt mit photoresponsiven Schutzgruppen, da die benötigte Energie geringer 

ist.[139,195] Auch eine Kombination photopharmakologisch genutzter Verbindungen und phar-

mazeutischer Technologien wie Nanopartikel sollte in Betracht gezogen werden, um Biover-

fügbarkeit und Akkumulation im Zielgewebe zu erhöhen.[149,183–185,282–285]  

 

Abbildung 5.2. Mögliche Kombinationen von zielgerichteten Strukturen („X“) mit BODIPY. 

Zur Wahl stehen eine Kombination von BODIPY mit Erlotinib (gegen EGFR) oder BODIPY mit c(RGDIV), einem 

cyclischen Peptid zur Überwindung der Bluthirn-Schranke. 

Ein zentraler Aspekt für die Zulassung von Arzneimitteln ist auch die Metabolisierung des 

Arzneistoffes und die möglicherweise resultierende Toxizität. Bisher richten sich die For-

schungsschwerpunkte auf die Wirksamkeit der photoresponsiven Wirkstoffe, doch ist auf dem 

Weg zum zugelassenen Arzneimittel der evaluierte Metabolismus unerlässlich. Für Azo-Ver-

bindungen gibt es bereits Toxizitätsdaten im umfangreichen Maße, da Azofarbstoffe auch in 

der Lebensmittelindustrie eingesetzt werden. Jedoch sind die Anforderungen an Lebensmit-

telzusatzstoffe ungleich niedriger als für die Zulassung von Arzneimitteln. Diaryl-Azo-Deri-

vate können nicht nur selbst akut toxisch oder mutagen sein, sondern auch Hydrazinverbin-

dungen bilden, die nach Reduktion der Azos entstehen und ebenfalls eine hohe Toxizität auf-

weisen.[286–290] Die Toxizität von geschützten Verbindungen mit PPGs ist auch nicht zu ver-

nachlässigen. Bei Bestrahlung von DMNB-geschützten Verbindungen entsteht o-Nitrosoben-

zaldehyd, welches ein toxisches Potenzial birgt. Untersuchungen dazu sind immer noch aus-

stehend, können jedoch vom Nitrobenzaldehyd abgeschätzt werden, welches akut toxisch 

ist.[291] Zelluläre Experimente mit einer DMNB-geschützten Aminosäure zeigten einen 

schwach toxischen Effekt (>10 µM) im Zellmaßstab.[139] Auch die Metabolisierung von 
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BODIPY-Derivaten wirft weiterhin zu beantwortende Fragen auf. Während BODIPY-Derivate 

für live cell imaging und als Marker für Metabolismusstudien verwendet werden, bleibt der 

Einfluss der BODIPY-Gruppe selbst weitestgehend unbeachtet. Im Zellexperiment gibt es 

Hinweise auf eine geringfügige Toxizität.[292,293] Untersuchungen im Mausmodell zeigen dage-

gen eine zu vernachlässigende Toxizität im Dunkeln (also bei Ausbleibender Singulettsauer-

stoffproduktion).[294] Außerdem sprechen bereits zugelassene borhaltige Arzneistoffe für die 

Verwendung.[295] Die Frage nach der akuten Toxizität kann somit (vorläufig) verneint werden, 

jedoch sind ausführliche Evaluationen vonnöten.  

Das Kinom-Profiling von Pamgene kann weiterhin für die Entwicklung photoresponsiver 

Kinaseinhibitoren genutzt werden. Für eine abschließende Validierung der Methode sollten 

jedoch noch weitere Kinaseinhibitoren auf anderen Zelllysaten vermessen werden. So ist eine 

Validierung des hoch selektiven Kinaseinhibitors Lapatinib eine Variante, die genutzt werden 

kann, um abschließende Aussagen über die up-stream-Analyse zu treffen, denn eine gute Wie-

derfindung blieb bisher noch aus.[296] Lapatinib hemmt nur zwei Kinasen, also sollte die up-

stream-Analyse entsprechend eindeutig ausfallen. 

Darüber hinaus kann das Pamgene-Kinom-Profiling genutzt werden, um Tumorproben auf 

überaktivierte Kinasen zu untersuchen, um dann die Therapieoptionen anzupassen. In der 

Anwendung würden Patientenproben entnommen werden, mit dem Kinase-Screening unter-

sucht und validiert werden, um dann aus den Ergebnissen Inhibitorempfehlungen für eine 

individualisierte Tumortherapie abzuleiten. Die Standortnähe der Pharmazie zum Universi-

tätsklinikum Schleswig-Holstein (z.B. Institut für Experimentelle Tumorforschung) bietet 

eine gute Gelegenheit, um Patientenproben nach Entnahme unmittelbar zu untersuchen. 

Auch wenn es bereits erste Veröffentlichungen für spezielle Tumorarten im Kinom-Profiling 

zur individualisierten Therapieempfehlung gibt, lohnt sich eine Etablierung, da es bundesweit 

noch nicht genug Kapazitäten gibt. Die entstehenden Ergebnisse können anschließend genutzt 

werden, um eine Handlungsempfehlung je nach Erkrankung zu erstellen, welche nach Mög-

lichkeit auch von den Krankenkassen entsprechend monetarisiert werden sollten.  

Neben einer Anwendung in der Wirkstoffentwicklung und der Untersuchung von Patien-

tenproben kann das Kinase-Screening noch zur Aufklärung von Signalwegen verwendet wer-

den. Denkbar wäre eine Untersuchung beteiligter Kinasen im TGFβ- bzw. BMP-Signal-

weg.[297,298] Das Kinome-Profiling kann außerdem methodisch erheblich von Algorithmen mit 

maschinellem Lernen profitieren, wodurch große Datenmengen einfacher in Zusammenhang 

gebracht werden können.[299] 
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6 Experimenteller Teil 

6.1 Molecular Modeling 

Berechnungen im Sinne des Molecular Modeling wurden auf einem Dell-PC mit einem Intel 

Xeon E5620 @ 2.40 GHz, 24 GB RAM sowie 64-bit Windows 7 Enterprise durchgeführt. Als 

Software wurde Schrödinger Maestro 11.0 verwendet. Für statische Glide-Dockingstudien 

wurden zuerst die gewünschten Proteinstrukturen importiert und bearbeitet mit dem Protein 

Preparation Wizard. Fehlende Seitenketten oder Schleifen wurden mit Prime 4.6 ergänzt. Die 

Proteinstruktur wurde vorbereitet (preprocess), Wassermoleküle mit weniger als 3 Wasser-

stoffbrückenbindungen zu Nicht-Wasser-Molekülen wurden entfernt. Mittels PROPKA wurde 

bei pH 7.0 optimiert. Zuletzt wurde die Proteinstruktur mit OPLS3-Kraftfeld minimiert. Für 

Ligandenverarbeitungen und -minimierungen wurden Macro Model 11.4015, OPLS3 (Kraft-

feld) sowie Epik 3.8015 (Zustände bei pH 7.0 ± 2.0, max. 32 Zustände pro Ligand) benutzt. Zur 

Generierung der Rezeptorregion (Grid) wurde der Ligand ausgewählt (Van-der-Waals-Radius: 

1.0; partial charge cut-off 0.25). Grid und Liganden wurden anschließend im Modul Ligand 

Docking ausgewählt und Konformation im Modus extra precision berechnet. Zur Visualisie-

rung wurden Strukturen mit dem Modul superposition übereinandergelegt. Falls notwendig, 

wurden Ligandenstrukturen in ihrer Bewegung um die Stilben- oder Azo-Bindung einge-

schränkt, um Z-Konfigurationen zu erzwingen. Zur Beurteilung durchgeführter Berechnun-

gen wurden docking scores verglichen und ggf. 2D-Interaktionsdiagramme genutzt. 

Berechnungen für biologisch relevante ADME-Parameter wie z.B. Wasserlöslichkeit wur-

den mit QikProp Version 4.6 berechnet. Für BODIPY-Derivate erzielte die Rechnung aufgrund 

des enthaltenen Boratoms keine Ergebnisse. 
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6.2 Organische Chemie 

Reagenzien und Ausgangsstoffe 

Reagenzien und Ausgangsstoffe wie z.B. Lösungsmittel wurden, wenn nicht anders ange-

geben, von folgenden Herstellern bezogen: abcr GmbH, Alfa Aesar, Merck, Roth, Shangdong 

Shinning Pharm Co. (China), Thermo Fisher Scientific, VWR. 

Des Weiteren wurden folgende Verbindungen in dieser Arbeit untersucht: 

Tabelle 6.1. Verwendete nicht-kommerzielle Inhibitoren und Prodrugs. 

Kapitel Derivate bzw. Derivatserie Synthese und Charakterisierung von 

3.1.1.1 (Z)-Axitinib Dorian Schmidt[195] 

3.1.1.3 Azo-Axitinib Lydia Witt (geb. Kuhl)[203] 

3.1.1.3 Azobenzol-Axitinib Dorian Schmidt[204] 

3.1.1.3 Diazocin-Axitinib Dorian Schmidt[204] 

3.1.2 Schaltbare BRAFV600E-Inhibitoren Mark Hoorens[50] 

3.1.3 Schaltbare Chronomodulatoren Dusan Kolarski[230] 

3.1.3 Verbindung 11 Joana Baier[231] 

3.1.3 Verbindung 12 Jakob Halekotte[232] 

3.1.4 Schaltbare RET-Inhibitoren Yongjin Xu[239] 

3.2.1 DMNB-geschützte CDK2-Inhibitoren Alexander Döbber[263] 

3.2.2 BODIPY-geschützte CDK2-Inhibitoren 
Alexander Döbber[165],  

Melanie Krebs[278] 
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6.3 Analytische Chemie 

Alle Untersuchungen wurden unter Ausschluss von Umgebungslicht wie Tageslicht durch 

Fensterscheiben oder Licht von Deckenbeleuchtung durchgeführt. Teilweise wurde auf Rot-

licht zurückgegriffen, wenn das Anregungsspektrum der zu untersuchende Substanzen es zu-

ließ. 

6.3.1 Lichtquellen 

Für Bestrahlungen von Verbindungen wurden verschiedenen Lichtquellen aus Einzelan-

fertigung (z.T. mit Aufsätzen für Mikrotiterplatten) von Sahlmann Photochemical Solutions 

verwendet: 

Tabelle 6.2. Verwendete Lichtquellen für Bestrahlungsexperimente. 

Peakwellen-

länge 
LED-Typ 

LED-

Anzahl 

bestrahlte wells 

pro LED 

Leistung bei 

100 %-Nennleis-

tung 

370 nm Nichia NVSU233A U365 1 kein Aufsatz 1500 mW 

369 nm Nichia NCSU276A U365 16 1 12000 mW 

385 nm Nichia NC4U134 U385 3 kein Aufsatz 7290 mW 

409 nm  Nichia NVSU233A-U405 3 kein Aufsatz 7290 mW 

409 nm Nichia NVSU233A-U405 16 1 15680 mW 

519 nm Nichia NCSG219-V1 8 4 
4600 mW bzw. 

6.5 mW/cm² 

525 nm Nichia NCSG219B-V1 16 1 
6080 mW bzw. 

90 mW/cm² 
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Abbildung 6.1. 525 nm-Lampe zu Bestrahlungszwecken mit Aufsatz für Mikrotiterplatten.  

Links: Draufsicht auf eine weiße 96-well plate mit Aufsatz und 525 nm-Lampe mit Kühler. Rechts: Unteransicht 

der 525 nm-Lampe. 
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6.3.2 HPLC 

Die analytische Flüssigchromatografie wurde entweder mit einer Agilent 1100 oder Hew-

lett-Packard 1050 (beide Agilent) durchgeführt. Es wurde folgender Aufbau verwendet:  

Tabelle 6.3. Aufbauparameter der genutzten HPLC-Anlagen. 

Parameter Agilent 1100 Hewlett Packard 1050 

Säule 

Phenomenex KinetexQ C8, 5 μm 

(150 mm ∙ 4.6 mm) 

Phenomenex KinetexQ C8, 5 μm 

(150 mm ∙ 4.6 mm) 

STAGROMA C18, 5 μm 

(125 mm ∙ 4 mm) 

Betriebstemperatur 25 °C 25 °C 

Polare Phase KH2PO4-Puffer (0.01 M, pH 2.3) KH2PO4-Puffer (0.01 M, pH 2.3) 

Unpolare Phase Acetonitril (ACN) Acetonitril (ACN) 

Flussrate 1.5 mL/min 1.5 mL/min 

Injektionsvolumen 5 μL 5 μL 

Elutionsgradient 

(Azoschalter) 
5 % ACN  60 % ACN, 10 min - 

Detektionswellen-

länge (Azoschalter) 
320 nm - 

Elutionsgradient 

(BODIPY) 
5 % ACN  90 % ACN, 14 min 5 % ACN  90 % ACN, 14 min 

Detektionswellen-

länge (BODIPY) 
254 nm, 535 nm 254 nm, 294 nm, 296 nm, 540 nm 
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6.3.3 Massenspektrometrie 

Massenspektrometrische Untersuchungen wurden an einem Bruker Esquire LC ion trap 

mit Elektronen-Spray-Ionisation (Trockengas 9 L/min, nebulizer 35 psi, Ausheiztemperatur 

von  

350 °C, Positiv- und Negativ-Messmodus) durchgeführt. Chromatographische Trennung 

wurde mit einer RP-8 Säule (Agilent Eclipse XDB-C8, 150 mm ∙ 4.6 mm, 5 μm) bei einem 

Elutionsgradienten von 0.1 % Essigsäure und ACN erzielt. Die Flussrate betrug 1 mL/min. 

6.3.4 NMR-Spektroskopie 

NMR-Spektren wurden an einem (Bruker Avance III 300, temperiert auf 298 K. 

1H (300 MHz) und 13C (75 MHz)) aufgenommen. Für den internen Standard wurden die Spek-

tren auf das jeweilige Lösungsmittelsignal von DMSO-d6 (δ 1H NMR: 2.50 ppm, δ 13C NMR: 

39.52 ppm) und CDCl3 (δ 1H NMR: 7.26 ppm, δ 13C NMR: 77.16 ppm) bezogen. 

6.3.5 ESR-Spektroskopie 

Für die ESR-Spektren zur qualitativen Untersuchung radikalischer Mechanismen wurden 

die Verbindungen (in DMSO gelöst, 25 μM) mit der spin probe TMTH (in Wasser gelöst, 

2.5 mM, unter Zusatz von 1 mM EDTA) in eine weiße 96-well plate (Perkin Elmer) gegeben. 

Als Positivkontrolle diente der bekannte photosensitizer Methylenblau. Substanzen ohne 

TMTH oder ohne Bestrahlung wurde als Negativkontrolle verwendet. Proben wurden an-

schließend mit 525 nm, 90 mW/cm² für 30 s bestrahlt. Zur Spektrenaufnahme wurde ein 

ELEXSYS E 500 (Bruker Biospin) benutzt. Dazu wurden die Testlösungen mit einer Kapillar-

röhre (25 μL, Hirschmann) aufgesogen und zügig vermessen. Die zweifache Messung der Dup-

likate erfolgte mittels X-band und folgender Parameter: Zentralfeld: 3511.35 GHz; Resonanz-

frequenz: 9.85 GHz; Mikrowellenleistung: 20 mW; Modulationsamplitude: 1.0 G; Modulations-

frequenz: 100 kHz; Umsetzungszeit: 40 ms; Zeitkonstante: 40.96 ms. 

6.3.6 Singulettsauerstoff Assay 

Sollte bei radikalischen Mechanismen Singulettsauerstoff (1O2) freigesetzt werden, kann 

die Entfärbung von 1,3-Diphenylisobenzofuran (DPBF) beobachtet werden.[300] Dabei reagiert 

das DPBF zum farblosen 1,2-Dibenzoylbenzol unter Abnahme der Absorption bei 410 nm. Die 

zu untersuchenden Substanzen werden gelöst in DMSO (5 μM) und mit DPBF (90 μM, DMSO), 

in einer schwarze 96-well plate mit transparentem Boden (Greiner Bio One) bestrahlt (525 nm, 

4.5 mW/cm², 10 - 300 s) und zuletzt mit einem Fluostar Omega (BMG Labtech) bei einer Ab-

sorption bei 410 nm vermessen.[152] Die Singulettsauerstoff-Quantenausbeute Φsing. wurde be-

rechnet nach Usui et al.[301] Methylenblau (MB) mit einer Φsing. von 0.52 wurde als interner 

Standard verwendet. Dazu werden die Differenzen der optischen Dichte bei 410 nm gegen die 
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Zeit aufgetragen. Im linearen Wertebereich wird eine Regressionsgerade durch die Messwerte 

gelegt, deren Anstieg (m) in die untenstehende Formel eingesetzt wird. 

𝜱𝒔𝒊𝒏𝒈. = 𝜱𝟏𝑶𝟐
(𝑨𝒏𝒂𝒍𝒚𝒕) =

𝒎𝑨𝒏𝒂𝒍𝒚𝒕

𝒎𝑴𝑩
∗ 𝜱𝟏𝑶𝟐

(𝑴𝑩) 

6.3.7 UV/Vis-Spektroskopie 

UV/Vis-Spektren der entsprechenden Verbindungen wurden entweder an einem Varian 

Cary 50 Scan (Agilent Technologies) in einer Mikroküvette oder an einem Fluostar Omega 

(BMG Labtech) in einer 96-well plate mit transparentem Boden gemessen. Die Verbindungen 

wurden zu 0.1 mM entweder in DMSO oder DMSO/Wasser-Gemischen gelöst. 

6.3.8 Fluoreszenzspektroskopie 

Fluoreszenz-Spektren von BODIPY-Derivaten wurden an einem Fluoreszenzspektrometer 

LS55 (Perkin Elmer) mit einer eingestellten Spaltbreite von 2.5 nm aufgenommen. Dazu wur-

den 0.5 µM Substanz in DMSO gelöst und mit einer Halbmikroküvette (Quarz) vermessen. 

Ein Blindwert (Blank) wurde abgezogen. 

6.3.9 Abspaltungsexperimente 

Zur Untersuchung des Abspaltungsverhaltens der Analyten wurden diese zu 25 µM in 

DMSO oder DMSO/Wasser gelöst. In einer weißen Mikrotiterplatte wurden diese dann be-

strahlt (519 nm, 6.5 mW/cm², 1–30 min). Die Quantifizierung der Analyten sowie der Abspal-

tungsprodukte erfolgte mittels HPLC. 

6.3.10 Stabilitätsuntersuchungen 

Die Stabilitätsuntersuchungen erfolgten entweder mikroskopisch oder spektrometrisch un-

ter Messung der Absorption.  

Die Mikroskopaufnahmen wurden an einem Olympus CK2, verbunden mit einer Canon 

EOS 80D, erstellt. 0.1 mM Substanz wurde dazu in DMSO oder DMSO/Wasser-Gemischen in 

transparente Mikrotiterplatten überführt. Die Kristallisation entwickelte sich innerhalb von 

24 h bei RT. 

Spektren wurden mit einem Fluostar Omega (BMG Labtech) aufgenommen. Substanzkon-

zentrationen und Lösungsmitteln wurden wie bei den mikroskopischen Aufnahmen verwen-

det. Aufgenommen wurde in Zeiträumen von t = 0 min, 10 min, 20 min und 30 min. Zusätzlich 

wurde bestrahlt, um den Endpunkt des Substanzabbaus zu simulieren (519 nm, 6.5 mW/cm², 

10 min).  



Molekulare Biologie 

 

 

130 

6.4 Molekulare Biologie 

Die verwendeten Reagenzien für biologische Versuche und Medien wurden von Life Tech-

nologies bezogen. Antikörper und Proteine zur Stimulation wurden von New England Biolabs 

bzw. Cell Signaling Technology erworben, sofern nicht anders angegeben. Verbrauchsmateri-

alien wie Pipetten und Mikrotiterplatten wurden von Sarstedt, Perkin Elmer und Greiner Bio-

One verwendet. Für aseptische Tätigkeiten wurde an einer Sterilbank Napflow von Napco und 

mit einem Inkubator function line von Heraeus gearbeitet. 

6.4.1 Kinaseassays 

Zur Bestimmung der Kinaseaktivität und Ermittlung von IC50-Werten bei Dosis-Wirkungs-

Kurven auf CDK2/Cyclin E1 wurden der ADP-Glo Kinase Assay sowie die Kinase von Promega 

gemäß Herstellerprotokoll verwendet.[265,302] Mit dem Kinaseassay wird der ATP-Verbrauch 

bei einer Kinasereaktion proportional zur ATP-abhängigen Luciferasereaktion bestimmt. Je 

geringer das zu messende Biolumineszenzsignal, desto kleiner ist die Aktivität der Kinase. 

Der Assay wurde in einer weißen 96-well plate durchgeführt. Die Inhibitoren wurden in DMSO 

gelöst, in 1:3-Schritten verdünnt und zuletzt zu finalen Konzentrationen von max. 10 µM im 

Kinase Reaction Buffer bereitgestellt. Als nächstes wurden die Verbindungen mit folgenden 

Einstellungen bestrahlt: 519 nm, 10 min, 6.5 mW/cm². Um einer Denaturierung der Kinase 

vorzubeugen wurden erst die Verbindungen bestrahlt, bevor Kinase hinzugegeben wurde. 

Wichtig für valide Messergebnisse mit geringen Abweichungen ist das Vorlegen von 50 µL 

Kinasepuffer in jede zu untersuchende Kavität der Assayplatte. Nach Präinkubation mit 

CDK2/Cyclin E1 (0.4 ng/µL) für 10 min wurden ATP (10 µM) und Histon H1 (0.1 µg/µL) hin-

zugegeben und weitere 60 min bei 30 °C inkubiert. Anschließend wurde ADP-Glo Reagent 

hinzugegeben. Nach 30 min Inkubation wurde zuletzt Detection Reagent ergänzt und für wei-

tere 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Biolumineszenzsignale wurden mit einem Fluostar Omega 

von BMG Labtech detektiert (Intervall von 0.2, Gain von 3600). Die Kinaseassays wurden bei 

einer finalen DMSO-Konzentration von 1 %, sowie 0.05 mM Dithiothreitol (DTT) durchge-

führt. Mit Hilfe von GraphPad Prism (Version 7, GraphPad Software) wurden IC50-Werte mit 

folgender Funktion ermittelt: 

Y = Bottom + (Top-Bottom) / (1+10^((LogIC50-X) * HillSlope)).  

Ausreißer wurden mittels D’Agostino-Pearson omnibus normality test ermittelt. Kavitäten 

mit Kinase sowie 1 % DMSO wurden als 100 %-Kontrolle, wells ohne Kinase als 0 %-Kontrolle 

festgelegt. Die Kinaseassays wurden in Triplikaten durchgeführt.  

Die Bestimmung der VEGFR2-Aktivität mit dem Promega ADP-Glo-Kit erfolgte bis auf die 

aufgeführten Abänderungen wie der CDK2-Assay. Die Verbindungen wurden bereits in der 
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Verdünnungsplatte mit DMSO mit 369 nm (16-LED-Lampe, 150 mW/well) für 1 min bestrahlt. 

Die finalen Substanzkonzentrationen betrugen im Assay max. 10 µM bei Testverbindungen, 

0.25 µg/µL Substrat (poly(4:1 Glu:Tyr)peptide), 10 µM ATP und 0.16 ng/µL VEGFR2-Kinase. 

Dem Kinasepuffer wurde neben 2 mM DTT noch 2 mM MnCl2 hinzugefügt. Zur Ermittlung 

der DFG-out-Eigenschaften des Inhibitors im Assay wurde die Kinase mit dem Inhibitor 1 h 

präinkubiert. Die Kinasereaktion wurde mit ATP- und Substrat-Zugabe gestartet. Nach 1 h 

Kinasereaktion erfolgte die Inkubation mit ADP-Glo für 40 min und die Inkubation mit De-

tektionsreagenz für 60 min. 

6.4.2 Zellkultur 

Die verwendeten Zelllinien und Kulturmedien können Tabelle 6.4 entnommen werden. Die 

Zellen wurden bei 37 °C, gesättigter Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2-Sättigung kultiviert und 

ein Teil bei ca. 95 % Zellkonfluenz nach Trypsinierung in eine neue Zellkulturflasche mit fri-

schem Medium überführt (Passagieren).[303] Wo es erforderlich war wurden die Zellen entwe-

der mit einen Cell Scepter (Merck) oder einer Neubauer-Zählkammer gezählt, um anschlie-

ßend in der gewünschten Zellzahl ausgesät zu werden. Für spätere Untersuchungen wurden 

die Zellen mit DMSO-Medium (10 %) eingefroren und in der Gasphase von flüssigem Stickstoff 

gelagert. 

Tabelle 6.4. Verwendete Zelllinien und Medien. 

Zelllinie Bezugsquelle Kulturmedium 

HUVEC Cell Lines Service GmbH ECGM2 (Promocell) 

NIH3T3 
Christian Röder, Institut für Experimentelle 

Tumorforschung, CAU Kiel 

DMEM, 10 % FCS, 

1 mM Pyruvat 

SK-MEL-28 Cell Lines Service GmbH 
DMEM, 10 % FCS, 

1 mM Pyruvat 

U2OS Cell Lines Service GmbH 
DMEM, 10 % FCS, 

1 mM Pyruvat 

MCF-7 Cell Lines Service GmbH 
DMEM, 10 % FCS, 

1 mM Pyruvat 

Panc89  

(T3M4) 

Christian Röder, Institut für Experimentelle 

Tumorforschung, CAU Kiel 

RPMI 1640, 10 % FCS, 

1 mM Pyruvat 
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6.4.3 Zellproliferationsassays 

Panc89 wurden in 5000–15000 Zellen/mL ausgesät und unter Kulturbedingungen gehalten. 

Die Inhibitoren wurden in DMSO gelöst, in 1:3-Schritten verdünnt und zuletzt zu finalen Kon-

zentrationen von max. 100 µM im Zellmedium bereitgestellt. Nach 24 h wurden die Verbin-

dungen hinzugefügt, mit den Zellen bestrahlt (525 nm, 1 min, 90 mW/cm²) und für weitere 

48 h inkubiert. Eine Tag-0-Platte wurde zu diesem Zeitpunkt mit Resazurin inkubiert und 

vermessen, um das Wachstumssignal bei 0 % Zellproliferation nach 2 Tagen festzuhalten. 

Nach 48 h Inkubation der noch zu detektierenden Platten wird das Medium durch 20 µg/mL 

Resazurin ersetzt. Mitochondrien in Eukaryonten reduzieren Resazurin (blau) zu Resorufin 

(violett). Das Fluoreszenzsignal vom Resorufin wurde detektiert mit einem Fluostar Omega 

(Anregung: 544 nm, Emission: 590 nm, 10 flashes per well). Die DMSO-Behandlung wurde als 

100 %-Kontrolle festgelegt, das Ergebnis der Tag-0-Platte als 0 % Wachstum und die Medien-

kontrolle ohne Zellen als -100 %-Kontrolle. Hintergrundrauschen (Medienkontrolle) wurde von 

den zu ermittelnden Werten subtrahiert. Mithilfe von GraphPad Prism 7 wurden die Dosis-

Wirkungskurven mit folgender Funktion dargestellt:  

Y = Bottom + (Top-Bottom) / (1 + 10^((LogIC50-X) * HillSlope))  

und Ausreißer wie in Kapitel 6.4.1 Kinaseassays detektiert. Die finale DMSO-Konzentra-

tion auf den Zellen betrug 1 %. Zellproliferationsassays wurden in Triplikaten durchgeführt. 

Die Bestrahlungstoleranz der Zellen wurden in einer vorangegangenen Lichttitration er-

mittelt, analog zum Zellproliferationsassay. Anstelle von Substanzkonzentrationen wurde die 

Bestrahlungsdauer variiert. 

6.4.4 Apoptoseassays 

Zur Untersuchung auf Apoptoseerscheinungen wurde der APOlive GLO assay von Promega 

gemäß Herstellerprotokoll verwendet. Zuerst wurde Panc89 zu 5000-15000 Zellen/mL in eine 

weiße 96-well plate ausgesät und unter Kulturbedingungen für 24 h inkubiert. Die Verbin-

dungen wurden in DMSO zu einer Endkonzentration von 100 μM im Assay gelöst und auf die 

Zellen gegeben. Bestrahlt wurde mit 525 nm, 90 mW/cm² für 60 s. Nach weiteren 48 h Inku-

bation unter Kulturbedingungen wurde das Medium gegen ein detection viability reagent aus-

getauscht und für weitere 30 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde ein Biolumineszenz-

signal per caspase reagent erzeugt und mit einem Tecan Spark von Tecan detektiert. Die gra-

fische Darstellung erfolgte mit GraphPad Prism 7. Der Assay wurde in Duplikaten ausgeführt.  
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6.4.5 Western Blots 

NIH3T3-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 20000 Zellen/well in 6-well plates ausgesät. 

Nach 48 h Inkubation unter Kulturbedingungen wurde die Verbindungen gelöst, in DMSO 

(finale Konzentration 1 % DMSO) auf die Zellen gegeben, 45 min inkubiert, mit 20 ng huma-

nem PDGF für 5 min stimuliert. Dann wurde das Medium entfernt, mit kaltem DPBS gewa-

schen und M-PER, versetzt mit einem Phosphatase-Protease-Inhibitor-Cocktail, aufgetragen. 

Nach 15 min Inkubation auf Eis wurden die Lysate und Zellreste von den Flaschen abgeschabt 

und in 1.5-mL-Reaktionsgefäße überführt. Nach Zentrifugation bei 15000 RPM, 4 °C, ggf. 

nochmaliger Zentrifugation, wurden die Überstände entnommen und bei -80 °C eingefroren 

oder anschließend vermessen. Die Proteinmenge wurde mit einem Bradford-Assay[304] gemäß 

Herstellerprotokoll bestimmt. SDS-PAGE und Western Blot (gemäß Standardproto-

koll)[195,305,306] wurden mit folgenden Antikörpern durchgeführt: t-PDGFR, p-PDGFR, anti-rab-

bit. Signale wurden mit dem Lumi Imager F1 (Roche) detektiert und visualisiert. Die Durch-

führung der VEGFR-Western-Blots wurde bis auf folgende Änderungen wie oben beschrieben 

durchgeführt: HUVEC wurden in T75-Kulturflaschen ausgesät und bis 90% Konfluenz unter 

oben genannten Bedingungen (6.4.2) kultiviert. Die Substanzen wurden in DMSO gelöst und 

auf die Zellen pipettiert (finale DMSO-Konzentration: 1 %). Nach 2 h Inkubation erfolgte die 

Stimulation mit VEGF für 15 min. Zur Detektierung am Lumi Imager F1 (Roche) wurden 

folgende Antikörper verwendet: p-VEGFR Tyr1175, p-AKT, und GAPDH. SDS-PAGE und 

Western Blots wurden in den Laborräumen der Klinischen Pharmazie, CAU Kiel durchge-

führt. 

6.4.6 Fluoreszenzmikroskopie 

Panc89 wurden in schwarze Mikrotiterplatten mit halber Fläche (GeinerBio One) in einer 

Zellzahl von 10000–20000 Zellen/mL ausgesät und für 24 h unter Kulturbedingungen inku-

biert. Die zu testenden Verbindungen wurden in DMSO gelöst zu einer finalen Assaykonzent-

ration von 100 nM und mit Zellen bestrahlt (525 nm, 90 mW/cm², 30 s). Nach Inkubation wei-

terer 48 h unter Kulturbedingungen wurde das Medium entfernt, mit DPBS gewaschen, Zellen 

mit 4 % p-Formaldehyd (PFA) fixiert und zuletzt mit 5 g/mL Hoechst 33342 für 15 min gefärbt. 

Bilder wurden mit einem ImageXpress Micro XL (Molecular Devices) unter Verwendung einer 

10-fach- und 60-fach-Vergrößerung sowie dem Programm Meta Xpress aufgenommen. Es wur-

den folgende Filter verwendet: DAPI (Anregung bei 377 nm, Emission bei 543 nm) und TRITC 

(Anregung bei 447 nm, Emission bei 593 nm). Die Finale DMSO-Konzentration betrug 1 %. 

Die Zellbehandlung erfolgte in Duplikaten, die Bildaufnahme in Quadruplikaten pro Duplikat. 

Entscheidend ist hier, dass eine Lampe genutzt wird, bei der eine LED ein well bestrahlt. Da 

die well-Fläche verkleinert ist, trifft bei anderen Aufsätzen nicht ausreichend Licht auf die 

wells. 
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6.4.7 Multi-Kinase-Profiling 

Die Aktivitätsmessung der Kinasengesamtheit (Kinom) steht schon länger im Fokus wis-

senschaftlicher Bestrebungen.[307,308] Zur Profilierung der zellulären Lysate wurde das Kinom-

Profiling (auch Kinase-Screening) von Pamgene verwendet. Mithilfe der Pamgene-Technologie 

ist es möglich, die Kinomaktivität von Zell- oder Gewebeproben zu untersuchen und zu ver-

gleichen. Dazu werden Proben auf Mikrochips (PamChip) aufgetragen und mithilfe der Pam-

Station 12 vermessen. Jeder Chip-Array enthält 144 (Phospho-Tyrosinkinase, PTK) oder 196 

(Serin-/Threonin-Kinase, STK) Peptide, fest gebunden an poröses Kieselgel, die von den Kina-

sen der jeweiligen Probe phosphoryliert werden können (s. Abbildung 6.2 A).[243] Der Nachweis 

der phosphorylierten Peptide erfolgt über Fluorescein-gekoppelte Antikörper und anschließen-

dem Auslesen der Fluoreszenzemmission. Je nach Kinaseaktivität ergibt sich ein Zelllinien-

spezifisches Abbild, darstellbar in einer heat map oder box plot (s. Abbildung 6.2 B). Über ein 

bis zwei Stunden erfolgt die Signalaufnahme in einem Intervallvorgang von Waschen der Pep-

tidmembranen mit Kinasepuffer und Bildaufnahme mittel CCD-Sensor. Aufgenommen wur-

den die Bilder bei drei verschiedenen Belichtungszeiten, um bei Verrechnung einen größeren 

  

Abbildung 6.2. Kinomprofilierung mit der Pamgene-Methode. 

A. Für das Kinase-Screening wird Zelllysat auf die Arrays des PamChips aufgetragen. Die dort gebundenen Peptide 

werden von den zellulären Kinasen phosphoryliert und in der PamStation 12 mittels Fluoreszenzsantikörpern 

detektiert. Abbildung nach Hilhorst et al.[243] B. Aus den erhaltenen Daten nach einer Messung mit der PamStation 

kann die Auswertung in Form von heat maps (oben links), volcano plots (oben rechts), up-stream-Analysen (unten 

links) oder Netzwerkanalysen mit GeneGo (unten rechts) visualisiert werden.  
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dynamischen Umfang zu gewährleisten. Zur Analyse wurden nur Signale verwendet, bei de-

nen über den Zeitraum der Messung eine Signalsättigung eintrat. Von den ermittelten Werten 

wurde der Logarithmus zur Basis 2 berechnet. Beim Vergleich mit z.B. der DMSO Probe wur-

den die berechneten Werte ins Verhältnis gesetzt und grafisch im volcano plot dargestellt. Auf 

Grundlage des Kinomprofils einer Probe können beim Vergleich mit einer Negativprobe Rück-

schlüsse auf möglicherweise beeinflusste Kinasen gezogen werden. Die zuvor ermittelten Da-

ten werden dem t-Test und mehrfachen Permutationen (LOOCV, Leave-one-out cross-valida-

tion) unterzogen und mit Datenbanken wie z.B. PosphoNet abgeglichen (up-stream-Analyse, 

s. Abbildung 6.2 B). Eine Validierung mit isolierten Kinasen via Kinaseassay oder Western 

Blot ist obligat.[309–315] Das Pamgene-Kinom-Screening wird sowohl für die Evaluierung von 

Tumorproben und überaktivierten Kinasen[241] genutzt, als auch für die Entwicklung mögli-

cher Therapiestrategien aufgrund dieser überaktiven Kinasen.[242] 

Das Kinom-Profiling kann entweder verwendet werden, um Zelllysate kurz vor dem Scree-

ning mit Inhibitoren zu behandeln (spike-in), oder um lebende Zellen mit Testsubstanzen zu 

behandeln und die anschließend angefertigten Lysate zu vermessen. Die zu untersuchenden 

Zellen wurden unter Kulturbedingungen (s. Kapitel 6.4.2) bis zu einer Zellkonfluenz von ca. 

90 % wachsen gelassen. Die Herstellung der Lysate erfolgte wie im Kapitel 6.4.5 Western Blots 

beschrieben. Lysate mit einem Proteingehalt über 1 mg/mL wurden für das Kinom-Profiling 

als angemessen erachtet. Für das Kinom-Profiling wurden Reagenzien, Chips und PamStation 

12 (Pamgene) gemäß Herstellerprotokoll verwendet. Für PTK-Chips wurden 5 μg Protein und 

für STK-Chips wurden 3 μg Proteinmenge verwendet. Die DMSO-Konzentration im Assay be-

trug 1 % (bzw. 10 %) die ATP-Konzentration 100 μM. Nach Zugabe der Testsubstanzen wurden 

die Lysate bestrahlt (385 nm, 7290 mW, 30 s; 405 nm, 784 mW, 1 min bzw. 365 nm, 1500 mW, 

1 min). Je Testlauf erfolgte eine Bestimmung des Kinaseprofils in drei technischen Replikaten. 

Die Analyse erfolgte nach dem Protokoll von Labots et al.[241] Zur Signalauswertung wurde die 

Software Bionavigator 6 (Pamgene) gemäß Herstelleranleitung verwendet.[316] 

Das Screening wurden von Konstantin Hoffer und Laura Bußmann im Universitätsklini-

kum Eppendorf, Hamburg durchgeführt. Die Datenanalyse erfolgte teils im UKE, teils im 

Pharmazeutischen Institut der CAU, Kiel.  
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8 Anhang 

8.1 Abkürzungsverzeichnis 

  

# Nummer 

% Prozent 

°C Grad Celsius 

ABC ATP-binding cassette 

ACN Acetonitril 

ADME Absorption, Distribution, Metabolismus, Elimination  

AKT Proteinkinase B 

APE Aminosäuresequenz: Alanin, Prolin, Glutaminsäure 

ATP Adenosin-5′-(trihydrogentriphosphat) 

BCR-ABL 
Fusionsprotein (breakpoint cluster region und Abelson mu-

rine leukemia viral oncogene homolog 1) 

BMAL brain and muscle ARNT-like protein 

BMP bone morphogenetic protein 

BODIPY 
boron-dipyrromethene 

4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene 

BRAF 
rapidly accelerated fibrosarcoma bzw.  

v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B 

CCD charge-coupled device 

CDK cyclin-dependent kinase 

CLOCK Circadian Locomotor Output Cycles Kaput 

CR Circadianer Rhythmus 
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CRY Cryptochrom 

DFG Aminosäuresequenz: Asparaginsäure, Phenylalanin, Glycin  

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMNB 
4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl- bzw. 4,5-Dimethoxy-2-nitroso-

benzaldehyd 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DOI digital object identifier 

DPBF 1,3-Diphenylisobenzofuran 

DPBS Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 

ECGM2 Endothelial Cell Growth Medium 2 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EGFR epidermal growth factor receptor 

ESR Elektronenspinresonanz 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GB Gigabyte 

h Stunde 

HER2 erbB-2, human epidermal growth factor receptor 

HPLC high performance liquid chromatography 

HUVEC human umbilical vein endothelial cells 

LED light-emitting diode 

M Molar 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

MB Methylenblau 
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MDR1 multi drug resistance 

MEK MAPKK, mitogen-activated protein kinase kinase 

mmol, mM Millimolar 

M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent 

NC-IUBMB 
Nomenclature Committee of the International Union of Bio-

chemistry and Molecular Biology  

NIR nahes Infrarot 

nM Nanomolar 

NMR nuclear magnetic resonance 

p- phospho- 

PDB Protein Data Bank 

PDGF platelet derived growth factor 

PDGFR platelet derived growth factor receptor 

PDT photodynamische Therapie 

PER period protein 

PKA/C/G Proteinkinase A/C/G 

PPG photoremovable protecting groups 

PS Photosensibilisator (photosensitizer) 

PSS Photostationäres Gleichgewicht, photostationary state 

PTK Phospho-Tyrosin-Kinase 

RET rearranged during transfection 

RGD Aminsäuresequenz: Arginin, Glycin und Asparaginsäure 

RHO RAS homologue 
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ROS reactive oxygen species 

RPM revolutions per minute 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

RT Raumtemperatur 

RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinase 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis - 

smKI small molecule kinase inhibitor 

STK Serin-Threonin-Kinase 

t- total- 

TGF transforming growth factor 

TKI Tyrosinkinase-Inhibitor 

TMTH 2,3,7,8-Tetramethoxythianthren 

UKE Universitätsklinikum Eppendorf, Hamburg 

UV/Vis Licht im ultravioletten bis roten Spektrum 

VEGFR vascular endothelial growth factor receptor 

WNT Wingless und Int-1 

μM Mikromolar 
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8.2 Emissionsspektrum des Laborlichts 

 

Abbildung 8.1. Emissionsspektren des Laborlichts. 

A. Spektrum des normalen Laborlichts. B. Ausschnitt von A weist ein eindeutiges Emissionsmaximum bei ca. 

365 nm auf. C. Ausschnitt des Laborlichts im Mikroreaktionsgefäß („Eppi“). Obwohl die Intensität geringer ist, 

ist immer noch eine Emission bei 365 nm messbar. D. Emissionsspektrum des Laborlichts unter kontrollierten 

Lichtbedingungen (Rotlicht und Ausschluss von Umgebungslicht durch verdunkelte Fenster). Die Intensitäten 

wurden nicht normiert. 
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8.3 Kinase-Screening der photoschaltbaren Chronomodulatoren 

 

Abbildung 8.2. Hohe Streuung der Kinomaktivität zwischen den einzelnen Chips einer Charge. 

Einzelmessungen der Kinomprofilierung von U2OS-Lysat weisen ein ungewöhnlich stark heterogenes Muster 

auf. Alle Chips wurden aus derselben Charge entnommen Die Substanzkonzentration betrug 10 µM. 

 

Abbildung 8.3. Kein konzentrationsabhängiger Effekt von Longdaysin auf U2OS Kinaseaktivität. 

Peptidphosphorylierung von U2OS-Lysat bei Longdaysinbehandlung dargestellt im volcano plot. Kein eindeu-

tiger Trend zu mehr oder weniger phosphorylierten Peptiden im Vergleich zu DMSO. Signifikanzniveau von 

p = 0.05 (Effektstärke = 1.4) wird bis auf zwei Ausnahmen stets unterschritten. 
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8.4 Chargenunterschiede der PamChips 

 

Abbildung 8.4. Kinom-Profiling der einzelnen PamChip-Arrays. 

Die hohe Abweichung des Chips aus einer separaten Charge (jeweils dritte Spalte pro Bedingung) führte zum 

Ausschluss des letzten Chips. Die Substanzkonzentration betrug jeweils 10 µM. 
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