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ZUSAMMENFASSUNG 

Auf Grund fehlerhafter Mechanismen von Protein-Tyrosin-Phosphatasen 

(PTPs) können humane Krankheiten wie Krebs, Diabetes, kardiovaskuläre und 

neurobiologische Krankheiten entstehen. Kleine Moleküle können in diesem 

Zusammenhang als Therapeutika verwendet werden. PTPs sind anspruchsvolle 

Zielstrukturen, insbesondere die Spezifität von Inhibitoren gegenüber anderen 

PTPs und ihre häufig fehlende Zellpermeabilität stellen bei der Entwicklung eine 

Herausforderungen dar. 

 

Ausgehend von einem virtuellen Screening mit einem Homologiemodell von 

SHP-2 wurde die Leitstruktur PHPS1 1 als SHP-2-Inhibitor identifiziert. Es 

wurde eine Bibliothek von Derivaten synthetisiert, die durch in vitro und in vivo 

Experimente auf ihre inhibitorische Wirkung hin untersucht wurde. Die SHP-2-

Inhibitoren 39, 49 und 50 waren im Enzymassay im nanomolaren Bereich aktiv 

und selektiv gegenüber SHP-1, PTP1B und MptpA. Sie hemmten zusätzlich die 

HGF/SF-stimulierte epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) von caninen 

MDCK-C Zellen und von humanen Pankreastumorzellen im niedrigen 

mikromolaren bzw. nanomolaren Bereich. Die Verbindung 50 zeigte im 

Softagar-Assay eine signifikante Hemmung der Koloniebildung von zwei 

verschiedenen humanen Lungentumorzelllinien von bis zu 40 %. Darüber 

hinaus weisen Tierversuche mit humanen Tumorxenografts daraufhin, dass 

eine antitumorale Wirkung des Inhibitors 39 in vivo besteht. Insbesondere 

Verbindung 39 besitzt, durch gute Verträglichkeit im Tierversuch und sehr gute 

inhibitorische sowie selektive Wirksamkeit, ein hohes Potenzial für die 

Weiterentwicklung als Krebstherapeutikum. 

 

Weiterhin wurde die Entwicklung von PTP-Inhibitoren unter Verwendung von 

pTyr-Mimetika verfolgt. Der fehlende adäquate Ersatz von pTyr in Leitstrukturen 

bei der Inhibitorentwicklung stellt immer noch einen limitierenden Faktor dar. 

Die entwickelten pTyr-Mimetika sollten deswegen ungeladene Strukturen sein, 

die trotzdem eine starke Wechselwirkung mit der positiv geladenen Aktivtasche 

der Phosphatasen besitzen. 
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Eine synthetisierte Bibliothek von Fragmenten wurde auf potenzielle pTyr-

Mimetika untersucht und anschließend in ein geeignetes Fragment, ein 

Aldehyd, umgewandelt. Dieses Aldehyd bietet einen einfachen synthetischen 

Zugang zu neuen potenziellen PTP-Inhibitoren. Dafür wurde eine 

Aminbibliothek auf ihre Hemmung gegen drei verschiedene PTPs hin 

untersucht. Zusätzlich wurde die Aminbibliothek durch roboterunterstützte 

Synthese mit Trifluormethylsulfonamidgruppen versehen und darüber hinaus 

ein Analogon dieser Gruppe in eine Peptidsequenz eingebaut und validiert. 

Untersuchungen der synthetisierten Bibliothek von potentiellen pTyr-Mimetika 

gegenüber MptpA identifizierten Strukturen mit moderater inhibitorischer 

Hemmung. Die Verbindung 84 wurde folgend in ein Aldehyd umgewandelt und 

analysiert. Der pKs-Wert der Verbindung 103 von 7,2 und der Wert im Caco-2-

Assay von Papp= 24,5 (10-6 cm/s) bestätigen, dass dieses Fragment ein 

geeigneter Kandidat für die Entwicklung von pTyr-Mimetika ist. Durch das 

Screenen der Aminbibliothek gegenüber MptpA, SHP-2 und SHP-1 wurden 13 

Amine mit einem IC50-Werte von 4-19 µM gefunden. Durch roboterunterstützte 

Synthese der Trifluormethylsulfonamidverbindungen und deren Validierung, 

konnten drei Verbindungen, 117_isoliert mit einem IC50-Wert von 86 µM, 

118_isoliert  und 122_isoliert  mit IC50-Werten im Bereich von 500 µM 

identifiziert werden. Das Trifluormethylsulfonamid-Analogon zeigte in einer 

Peptidsequenz 136 einen IC50-Wert von 1 mM, der Aminosäurebaustein 134 

liegt vergleichsweise bei 40 µM. Zusammenfassend wurde gezeigt, dass 

sowohl neue, geeignete Verbindungen zur pTyr-Mimetika-Entwicklung als auch 

Verbindungen für die PTP-Inhibitorentwicklung identifiziert werden konnten. 
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ABSTRACT 

Aberrant mechanisms of Protein Tyrosine Phosphatases (PTPs) are implicated 

in a growing number of diseases, ranging from cancer to cardiovascular, 

immunological, infectious, neurological, and metabolic diseases. Small 

molecules as PTP inhibitors may provide a solution to this problem as 

therapeutic agents. PTPs are challenging targets, particularly the specificity of 

inhibitors against related PTPs and the lack of cell permeability are major 

challenges. 

 

Starting from a virtual screening with a homology model of SHP-2, the lead 

structure PHPS1 1 was identified as a SHP-2 inhibitor. A library of derivatives 

was synthesized and evaluated by SAR and in vitro and in vivo experiments for 

their inhibitory activity. The SHP-2 inhibitors 39, 49 and 50 were most active in 

the enzyme assay with a nanomolar affinity range and were selective against 

SHP-1, PTP1B and MptpA. They also inhibit the HGF-stimulated EMT of canine 

MDCK-C cells as well as human pancreatic tumor cells in the low micromolar 

and nanomolar range. The compound 50 showed inhibition of the soft agar 

assay of colony formation of two different human lung tumor cell lines of up to 

40 %. Furthermore, in vivo testing with human tumor xenografts showed an 

anti-tumor effect for the inhibitor 39. This compound in particular, showed well-

tolerated behavior in animal studies and very good and selective inhibitory 

activity. It is therefore considered as a high potential inhibitor for further 

development as a cancer treatment agent. 

 

Furthermore, the development of PTP inhibitors using pTyr mimetics was 

investigated. The lack of replacement of pTyr in lead structures in the inhibitor 

development is still a limiting factor. New developed pTyr mimetics should 

therefore be uncharged structures that still strongly interact with the positively 

charged active site of phosphatases. 

A synthesized library of fragments was examined for their potential pTyr 

mimetic function. The best hit was converted to a suitable aldehyde fragment, 

which allows easy synthetic access, leading to a potential new inhibitor of PTP. 

Investigations of the synthesized library of potential pTyr mimetics with MptpA 
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identified structures showed moderate inhibition. Compound 84 was converted 

into an aldehyde analogue and was evaluated. The pKa of the compound 103 is 

7.2 and the value in Caco-2 assay of Papp = 24.5 (10-6 cm/s) confirming this 

fragment as a suitable candidate for the development of pTyr mimetics. 

Moreover, a library of amines was examined for their inhibition against three 

different PTPs. Screening of the amine library against MptpA, SHP-2 and 

SHP-1 yielded 13 amines with IC50 values of 4-19 µM. 

In addition, a robot-supported-synthetic trifluoromethylsulfonamide library was 

evaluated. The library screen yielded compound 117_isolated with an IC50 

value of 86 µM, and 118_isolated  and 122_isolated  with IC50 values in the 

range of 500 µM. 

The trifluoromethylsulfonamide group was synthesized as an amino acid 

analogue. This amino acid building block was incorporated into a peptide that 

was also evaluated for its inhibitory activity. The analogue of the 

trifluoromethylsulfonamide in a peptide sequence 136 showed an IC50 value of 

1 mM, whereas the amino acid building block 134 yielded 40 µM. 

In summary, it was shown that new and suitable compounds were identified as 

pTyr mimetics as well as for the development of PTP inhibitors. 
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DMF N,Ǹ -Dimethylformamid 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium (standard. Nährmedium) 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNS Desoxyribonukleinsäure 

DTT 1,4-Dithio-DL-threitol 

E Enzym 

EI Enzym-Inhibitor-Komplex 

EA Ethylacetat 

EDC N-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid 

EMT Epitheliale-Mesenchymale Transition 

eq Äquivalente 



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

 

XI

ES Enzym-Substrat-Komplex 

ESI/MS Electrospray ionisation/ massspectrometry 

Et Ethyl 

Et2O Diethylether 

EtOH Ethanol 

FCS Fetales Kälberserum 

Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl 

g Einheit für die Masse in Gramm 

HPAF II Humane Pankreastumorzelllinie 

HATU 2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium 

hexafluorophosphat 

HCl Salzsäure 

HGF/SF Hepatozyten-Wachstums-Faktor/Scatter-Faktor 

H2O Wasser 

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol 

HPLC High-performance-liquid-chromatographie 

Hz Hertz 

I Inhibitor 

J skalare Kopplungskonstante (NMR) 

JMML Juvenile myelomonozytäre Leukämie 

kx Geschwindigkeitskonstante 

K I Michaelis-Konstante 

Λ Wellenlänge 

LC/MS Liquid Chromatography/ Massspectrometry 

M Molarität 

MDCK-C Madin Darby Canine Kidney, Nierenepithelzellen 

MeOH Methanol 

MgSO4 Magnesiumsulfat 

µM Mikromolar (Einheit) 

ml  Einheit für das Volumen in Milliliter 

mol  Einheit für die molare Masse 

MptpA Protein-Tyrosin-Phosphatase MptpA 

m/z Masse/Ladung-Verhältnis 

N Normalität 



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

 

XII

N2 Stickstoff (Schutzgas) 

NaCO3 Natriumcarbonat 

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat 

NMR  Kernresonanzspektroskopie 

NS Noonan-Syndrom 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 

pH potentia Hydrogenii 

ppm Parts per million 

PTK Protein-Tyrosin-Kinase 

PTP Protein-Tyrosin-Phosphatase 

PTP1B Protein-Tyrosin-Phosphatase 1B 

R Rest 

RT  Raumtemperatur 

s  Singulett (NMR) 

S Substrat 

SDS Page Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

SHP-2 Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-2 

SHP-1 Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-1 

SiO2  Siliciumdioxid (Kieselgel) 

SPPS Solid phase peptide synthesis 

THF Tetrahydrofuran 

TFA Trifluoressigsäure 

UV Ultraviolett 

 

 

 

 

Die Nomenklatur der gezeigten Verbindungen richtet sich nach den IUPAC-Regeln. 

Bei der Bezeichnung von Aminosäuren wird der Einbuchstabencode verwendet. 

 



EINLEITUNG 

 

1

1 EINLEITUNG  

Die Medizinische Chemie ist ein modernes und interdisziplinäres 

Forschungsgebiet, das die Entwicklung und Synthese von potentiellen 

Wirkstoffen, die Analyse von chemischen und biochemischen Eigenschaften 

dieser Stoffe und ihrer Struktur-Wirkungs-Beziehungen beinhaltet. Durch diese 

Verknüpfung der Organischen Chemie mit der Biochemie und mit Unterstützung 

der Computerchemie hat sich ein neuer und leistungsstarker Forschungszweig 

gebildet. Mit Hilfe der Medizinischen Chemie ist es möglich neue 

Therapieansätze für Krankheiten zu entwickeln, bekannte Behandlungen zu 

optimieren und Resistenzen zu überwinden. 

 

Im besonderen Fokus stehen hierbei kleine Moleküle, d.h. Verbindungen mit 

einem Molgewicht von < 800 g/mol. Wirkstoffe in diesem Größenbereich sind 

tendenziell dazu in der Lage Barrieren im Körper aufgrund ihrer geringen Größe 

leichter zu überwinden, um z.B. an ihren Wirkungsort zu gelangen. Weiterhin 

können kleine Moleküle dazu verwendet werden, um Wirkmechanismen zu 

identifizieren und zu untersuchen. 

 

Anhand dieser Arbeit lässt sich die interdisziplinäre Zusammenarbeit der 

verschiedenen Forschungsgebiete, die die Medizinische Chemie vereint, sehr 

gut erkennen. Die Entwicklung des Homologiemodells mit Hilfe von strukturellen 

Informationen über die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-2 durch die 

Strukturbiologie und die Computerchemie bilden die Grundlage dieses 

Projektes. Die anschließende Synthese der Substanzbibliothek, basierend auf 

der identifizierten Leitstruktur, durch die Organische Chemie und die 

nachfolgende Evaluierung in biochemischen und biologischen Systemen in vitro 

bis hin zum in vivo Experiment in der Maus, zeigen die erfolgreiche 

Zusammenarbeit dieser vielen Teilgebiete. 
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2 ALLGEMEINER TEIL  

2.1 Enzyme 

Enzyme sind Biokatalysatoren, d.h. sie beschleunigen oder ermöglichen 

biochemische Vorgänge, indem sie die Aktivierungsenergie dieser Reaktionen 

senken. Im Regelfall muss bei einer Reaktion eine bestimmte Energie, die 

sogenannte freie Aktivierungsenergie aufgebracht werden. Das Enzym 

stabilisiert den Übergangszustand eines Substrates und erhöht somit die 

Wahrscheinlichkeit, dass die Reaktion abläuft. 

Zur Charakterisierung enzymatischer Aktivität bietet sich die Messung der 

Geschwindigkeit der Reaktion an. Oft lässt sich durch kinetische 

Untersuchungen der Reaktionsmechanismus herleiten. Die dadurch 

gewonnenen Daten und zusätzliche Informationen wie die Enzymstruktur (z.B. 

durch Kristallstrukturanalyse) und der Katalysemechanismus führen zu 

wichtigen Hinweisen über die biologische Funktion des Enzyms. 

 

 
Abb. 1: Schematischer Ablauf einer Enzymreaktion 

 

In Abbildung 1 wird der schematische Ablauf einer Enzymreaktion dargestellt, 

dabei stehen E, S, ES und P für Enzym, Substrat, Enzym-Substrat-Komplex 

und Produkte. Die Geschwindigkeitskonstanten k1 und k-1 charakterisieren die 

Hin- und Rückreaktion der Bildung des ES-Komplexes. Der Zerfall des Enzym-
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Substrat-Komplexes 

irreversible Reaktion angenommen.

Die Michaelis-Menten

Enzymkinetik. Sie gibt die Beziehung zwischen Anfangsgeschwindigkeit der 

Enzymreaktion und Substratkonzentration im Fließgleichgewicht an.

Auftragung v gegen [S] nach der Michaelis

hyperbole Sättigungsk
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Abb. 3: Formel und Darstellung einer 

 in die Produkte wird durch k2 beschrieben und als 

irreversible Reaktion angenommen.  

Menten-Gleichung (Formel 1, Abb. 2) ist die Grundgleich

Sie gibt die Beziehung zwischen Anfangsgeschwindigkeit der 

Enzymreaktion und Substratkonzentration im Fließgleichgewicht an.

Auftragung v gegen [S] nach der Michaelis-Menten-Gleichung gibt eine 

hyperbole Sättigungskurve (Abb. 2, rechts). 

Menten-Gleichung mit Darstellung einer Substratsättigungskurve

der Werte Vmax und Km verwendete man füher

Die Lineweaver-Burk-Auftragung stellt die 

Menten-Gleichung dar. Man trägt dafür 1/v

der reziproke y-Achsenabschnitt und Km der negativ reziproke 

Achsenabschnitts (Abb. 3).  

 

: Formel und Darstellung einer Lineweaver-Burk-Auftragung

3
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die Grundgleichung der 

Sie gibt die Beziehung zwischen Anfangsgeschwindigkeit der 

Enzymreaktion und Substratkonzentration im Fließgleichgewicht an. Die 

Gleichung gibt eine 

 
Darstellung einer Substratsättigungskurve 

füher die Lineweaver-

Auftragung stellt die doppelt-reziproke 

Gleichung dar. Man trägt dafür 1/v0 gegen 1/[S] auf. 

der negativ reziproke 

 
Auftragung  
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2.1.1 Enzymhemmung 

Als Enzymhemmung (auch Inhibition) bezeichnet man die Herabsetzung der 

katalytischen Aktivität eines Enzyms durch einen bestimmten Hemmstoff, den 

Inhibitor. Die verschiedenen Arten der Enzymhemmung werden nach ihrem 

Wirkmechanismus unterschieden und in die zwei großen Gruppen der 

irreversiblen und der reversiblen Inhibition unterteilt. 

Die irreversible Hemmung eines Enzyms ist in der Regel die Folge einer 

kovalent-reversiblen Verknüpfung des Inhibitors mit dem aktiven Zentrum des 

Enzyms. Ein Beispiel dafür ist das Insektizid Parathion, dessen Metabolit 

Paraoxon ein Acetylcholinesterase-Hemmer und somit stark toxisch ist. Die 

reversible Hemmung wird in weitere Untergruppen geteilt, der kompetitiven 

Hemmung, der nicht-kompetitiven Hemmung und der unkompetitiven Hemmung 

(Abb. 4). 

 

 
Abb. 4: Schematische Darstellung der drei verschiedenen Inhibitionstypen 

 

2.2 Protein-Tyrosin-Phosphatasen 

Die Grundlage der Entwicklung und Physiologie von multizellulären Organismen 

liegt in der dynamischen Interaktion und Kommunikation zwischen 

verschiedenen Zelltypen im Körper. Die Übermittlung von Informationen in eine 

Zelle geschieht mittels Signaltransduktionsprozessen. Die Signaltransduktion 

beschreibt biochemische Prozesse, mit Hilfe derer Zellen extrazelluläre Signale 

zu ihren zellulären Effektorstrukturen weiterleiten. In multizellulären Organismen 

werden extrazelluläre Informationen beispielsweise durch Ionen, 
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Neurotransmitter, Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone übermittelt. 

Diese Abläufe ermöglichen einer Zelle, sich an aktuelle Bedingungen und 

Bedürfnisse durch Regulation der Zellgestalt und Zellbewegung, des 

Metabolismus sowie der Regulation der Genexpression anzupassen. Mit Hilfe 

von Membranrezeptoren und Proteinen innerhalb der Zelle wird das 

extrazelluläre Signal aufgenommen und über eine oder mehrere 

Signalkaskaden weitergeleitet. Dies erfolgt durch koordinierte Protein-Protein-

Wechselwirkungen und durch Signalmoleküle, die enzymatische Aktivitäten 

besitzen. 

Die zwei gegensätzlich arbeitende Enzymfamilien, die Protein-Tyrosin-Kinasen 

(PTKs) und die Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs), kontrollieren viele 

biologische Prozesse (Abb. 5). PTPs entfernen Phosphatgruppen an 

Tyrosinphosphorylierten Proteinen, die wichtig für die Signaltransduktion sind. 

 

 
Abb. 5: Schematische Darstellung der Phosphorylierungsgleichung 

 

Dabei können sie als „An“- oder „Aus“-Schalter fungieren und beeinflussen 

auch die Dauer der jeweiligen Prozesse. PTPs regulieren viele Signalwege und 

kontrollieren somit verschiedene Prozesse wie Zellwachstum, Differenzierung, 

Metabolismus, die Progression durch den Zellzyklus, Kommunikation zwischen 

den Zellen, Zellmigration, Gentranskription, Ionenkanal-Aktivität, die 

Immunantwort und Entscheidungen über das Überleben der Zellen [1]. Die 

Aktivität der PTPs ist durch Dimerisierung, Phosphorylierung und reversible 

Oxidation reguliert [2]. Die Anknüpfung und Abspaltung der Phosphoryl-Gruppe 

kann zu einer strukturellen und so zu einem funktionellen Wechsel des Protein-

P

P

ATP ADP

Kinase

Phosphatase
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Moleküls führen. Es wird angenommen, dass ein Drittel der zellulären Proteine 

phosphoryliert vorliegt. 

Das menschliche Genom kodiert 518 Kinasen, davon 90 Tyrosin-Kinasen, 

sowie mehr als 130 Protein-Phosphatasen und 107 Tyrosin-Phosphatasen [3]. 

Protein-Phosphatasen (PPs) lassen sich über ihre Substrat- und Struktur-

spezifität in Protein-Serin/Threonin-Phosphatasen (PSTPs), Protein-Tyrosin-

Phosphatasen (PTPs) und Dualspezifische Phosphatasen (DSPs) 

unterscheiden. Die PTPs und die DSPs sind verwandt und zeigen eine hohe 

Sequenzidentität.  

Die Protein-Tyrosin-Phosphatasen werden in vier Klassen unterteilt [3]: 

 

1) Die klassischen Rezeptor-PTPs (RPTPs) (Abb. 6) 

2) Die klassischen Nicht-Rezeptor-PTPs (nRPTPs) (Abb. 6) 

3) Dualspezifische Phosphatasen (DSPs) 

4) Die niedermolekularen PTPs (LMW PTPs) 

 

Dabei werden RPTPs und nRPTPs noch in weitere Subtypen gegliedert, die 

abhängig von der Struktur ihrer nicht-katalytischen Domäne sind. 

 

 
Abb. 6: Schematische Übersicht der nRPTPS und der RPTPs [4] 

 

Die in dieser Arbeit untersuchten Protein-Tyrosin-Phosphatasen gehören zu 

den klassischen Nicht-Rezeptor Protein-Tyrosin-Phosphatasen (SHP-2, SHP-1 

und PTP1B, siehe Markierung Abb. 6) und den niedermolekularen Protein-

Tyrosin-Phosphatasen (MptpA). 
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2.2.1 Der Katalysemechanismus der PTPs 

Protein-Tyrosin-Phosphatasen sind α/β-Proteine, d.h. sie bilden β-Barrel-

Strukturen mit flankierenden α-Helices. Die Aktivtasche, das katalytische 

Zentrum der PTPs, befindet sich innerhalb einer Vertiefung an der 

Proteinoberfläche. Die Protein-Tyrosin-Phosphatasen benötigen keine 

Metallionen und katalysieren die Phosphat-Hydrolyse über ein kovalentes 

Phosphocystein-Intermediat. PTPs besitzen strukturell drei wichtige, 

konservierte Motive: die PTP-Schleife (VHCSAGXGRTG), die WPD-Schleife 

(WPDXGXP) und die pTyr-Erkennungsschleife (NXXKNRY). Der 

Katalysemechanismus der PTPs enthält einen nukleophilen Angriff und besteht 

aus zwei Schritten. 
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Abb. 7: Darstellung des Katalysemechanismus der PTPs 

 

Das PTP-Motiv befindet sich am Boden der katalytischen Tasche der PTPs. 

Das Cystein in dieser Signatur ist das Nukleophil, dass das Phosphocystein-

Intermediat bildet (Abb. 7, 1. Schritt) [5]. Eine Wasserstoffbrücke vom Arginin 

und weitere Amidgruppen aus der Umgebung stabilisieren dabei das 

deprotonierte Cystein und das Intermediat [6]. Durch die Asparaginsäure wird 

das Intermediat protoniert und die Abgangsgruppe gebildet [7]. Im 

geschlossenen und gebundenen Substratzustand formt Aspartat eine 

Wasserstoffbrücke zum phenolischen Sauerstoff vom pTyr. Das Cystein 

befindet sich am N-Terminus einer langen Helix in der Mitte von der 
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katalytischen Domäne. Die Helix induziert einen Dipol und verändert dadurch 

die Eigenschaften der Cystein-Thiolat-Seitenkette. Das Phosphat wird auf das 

Cystein übertragen, um ein Thiophosphat zu bilden, das anschließend durch 

Wasser hydrolisiert wird (Abb. 7, 2. Schritt) [8]. Die WPD-Schleife schließt 

während der Substratbindung die Aktivtasche [9]. Der Energieaufwand der 

Bildung der Bindung des Nukleophils mit dem Übergangszustand ist minimal, 

jedoch das Brechen der Bindung zwischen der Phosphor- und der 

Abgangsgruppe ist beträchtlich. Phosphat-Monoester werden in einem 

thermodynamisch günstigen Prozess hydrolysiert, aber sind in der Abwesenheit 

von Enzymen unter physiologischen Bedingungen kinetisch inert [1]. 

Die Substratspezifität von Phosphatasen für Phosphotyrosin, -serin und 

-threonin resultiert aus der Tiefe der Aktivtasche, die durch die pTyr-

Erkennungsschleife definiert wird. Bei den klassischen PTPs besitzt sie eine 

Tiefe von 9 Å, bei Dualspezifischen Phoasphatasen von 6 Å. Diese Differenz 

erklärt die höhere Substratspezifität der klassischen PTPs, da die Ausdehnung 

von Serin/Threonin-Resten nicht groß genug ist, um das katalytische Cystein zu 

erreichen. 

Trotz homologer Strukturen und konservierter Sequenzmotive in der PTP-

Familie, zeigen die Enzyme unterschiedliche Substratspezifität auf, die sich 

durch charakteristische Aminosäurereste ergibt. Aufgrund dieser Tatsache ist 

eine Entwicklung von PTP-Inhibitoren möglich, die selektiv PTPs innerhalb der 

Familie und auch gegenüber DSP und Serin/Threonin-Phosphatasen hemmen 

[10] [11]. 

 

2.3 Die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-2 

Die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-2 gehört zu der Gruppe der 

zytoplasmatischen Tyrosin-Phosphatasen. Sie wird ubiquitär exprimiert und 

besitzt ein Molekulargewicht von 68,5 kDa. Die Phosphatase SHP-2 besitzt 

zwei SH2-Domänen (SH2= Src-Homologie 2), die N-terminale SH2- und C-

terminal SH2-Domäne, eine Phosphatase-Domäne (PTP) mit der katalytischen 

Tasche und einen C-terminalen Bereich, der zwei Tyrosin-

Phosphorylierungsstellen, Y542 und Y580, enthält (Abb. 8) [12]. Weiterhin 

besitzt sie ein Prolin-reiches Motiv, dessen Funktion noch unbekannt ist. 
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N-SH2 PTP
YY

C-SH2
 

Abb. 8: Schematischer Aufbau der ProteinTyrosin Phosphatase SHP-2 

 

Die Kristallstruktur von SHP-2 wurde 1998 von Hof et al. beschrieben (Abb. 9) 

[13]. 

 
Abb. 9: Kristallstruktur der Protein Tyrosin Phosph atase SHP-2 [13] 

 

Die Struktur verdeutlicht, wie die katalytische Aktivität des Enzyms durch die 

SH2-Domänen reguliert wird. Im Grundzustand, bei Abwesenheit eines Tyrosin-

phosphorylierten Bindungspartners, tritt eine Autoinhibition auf, d.h. die 

N-terminale SH2-Domäne interagiert mit Bereichen der Phosphatase-Domäne 

und blockiert somit das aktive Zentrum (Abb. 10) [14]. Diese Autoinhibition kann 

durch die Bindung der N-terminalen SH2-Domäne oder beider SH2-Domänen 

an spezifische Phosphotyrosinmotive aufgehoben werden. Dabei scheint die C-

terminale SH2-Domäne eine geringere Rolle bei der Aktivierung zu spielen, 

liefert für diesen Vorgang jedoch eine gewisse Bindungsenergie und Spezifität. 

Somit stellt die N-SH2-Domäne einen konformativen Schalter dar. Entweder 

bindet die N-SH2-Domäne an die PTP-Domäne und hemmt diese oder sie 

interagiert mit Phosphotyrosin-Motiven von bestimmten Signalpartnern und 

lässt die PTP-Domäne frei und aktiv. Die zwei C-terminalen Tyrosinreste, Y542 

und Y580, scheinen ebenfalls am Aktivierungsmechanismus beteiligt zu sein. 

Diese Tyrosinmotive können durch Janus- oder andere Tyrosinkinasen 

phosphoryliert werden. Dadurch können sie ebenfalls mit den SH2-Domänen 

interagieren und somit die intramolekulare Bindung aufheben [15].  
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Autoinhibition von SHP
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Signaltransduktion über Rezeptortyrosin

seine SH2-Domänen mit einer Vielzahl von 
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Die Mehrzahl dieser Mutationen bestehen in Änderungen von Aminosäuren, die 

sich in der Nähe der N-SH2- und der PTP-Domäne befinden. Untersuchungen 

zeigen, dass beide Arten von Mutationen, Keimbahn- und somatische 

Mutationen, durch Destabilisierung die Autoinhibition des Enzyms begünstigen. 

Das führt zu einem andauernden Signal durch den RAS/MAPK-Signalweg in 

Ligandenabhängiger Weise. 

Zum Beispiel ist die E76K-Mutation in der N-SH2-Domäne von SHP-2 

Leukämie-spezifisch (Abb. 11) [16]. In dieser Mutation ist die Autoinhibition 

aufgehoben und somit SHP-2 auf diese Weise aktiviert. Die Phosphatase 

Aktivität des mutierten Enzyms ist 100-fach erhöht im Vergleich zum Wildtyp 

[17] [18] [19]. 

In de novo-Neuroblastomen und de novo-akuten myeloischen Leukämien im 

Kindesalter wurde die T507K Mutation gefunden, jedoch nicht im Noonan 

Syndrom oder der juvenilen myelomonozytären Leukämie (JMML), die auf der 

PTP-Domäne liegt (Abb. 11) [20]. Sie beeinträchtigt nur gering die 

Autoinhibition und führt somit zu einem zweifachen Anstieg in der Phosphatase-

Aktivität. 

 

N-SH2 PTP
YY

C-SH2

E76K T507K

5272482161121053  
Abb. 11: Schematische Darstellung der untersuchten Mutationen von SHP-2 

 

2.3.1 Die Rolle von SHP-2 im Met-und Ras/MAPK-Signalweg 

Als direkte Substrate von SHP-2 wurden SHPS1 (SHP substrate 1), Gab1, der 

EGF-Rezeptor sowie Paxillin identifiziert [21] [22]. 

Das Adapterprotein Gab1 (growth-factor-receptor-bound protein 2 (Grb2)-

associated binder 1) und sein Effektor SHP-2 besitzen eine große Bedeutung 

für die anhaltende Stimulation des ERK/MAPK-Signalweges (extracellular 

signal-regulated kinase/mitogen-activated protein kinase) [23]. Gab1 ist das 

wichtigste Substrat des Met-Rezeptors und ist zentral für die Aktivierung dessen 
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Signalweges [24]. In unstimulierten Zellen liegt Gab1 in der unphosphorylierten 

Form vor. SHP-2 ist durch die Autoinhibition im Grundzustand inaktiv (Abb. 12, 

links). Eine durch hepatozytische Wachstumsfaktoren/Scatterfaktoren (HGF/SF) 

hervorgerufene Stimulation des Met-Rezeptors führt zu einer direkten Bindung 

von Gab1 an die RTK Met über die Met-Bindungs-Domäne (MBD) und von Pro 

(Prolin-reiche Region) an Grb2 (Abb. 12, rechts). Die PH-Domäne (Pleckstrin-

homologe Domäne) von Gab1 ist für eine feste Lokalisierung an der Membran 

verantwortlich. Die Aktivierung von Met führt zur Tyrosin-Phosphorylierung von 

Gab1 an einigen Resten, unter anderem an Bindungsmotiven, die wichtig für 

die Bindung der SH2-Domäne von SHP-2 sind. Die Wechselwirkungen 

zwischen Gab1 und der N-terminalen SH2-Domäne von SHP-2 stören die 

Bindung mit der PTP-Domäne und aktivieren somit die Phosphatase. 

 

 
Abb. 12: Die Rolle von SHP-2 im Met-Signalweg [23] 

 

 
Abb. 13: Signalübertragung beim Met-Rezeptor [23] 
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Der Ras/ERK MAPK-Signalweg ist ein bedeutender Signalweg von RTKs und 

Zytokinrezeptoren, der durch SHP-2 beeinflusst wird [12] [23]. Es konnte 

gezeigt werden, dass SHP-2 die andauernde Aktivierung von Ras und dem 

signalabwärts befindenden ERK/MAPK-Signalweg begünstigt. Verschiedene 

Mechanismen wurden identifiziert durch die SHP-2 den Ras/ERK-Signalweg 

aktiviert (Abb. 14) [25] [26]. Wie anschließend die Regulierung von SHP-2 

erfolgt, hängt vom Rezeptor- und/oder Zelltyp ab. 

 

 
Abb. 14: SHP-2-regulierte Signalwege [26] 

 

In Abbildung 14 wird deutlich, dass SHP-2 den Ras/ERK-Signalweg über 

verschiedene Mechanismen aktivieren kann, wie z.B. über die 

Dephosphorylierung der Ras GAP-Bindungsstelle von spezifischen Rezeptoren 

und Adapterproteinen. Eine weitere Möglichkeit verläuft über die 

Dephosphorylierung des negativen Ras/ERK-Regulators Sprouty. Alternativ 

führt die Regulation der Src-Kinaseaktivität durch direkte Phosphorylierung von 

Src oder durch indirekte Regulation des Src-Inhibitors Csk zu einer Erhöhung 

der Aktivität des ERK-Signalweges. SHP-2 steht ebenfalls mit der Steuerung 

von PI3K, Fak und RhoA sowie dem Ca2+/Calcineurin/NFAT-Signalweg in 

Verbindung. Weiterhin gibt es Hinweise, dass SHP-2 eine Funktion bei der 

Regulation des JAK/Stat-Signalweges besitzt. 
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2.3.2 SHP-2 und Krankheiten 

2.3.2.1 SHP-2-Mutationen im Noonan-Syndrom 

Das Noonan-Syndrom (NS) ist ein Fehlbildungskomplex mit genetischer 

Ursache. Die Bezeichnung geht auf die US-amerikanische Kinderkardiologin 

Jacqueline Noonan zurück, die dem Syndrom 1963 ihren Namen gab. Aufgrund 

der Ähnlichkeit der feststellbaren Symptome mit dem Ullrich-Turner-Syndrom, 

bezeichnet man das Noonan-Syndrom auch als Pseudo-Turner-Syndrom oder 

Male-Turner-Syndrom. Allerdings besteht beim Turner-Syndrom eine 

Chromosomenanomalie, die nur Mädchen betrifft. Der Chromosomensatz beim 

Noonan-Syndrom hingegen ist normal. Das NS wird autosomal-dominant 

vererbt. Jedoch muss nach heutigem Wissensstand eine genetische 

Heterogenität für das NS angenommen werden. Die Vererbung des Noonan-

Syndroms erfolgt meist über die Mutter, da die männlichen Patienten in der 

Regel unfruchtbar sind. 

Die Fehlbildungen können das äußere Erscheinungsbild betreffen, aber auch 

innere Organe. Charakteristisch sind Minderwuchs, typische Dysmorphien und 

angeborene Herzfehler.  

Das Noonan-Syndrom ist relativ häufig. Die Angabe über die Häufigkeit liegt bei 

1:500 bis 1:2500 Kinder weltweit. In Deutschland sind ca. 80.000 Menschen 

betroffen. Das Syndrom betrifft beide Geschlechter gleichermaßen und ist nach 

Trisomie 21 die zweithäufigste Ursache, die zum Auftreten eines Herzfehlers 

führt. 

In Untersuchungen konnte die Hauptursache für diese genetische Besonderheit 

ermittelt werden. Bei Patienten mit NS scheint ein gestörter 

Aktivierungsmechanismus von SHP-2 pathogenetisch von Bedeutung zu sein. 

Tartaglia et al. konnten zeigen, dass Missense-Mutationen in der N-terminalen 

SH2-Domäne oder der Phosphatase-Domäne von SHP-2 in 50 % der 

betroffenen Patienten zu finden ist [16] [17]. Die Mutationen bedingen eine 

gesteigerte Aktivität der Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-2. Wahrscheinlich 

beeinflussen alternativ eingebaute Aminosäuren die Aktivierung von SHP-2 und 

fördern somit die anhaltende Aktivierung der ERK/MAPK wie in Tiermodellen 

gezeigt werden konnte [18].  

Aufgrund der identifizierten Mutation ist es möglich, durch eine 

molekulargenetische Untersuchung bei Verdacht auf das NS, eine exakte 
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Diagnose zu stellen. Allerdings wird die Diagnose von NS häufig anhand der 

Symptomatik gestellt. Eine ursächliche Behandlung zur Heilung gibt es 

gegenwärtig nicht. Es ist lediglich eine symptomatische Therapie möglich, wie 

z. B. eine operative Korrektur der Herzfehler. 

 

2.3.2.2 SHP-2-Mutationen im LEOPARD Syndrom 

Das LEOPARD-Syndrom oder kardiomyopathische Lentiginose ist eine seltene, 

autosomal-dominant vererbte Erkrankung, die 1969 erstmals von Gorlin 

beschrieben wurde [27]. LEOPARD ist ein Akronym für die charakteristischen 

klinischen Symptome. LEOPARD steht für Lentiginosis, (sommersprossenartige 

schwarze oder dunkelbraune Flecken), Elektrokardiographische Störungen 

(z.B. Schenkelblock), Okulärer Hypertelorismus, Pulmonalstenose, Abnormalität 

der Genitalien, Retardierung des Wachstums und Deafness 

(Innenohrschwerhörigkeit oder Taubheit). 

2002 wurden beim LEOPARD-Syndrom, wie bereits bei dem teilweise klinisch 

überlappenden Noonan-Syndrom, Mutationen im PTPN11-Gen als molekulare 

Ursache identifiziert. In mehr als 80 % der Fälle wurden heterozygote 

Keimbahnmutationen von PTPN11 gefunden [28] [29]. Die Mutationen befinden 

sich alle in der PTP-Domäne und beeinflussen somit die Katalysefunktion von 

SHP-2. Im Gegensatz zum Noonan-Syndrom kommt hier ein wiederkehrender 

Austausch von spezifischen PTPN11-Aminosäuren vor, die zum Verlust der 

SHP-2-Funktion führen, d.h. „Loss-of-Function“-Mutationen. 

 

2.3.2.3 SHP-2-Mutationen bei verschiedenen Krebsarten 

Somatische Gain-of-Function-Mutationen bei PTPN11 wurden in 35 % von 

Patienten mit sporadischer juveniler myelomonozytärer Leukämie (JMML) 

identifiziert [30]. JMML ist eine seltene myeloproliferative und 

myelodysplastische Fehlordnung bei Kleinkindern, die eine massive Expansion 

und Gewebeinfiltration von myeloiden Zellen und makrozytischen Anämien 

besitzt. Die Mutationen liegen vergleichbar mit dem Noonan-Syndrom 

hauptsächlich in der N-SH2-Domäne von SHP-2 und beeinflussen ebenfalls die 

Autoinhibition. Mehrere Studien zeigen, dass Gain-of-Function-Mutationen bei 

JMML zu einer stärkeren Aktivierung führen als beim NS [18]. Genetische 
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Veränderungen bei PTPN11, Ras und Ras GAP, NF1 treten bei bis zu 85 % 

von JMML-Fällen auf. Das führt zu der Annahme, dass vergleichbar mit NS, die 

erhöhte Ras/ERK MAP-Kinase-Aktivierung wichtig bei der Entstehung von 

JMML ist [18]. 

PTPN11-Mutationen treten mit geringer Häufigkeit bei anderen 

myelomonozytischen Neoplasmen auf, wie bei der akuten myeloischen 

Leukämie (AML), der chronischen myelomonozytischen Leukämie (CMML) und 

dem myelodysplastischen Syndrom (MDS). [18] Sowie in B-akuter 

lymphoblastischer Leukämie (B-ALL) [31]. 

Darüber hinaus wurden SHP-2 Mutationen mit geringer Häufigkeit in soliden 

Tumoren entdeckt, wie in Neuroblastomen, in Lungen- und Nierenkarzinomen. 

Zusammenfassend kann man sagen, dass fehlerhafte SHP-2-Aktivierung eine 

bedeutende Rolle bei der Krebspathogenese spielt. 

 

2.3.3 Das Anwendungspotential von SHP-2 Inhibitoren 

Das Potential von SHP-2-Inhibitoren zeichnet sich sowohl durch spezifische als 

auch breite Anwendungsmöglichkeiten aus. 

 

a. Als Hemmer von stark wachsenden Tumoren, die von Rezeptoren der 

EGFR-Familie abhängen und einen großen Anteil der Krebserkrankungen 

(Brust und Prostata) ausmachen. 

Die Behandlung mit einem spezifischen SHP-2-Inhibitor ist hier 

vielversprechend, da ein Zusammenhang zwischen der EGFR-

familienabhängigen Brustkrebsentwicklung und der Hyperaktivierung des SHP-

2-Ras-MAP-Kinase-Signalwegs nachgewiesen werden konnte [32]. 

 

b. Als spezifischer Antagonist zur Therapie von speziellen Leukämien. 

Die Behandlung mit einem spezifischen SHP-2-Inhibitor ist auch hier Erfolg 

versprechend, da eine Korrelation zwischen Überexpression von SHP-2 und 

dem hyperproliferativen Phänotyp von Leukämie-Patienten nachgewiesen 

werden konnte [33]. Leukämie ist mit ca. 35.000 Neuerkrankungen pro Jahr in 

den USA relativ häufig. 
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1) Als Zweit- oder Zusatzbehandlung von chronischer myeloider Leukämie 

(CML). 

Die Mehrzahl der CML-Patienten, die mit dem Medikament Gleevec® behandelt 

worden sind, erleiden oft bereits nach nur einem Jahr einen Rückfall, der häufig 

auf Resistenz gegen den darin enthaltenen Wirkstoff Imatinib beruht. 

CML-Zellen gehen durch Behandlung mit SHP-2-spezifischer siRNA in 

Apoptose über [34]. Basierend auf diesem Ergebnis betrachtet man seither 

SHP-2 als weiteres geeignetes therapeutisches Zielprotein zur Behandlung von 

CML. Das von Novartis entwickelte Gleevec® ist ein Medikament, das trotz 

relativ kleiner Patientenzahl (ca. 5000 Neuerkrankungen pro Jahr in den USA) 

kommerziell sehr erfolgreich ist, da es als Dauergabe verabreicht werden muss. 

 

2) Als spezifischer Antagonist zur Therapie der juvenilen myelomonozytären 

Leukämie (JMML). 

Wie im Kapitel 2.3.2.3 beschrieben, kann eine Behandlung mit einem 

spezifischen SHP-2-Inhibitor vielversprechend sein, da der Zusammenhang 

zwischen Genmutation und Krankheitsursache hier klar belegt ist. 

 

c. Als Hemmer von Met-abhängigen Tumoren. 

Überexpression von HGF/SF sowie Mutationen von Met spielen eine gewisse 

Rolle bei vielen Tumoren [24]. Im Weiteren wurde postuliert, dass Met die 

Metastasierung von Tumoren fördert. Metastasen sind für den Tod der meisten 

Krebspatienten verantwortlich. Met-Antagonisten im Allgemeinen und 

SHP-2-Inhibitoren im Speziellen könnten die Ablösung und Migration von 

Epithelzellen vom Primärtumor blockieren. Zusätzlich sollten sie in der Lage 

sein, nach chirurgischer Entfernung des Primärtumors die Invasion bereits 

verstreuter Zellen in das umgebende Gewebe zu verhindern und solche 

vereinzelten Zellen in die Apoptose zu treiben. 

 

d. Als mögliches Therapeutikum beim Noonan-Syndrom (NS) und beim 

LEOPARD-Syndrom (LS). 

Wie im Kapitel 2.3.2.1 und 2.3.2.2 beschrieben ist, wurden in beiden 

Krankheiten genetische Mutationen von SHP-2 identifiziert. Beim Noonan-
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Syndrom sind es ca. 50 % der Patienten und beim LEOPARD-Syndrom sind es 

ca. 90 % der Patienten. 

 

e. Als mögliches Therapeutikum bei Leptin-Resistenz und Fettleibigkeit. 

Zusätzlich stellt SHP-2 ein potentielles therapeutisches Ziel für die Behandlung 

von Leptin-Resistenz und Fettleibigkeit dar [35]. Es konnte gezeigt werden, 

dass SHP-2 eine wichtige Rolle beim Leptin-Signalweg spielt. Außerdem hat 

SHP-2 Einfluss auf die hypothalamische Kontrolle bei der Energiebalance und 

dem Metabolismus. 

 

2.4 Weitere therapeutisch relevante Protein-Tyrosin-Phosphatasen 

In dieser Arbeit wurden weitere therapeutisch relevante Protein-Tyrosin-

Phosphatasen SHP-1, PTP1B und MptpA untersucht, um die Selektivität der 

entwickelten potentiellen SHP-2-Inhibitoren gegenüber verwandten PTPs zu 

analysieren.  

 

2.4.1 Die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-1 

Die zytosolischen Protein-Tyrosin-Phosphatasen SHP-1 und SHP-2 weisen 

eine Sequenzhomologie von 58 % auf, ihre Tertiärstruktur ist jedoch nahezu 

identisch. SHP-1 besitzt auch zwei SH2-Tandem-Domänen am N-Terminus, 

gefolgt von einer katalytischen PTP-Domäne. Allerdings besitzen diese beiden 

Enzyme unterschiedliche biologische Funktionen in vivo. 

Die Kristallstruktur von SHP-1 zeigt, dass das ligandenfreie Enzym ebenfalls in 

der autoinhibierten Form vorliegt [36]. Vergleichbar mit SHP-2 blockiert die 

N-SH2-Domäne die katalytische Domäne und hält die Phosphatase somit in der 

inaktiven Konformation. Allerdings besitzt die C-SH2-Domäne von SHP-1 eine 

andere Orientierung und ist flexibler verglichen mit der von SHP-2. Die 

PTP-Domäne, ein stark verdrehtes 10-strängiges β-Faltblatt, wird von vier 

Helices auf der konvexen Seite und zwei Helices und einem β-Hairpin auf der 

konkaven Seite flankiert. Die Architektur der drei Domänen ist insgesamt 

kompakt. Abbildung 15 zeigt die intermolekulare Interaktion der N-SH2-Domäne 

mit der PTP-Domäne. Die SH2-Domäne von SHP-1 weist die typische Faltung 

auf, die sich aus einem zentralen 4-strängigen β-Faltblatt mit einer α-Helix an 
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2.4.2 Die Protein-Tyrosin-Phosphatase PTP1B 

PTP1B ist die erste gereinigte und charakterisierte Säuger-Protein-Tyrosin-

Phosphatase [38]. Sie besteht aus insgesamt 435 Aminosäuren, von denen 

AS30-AS278 die katalytische Domäne bilden. Neben der katalytischen 

PTP-Domäne besitzt PTP1B eine prolinreiche Sequenz und eine Ankerdomäne, 

die die Phosphatase an das endoplasmatische Retikulum fixiert. Nach 

enzymatischer Abspaltung kann das Enzym zu seinen zytosolischen Substraten 

migrieren. 

Die Kristallstruktur von PTP1B ist die erste Kristallstruktur einer Protein-Tyrosin-

Phosphatase (Abb. 17) [39]. Das Enzym setzt sich aus einer einzelnen Domäne 

mit der katalytischen Tasche zusammen, die sich am Boden einer flachen 

Spalte befindet. Die Phosphaterkennungstasche wird durch ein Schleife 

gebildet, die am Aminoterminus einer α-Helix lokalisiert ist (11 AS-Motiv). 

 

 
Abb. 17: Kristallstruktur von PTP1B [39] 

 

Das Gen PTPN1 kodiert die Phosphatase PTP1B und liegt auf dem 

Chromosom 20. PTP1B spielt eine wichtige Rolle in der insulinabhängigen 

Signalkaskade. PTP1B wurde als ein Negativregulator von Insulin- und Leptin-

Rezeptor-Signalwegen entdeckt [40] [41] [42]. Tierstudien zeigen, dass die 

Inaktivierung des PTP1B-Gens in Mäusen eine verbesserte Insulin-

empfindlichkeit ohne negative Nebenwirkungen, verbesserte glykämische 

Kontrolle und Resistenz gegen fettreiche Diät induzierte Adipositas haben. Die 

Wirkung von PTP1B als Insulin-Antagonist wurde durch viele Experimente 

bestätigt. Diese Ergebnisse machen das Enzym zu einem attraktiven und 

erfolgversprechenden Wirkstoffziel bei der Therapie von Diabetes Typ 2 und 
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Fettleibigkeit. PTP1B wird in der Embryonalentwicklung  nicht benötigt, so dass 

die Mutation nicht letal ist. 

2004 wurde die potentielle Rolle von PTP1B in onkogenen Signalwegen 

untersucht [43]. Im Jahre 2007 wurde es dann als therapeutisches Ziel in Brust-

und Eierstockkrebs identifiziert [44] [45]. 

Zusätzlich gilt die Protein-Tyrosin-Phosphatase PTP1B als Prototyp für die 

Inhibitorentwicklung gegen PTPs. 

 

2.4.3 Die Protein-Tyrosin-Phosphatase MptpA 

In der Vergangenheit ging man davon aus, dass Protein-Tyrosin-Phosphatasen 

nur in Eukaryonten vorkommen. Mit der Zeit wurden jedoch auch verschiedene 

PTPs in Bakterienstämmen identifiziert. Die Protein-Tyrosin-Phosphatase 

MptpA gehört zu der Klasse der niedermolekularen Phosphatasen (LMW 

PTPs), dessen Mitglieder eine katalytische Domäne von 18 kDa besitzen. Sie 

zeigen außerhalb des Signaturmotivs keine offensichtliche Sequenzhomologie 

mit den höher molekulargewichtigen PTPs. MptpA ist hochspezifisch für 

Substrate, die pTyr-Reste besitzen und zeigt Aktivität bei Myelin-basierten 

Proteinen. 

Die Kristallstruktur wurde 2005 von Madhurantakam et al. veröffentlicht 

(Abb. 18) [46]. Sie setzt sich aus einer einzelnen α/β-Domäne zusammen, die 

durch ein zentrales, paralleles, 4-strängiges, verdrehtes β-Faltblatt 

charakterisiert wird. Flankiert wird sie auf beiden Seiten von einer α-Helix. Die 

typische Phosphatbindungsschleife befindet sich am C-Terminus des 

β1-Faltblattes und am N-Terminus der α1-Helix. Die Bindung des 

Phosphotyrosinringes des Substrats und die Substratselektivität des Enzyms 

gehen zurück auf die Tatsache, dass die katalytische Aktivtasche tief ist und die 

Reste, die die Wand der Tasche bilden, hauptsächlich aromatischer und 

hydrophober Natur sind. 

 



 

22

Abb. 18: Kristallstruktur von MptpA
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ein Protein, das VPS33B, dephosphoryliert [48]. Dabei ist die höchste 

Konzentration diese Phosphatasen im Zytosol. Es gibt Hinweise darauf, dass 

MptpA insbesondere bei der intrazellulären Infektion von Makrophagen 

exprimiert wird. 

 

2.5 Protein-Tyrosin-Phosphatase-Inhibitoren 

Wie vorher erläutert, wird defekte oder fehlerhafte PTP-Aktivität mit der 

Entstehung von einigen humanen Krankheiten wie z.B. Krebs und Diabetes in 

Verbindung gebracht [49]. Demnach könnten selektive PTP-Inhibitoren als 

mögliche Therapeutika entwickelt und eingesetzt werden.  

Onkogene PTPs spielen kausale Rollen in der Krebsentstehung oder der 

Metastasierung und könnten somit als Zielstruktur dienen, um die pathogene 

Aktivität zu blockieren. Die bisherigen Untersuchungen weisen alle daraufhin, 

dass dieser Ansatz eine effektive und sichere Anti-Krebs-Strategie sein könnte.  

Eine große Anzahl von unterschiedlichen Ansätzen, die zur Identifikation und 

Entwicklung von verschiedenen Klassen von Protein-Phosphatasen-Inhibitoren 

führen, wird derzeit untersucht (Kapitel 2.6). Das Ergebnis ist eine Vielzahl von 

unterschiedlichen PTP-Inhibitoren. Fehlende Selektivität und ungünstige 

pharmakologische Eigenschaften dieser Inhibitoren sind weiterhin die 

limitierenden Faktoren für weiterführende klinische Studien. Das führt dazu, 

dass nur wenige Verbindungen als PTP-Inhibitoren in klinischen Studien sind. 

Trotz der großen Zahl von bisher charakterisierten PTPs und ihrer erkennbaren 

Rolle bei Krankheiten, konnte aufgrund der fehlenden PTP-spezifischen 

Wirkstoffe bisher keine detaillierte Aufklärung der Funktion und der Signalwege 

erfolgen [6]. 

In dieser Arbeit werden kleine Moleküle als potentielle Inhibitoren von Protein-

Tyrosin-Phosphatasen verwendet. 

Die aktive Form der katalytischen Tasche von PTPs beinhaltet eine hochpolare 

Phosphotyrosin-Bindungsstelle, die an eine flache Peptid-Substrat-

Bindungsregion angrenzt. Zur Zeit besitzen alle potenten und kompetitiven 

Inhibitoren von PTPs häufig geladene pTyr-Mimetika, um eine starke Bindung 

mit der Phosphat-Bindungsstelle zu erhalten. Leider limitieren diese geladenen 

pTyr-Mimitika die Zellpermeabilität und die orale Bioverfügbarkeit [50].  
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Ein geeigneter Inhibitor für Protein-Tyrosin-Phosphatasen sollte daher folgende 

Bedingungen erfüllen (Abb. 19) [6]: 

 

1. Gruppen, die die pTyr-Phosphatgruppe ersetzen oder imitieren und in 

Wechselwirkung treten (pTyr-Mimetikum). 

2. Funktionalitäten, die binden und die katalytische Tasche füllen, um so den 

Arylring des pTyr-Rests darzustellen (z. B. eine Ringstruktur). 

3. Zusätzliche Funktionalitäten, die aus der katalytischen Tasche herausragen 

und zu weiteren Wechselwirkungen mit dem Enzym führen und somit die 

Affinität und die Spezifität erhöhen könnten. 

 

Phosphat-
Mimetikum Ring-Struktur

Interaktionen
außerhalb der
 Aktivtasche

 
Abb. 19: Schematische Darstellung des Aufbaus eines PTP-Inhibitors 

 

Die meisten bislang veröffentlichten PTP-Inhibitoren, die die Aktivtasche 

adressieren, enthalten nicht-hydrolisierbare pTyr-Mimetika, die den Vorteil 

dieser positiv geladenen Tasche nutzen. Um PTP-Inhibitoren mit hoher 

Spezifität und Selektivität zu entwickeln, ist es sehr wichtig, die strukturellen 

Besonderheiten des Wirkstoffziels zu kennen. 

Bisher wurden verschiedene Arten von PTP-Inhibitoren beschrieben, 

hauptsächlich Inhibitoren der Prototyp Phosphatase PTP1B. Im Folgenden 

sollen zunächst einige veröffentlichte SHP-2-Inhibitoren und anschließend 

weitere Inhibitorklassen für PTPs allgemein vorgestellt werden. 

 

2.5.1 Bisher bekannte SHP-2 Inhibitoren 

Seit der Entdeckung der Verknüpfung von SHP-2 mit Krebs und anderen 

Krankheiten ist das Interesse an der Entwicklung von spezifischen 

SHP-2-Inhibitoren für Therapiezwecke gestiegen. Trotz der schwierigen 

Entwicklung von neuen PTP-Inhibitoren, konnten Strukturen identifiziert werden, 

die aktive und selektive SHP-2-Inhibitoren sind. 
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Nören-Müller et al. identifizierten im Jahr 2006 mit Hilfe der Biologie-orientierten 

Synthese und durch Screening von Bibliotheken, die auf Naturstoffen basieren, 

die Verbindungsklasse der Furanodictine als PTP-Inhibitoren (Abb. 20) [51]. Ein 

darauf basierendes Derivat ist ein selektiver Inhibitor von SHP-2 und mit einem 

IC50-Wert von 2,47 µM im Enzymassay. Bei der "Biologie-orientierten Synthese" 

(BIOS) dienen Naturstoffe als Startpunkte für die Suche nach neuen 

Wirkstoffen. Um die Naturstoffe an das jeweilige Enzym anzupassen, werden 

chemische Reste nach dem Abbild der Natur entweder in Bereichen 

biologischer Relevanz eingeführt (Naturstoff-abgeleitete Synthese), oder man 

nutzt in der "Naturstoff-inspirierten Synthese" nicht den Naturstoff selbst, 

sondern nur einige seiner relevanten Kernstrukturen. 
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Abb. 20: Chemische Strukturen des Furanodictins A und einem Derivat [51] 

 

Die Untersuchung der am NCI (Nationales Krebsinstitut, USA) vorhandenen 

diversen Substanzbibliothek (1981 Verbindungen) führte zu der Verbindung 

NSC-87877, die 8-Hydroxy-7-(6-sulfonaphthalen-2-yl)diazenyl-quinolin-5-sulfon-

säure (Abb. 21). Der Inhibitor besitzt für SHP-2 einen IC50-Wert von 0,318 µM. 

Mit einem IC50-Wert von 0,355 µM ist er jedoch nicht selektiv gegenüber SHP-1. 

Die Verbindung inhibiert die SHP-2-abhängige Erk1/2-Aktivierung in Zellen [52]. 
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Abb. 21: Chemische Struktur von NSC-87877 [52] 
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Basierend auf einem virtuellen Screening von 2.7 Millionen Verbindungen, die 

in ein SHP-2-Homologiemodell gedockt wurden, konnte die Verbindung 

Phenylhydazonopyrazolonsulfonat (PHPS1) im Labor von Prof. Birchmeier 

(MDC Berlin) in Zusammenarbeit mit unserer Arbeitsgruppe (AG Rademann, 

FMP Berlin) identifiziert werden (Abb. 22) [53]. Es handelt sich um einen zu 

gewissen Grade spezifischen Inhibitor mit einem IC50-Wert von 2,1 µM, der 

zellpermeabel und nicht toxisch ist. PHPS1 hemmt SHP-2-abhängige zelluläre 

Vorgänge wie HGF/SF-stimulierte Zelldissoziation und „Branching 

Morphogenesis“ von Epithelzellen. Des Weiteren inhibiert PHPS1 signalabwärts 

HGF/SF-induzierte anhaltende Phosphorylierung von Erk1/2 MAPK und 

Dephosphorylierung von Paxillin. 

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Leitstruktur von PHPS1 optimiert und 

mit in vitro und in vivo Experimenten untersucht (Kapitel 4). 
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Abb. 22: Chemische Struktur von PHPS1 [53] 

 

Im Jahr 2008 führte ein weiteres Screening der NCI-Substanzbibliothek zur 

Identifzierung der Verbindung, dem NSC-117199, einen Oxindol mit einem 

IC50-Wert von 47 µM (Abb. 23A). Daraufhin wurde eine auf das Isatingerüst 

basierte Bibliothek synthetisiert (Abb. 23B). Es konnten mehrere Verbindungen 

mit einem IC50-Wert im submikromolaren Bereich gefunden werden [54]. Die 

Verbindungen 10a-r (Abb. 23C) zeigen IC50-Werte von 1-10 µM mit einer 

fünffachen Selektivität von SHP-2 gegenüber SHP-1. Die Verbindungen 14a 

und b (Abb. 23) zeigen eine inhibitorische Aktivität von 0,8 µM bzw. 15 µM mit 

einer Selektivität von SHP-2 gegenüber SHP-1 von 20- bzw. 4-facher Stärke.  
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Abb. 23: Chemische Struktur von NSC-117199 (A), die Grundstruktur der entwickelten Substanz-

bibliothek (B) und IC 50-Werte einiger Verbindungen basierend auf dem Oxindolgerüst (C) [54] 

 

Im Jahr 2008 beschrieben Geronikaki et al. Thiazole als eine weitere geeignete 

Verbindungsklasse für SHP-2-Inhibitoren (Abb. 24). Die synthetisierte 

Substanzbibliothek besteht aus Verbindungen wie Thiazol-, Benzo[d]thiazol- 

und Benzo[d]isothiazol-Gruppen. Die beiden besten Substanzen (Verbindung 3 

und 11, Abb. 24) zeigen Aktivitäten von 11,7 µM [55]. 
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Abb. 24: IC50-Werte und Strukturen einiger Verbindungen von Thiazol-Derivaten [55] 

 

Durch virtuelles Screening von 1,3 Millionen Verbindungen mit anschließenden 

biologischen Experimenten wurden neun Verbindungen mit inhibitorischer 

Aktivität gegen SHP-2 identifiziert (Abb. 25). Dabei fanden Yu et al. zwei 

Verbindungen, die bei einer Konzentration von 100 µM eine 50 %ige Hemmung 

der SHP-2 Aktivität zeigen [56]. 
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Abb. 25: Übersicht der gefundenen neun Hits [56] 



ALLGEMEINER TEIL 

 

29

Die Gruppe von Wu et al. fand durch das Screening der Lopac™- und 

Spectrum™-Bibliothek (Microsource Corporation) 56 Verbindungen, die einen 

potenten, hemmenden Effekt auf SHP-2 aufweisen [57]. Dabei waren drei der 

Verbindungen selektiv gegen SHP-2. Die Verbindung 7-Deshydroxypyrogallin-

4-carbonsäure (DCA) besitzt einen IC50-Wert von 2,1 µM gegen SHP-2, zeigt 

jedoch gegen SHP-1 ebenfalls eine inhibitorische Aktivität mit einem Wert von 

2,3 µM (Abb. 26). Der Mechanismus der Enzymreaktion ist eine Mischung aus 

kompetitiver und unkompetitiver Inhibition. Die Verbindung hemmt die Erk1/2-

Aktivierung. Bei Zellproliferations-Experimenten konnte ebenfalls eine 

Hemmung beobachtet werden.  
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Abb. 26: Chemische Struktur von DCA [57] 

 

Die Gruppe von Zhang et al. entwickelte einen SHP-2-Inhibitor, der eine 

Salicylsäure-basierte Struktur als pTyr-Mimetik beinhaltet (Abb. 27, links). Die 

Verbindungen der Bibliothek sollen die Aktivtasche mit anliegenden 

Nebentaschen adressieren, um eine Erhöhung der Affinität und Selektivität zu 

erzielen. Die Verbindung II-B08 (Verbindung 9, Abb. 27, links) besitzt einen 

IC50-Wert von 5,5 µM und zeigt eine hohe zelluläre Aktivität. Sie hemmt 

stimulierte Erk 1/2-Aktivierung und Zellproliferation. Es handelt sich um einen 

reversiblen, nicht-kompetitiven Inhibitor, der SHP-2 bevorzugt inhibiert. Darüber 

hinaus konnte eine Kristallstruktur von SHP-2 mit diesem Inhibitor als Liganden 

gelöst werden (Abb. 27, rechts, RCS PDB-Datenbank: 3JRL) [58]. 
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Abb. 27: Chemische Struktur mit IC

Kristallstruktur des id entifizierten Inhibitors 

 

Alle acht gezeigten SHP-2-

Optimierung auf. Allerdings gibt es bisher noch keinen Hinweis 

Studien mit einer dieser Verbindungen. 

 

2.5.2 Unspezifische, anorganische PTP

Zu den unspezifischen, anorganischen PTP

Sie imitieren die Phosphatgruppe der natürl

Vanadiumderivate wirken als Insulin

Eigenschaften. Allerdings hemmen sie auch andere Arten von Enzymen, wie 

ATPasen und Nukleasen. Weitere unspezifische Inhibitoren sind 

Phenylarsenoxid und Galliumnitrat
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2.5.3 Naturstoff-basierte PTP-Inhibitoren 

Verschiedene PTP-Inhibitoren, die auf Naturstoffen basieren, wurden 

entwickelt. In den meisten Fällen ist die genaue Wirkungsweise unklar, da 

strukturbasiertes Design von neuen Analoga schwierig ist. Als Beispiel inhibiert 

das Alkoloid Nornuciferin die Phosphatase CD45 mit einem IC50-Wert 5,5 µM 

und besitzt u.a. eine Wirkung gegen Leishmaniose [59] [60]. Weiterhin zeigen 

die Abbildungen 20 und 26 Beispiele für naturstoff-basierte PTP-Inhibitoren 

speziell bei SHP-2. 

 

2.5.4 pTyr-Mimetika zur Entwicklung von niedermolekularen  PTP-

Inhibitoren 

Ein wichtiger Teil der Inhibitorentwicklung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen 

besteht in der Identifizierung von sogenannten pTyr-Mimetika und die 

Einbindung dieser in größere Strukturen, die die Affinität erhöhen. Der pTyr-

Rest selber ist aufgrund der enzymatischen Instabilität des Phosphatesters und 

der schlechten Bioverfügbarkeit nicht geeignet für das Inhibitor-Design. 

Mit großen Bemühungen wird versucht, pTyr-Mimetika mit weniger Ladung zu 

entwickeln. Bislang gab es jedoch wenig Erfolg, die Ladung im Rahmen einer 

Leitstrukturoptimierung komplett zu entfernen. Einige der ersten Versuche zur 

Entwicklung von PTP1B-Inhibitoren, fokussierten sich auf nicht-hydrolisierbare 

pTyr-Mimetika basierend auf dem natürlichen PTP Substrat. Dadurch wurden 

Isostere wie z.B. das Phosphonomethylphenylalanin (PMP), Monofluor-

phosphanomethylphenylalanin (MFPMP), Difluorphosphanomethylphenylalanin 

(DFMP), Difluorphosphanomethylsulfonylphenylalanin (DFMSP) entwickelt 

(Abb. 28 und 29). Das Difluorphosphanomethylphenylalanin (DFMP, Abb. 28) 

ist deutlich der beste Kandidat in Bezug auf die inhibitorische Aktivität [61]. Die 

Fluoratome bilden Wasserstoffbrückenbindungen mit NH-Bindungen in der 

Aktivtasche der PTPs aus. Trotzdem stellt die di-anionische Natur des 

Mimetikums weiterhin eine große Hürde dar. 
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Abb. 28: Chemische Struktur von pTyr und DFMP 

 

Der ausführliche Review von Blaskovich zeigt über fünfzig pTyr-Mimetika, die 

entwickelt wurden [62]. Dabei handelt es sich um phosphorhaltige und nicht-

phosphorhaltige Verbindungen, die sich außerdem in ihren Ladungszuständen 

unterscheiden (nicht-, mono-, di-anionisch). Einige dieser Beispiele wurden in 

eine bekannte Peptidsequenz eingebaut und als PTP-Inhibitoren untersucht 

(Abb. 29). 
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Abb. 29: Übersicht verschiedener pTyr Mimetika, die im Hexapeptid Ac-DADE-X-L-NH 2 getestet 

wurden [62]  
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Dieser Review fasst die bekanntesten Strukturen, die als pTyr-Mimetika 

gefunden worden sind, zusammen (Abb. 30) [62]. Neben den bereits erwähnten 

phosphorhaltigen Strukturen gibt es weitere Verbindungen wie das 

Aryloxymethylphosphonat, die monoanionische Aryl-α-Ketocarbonsäure, die 

Aryl-substituierten Quadratsäuren [63], die Aryloxalamide, ungeladene Aryl-

Trifluormethylsulfonyl und Aryltrifluormethylsulfonamido (Sugen), 

O-Malonyltyrosin (OMT), O-Carboxymethyl-3‘-carboxytyrosin, 2-Hydroxy-2-aryl-

2-trifluormethylessigsäure-Derivate, Arylsulfaminsäure (Procter & Gamble), 

1,2,5-Thiadiazolidin-3-on-1,1-dioxid-Derivate (Astra Zeneca, Incyte Corporation) 

und S-Isothiazolidinon-Derivate (Incyte Corporation). 
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Abb. 30: Weitere pTyr Mimetika [62]  

 

Da pTyr-Isostere alleine nur eine geringe Aktivität besitzen, werden sie z.B. in 

bekannte Peptidsequenzen wie das Hexapeptid Ac-DADE-X-L-NH2 eingesetzt 

[61].  
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2.5.5 Peptidische PTP-Inhibitoren 

Im Jahr 1994 zeigte Burke et al. die inhibitorische Aktivität eines Hexapeptids 

Asp-Ala-Asp-Glu-DFMP-Leu-NH2 mit dem pTyr-Mimetikum DFMP [61]. Dieser 

Inhibitor besitzt einen IC50-Wert von 0,2 µM gegen PTP1B. 

Jedoch sind PTP-Inhibitoren, die auf peptidischen Strukturen beruhen, in der 

Regel schlechte Kandidaten für die Wirkstoffentwicklung. Zum Einen wegen 

ihrem möglichen Abbau durch Proteasen und zum Anderen wegen ihrer 

schlechten Zellmembranpermeabilität. 

 

2.5.6 Inhibitoren als Zweizentrenbinder am Beispiel von PTP1B 

Aufgrund der hohen Sequenzhomologie der katalytischen Aktivtaschen der 

unterschiedlichen Protein-Tyrosin-Phosphatasen, stellt die Selektivität der PTP-

Inhibitoren eine große Herausforderung dar. Als neuer Ansatz gilt hier die 

Entwicklung von sogenannten Zweizentrenbindern, die auf Arbeiten von Zhang 

et al. zurückgeht [64]. Sie entdeckten in der Nähe des katalytischen Zentrums 

von PTP1B eine zweite, nicht-katalytische Tasche, welches zusätzlich noch 

eine geringere Sequenzidentität innerhalb der Enzymklasse aufweist. Basierend 

auf den strukturbiologischen Untersuchungen kann man in diesem Fall 

annehmen, dass ein Inhibitor mit divalenten pTyr-Isosteren einen selektiveren 

Inhibitor darstellt, als vergleichsweise ein monovalenter Inhibitor. 

 

2.5.7 Alternative Methoden für die Inhibition von PTPs 

Weitere Möglichkeiten für die Inhibition von PTPs sind z.B. die Verwendung von 

zellpermeablen Peptiden, die Einführung von lipophilen Fettsäuren und die 

Entwicklung von sogenannten Prodrugs, die erst nach der Zellpenetration, also 

an ihrem Wirkungsort z.B. durch Abspaltung einer Schutzgruppe, die 

demaskierte, bindende Gruppe freisetzen. Boutselis et al. entwickelten eine 

Prodrug-Strategie für die intrazelluläre Freisetzung von pTyr-Mimetika (Abb. 31, 

links) [65]. Die Aktivierung der Prodrug generiert ein Difluromethyl-

phosphonamidat-Anion (Abb. 31 rechts, Verbindung A), das eine sofortige 

Zyklisierung und Hydrolyse eingeht (Abb. 31 rechts, Verbindung C und D). Die 

Halbwertszeit beträgt t1/2= 44 min. Untersuchungen mit bekannten PTP1B-
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Inhibitoren unter Verwendung dieser Strategie zeigten eine nanomolare 

Inhibition von PTP1B in zellulären Assays. 

 

H
N

O
N
H

O

COOHH2O3PF2C

CONH2

CF2PO3H2

1a

H
N

O
N
H

O

COOHC
F2

CONH2

F2
C

1b

P O
O

N

O

NO2

MeCl(H2C)4

P
N

O
O

O

O2N

Me (CH2)4Cl

 

O
O
P
O

N X R
Me

Cl
NO2

P
O

N X R
Me

Cl
O

N
Me

P
O

O
X R

N Me

P
O

X R
O

O

Aktivierung

H2O

B

C D

A

X = O, NH2, CF2

 

Abb. 31: Darstellung der Prodrug-Strategie mit Mechanismus [65] 

 

2.5.8 Entwicklung von PTK-Inhibitoren im Vergleich 

Im Vergleich zu den PTPs besitzen PTKs eine tiefe hydrophobe Tasche, die 

besser geeignet ist für die Entwicklung von bioverfügbaren, niedermolekularen 

Wirkstoffen. Daher ist die ATP-Bindungsstelle der Protein-Tyrosin-Kinasen weit 

aus besser erforscht und verstanden als die der Phosphatasen [66]. Vor dem 

Hintergrund des komplementären Verhaltens von PTKs und PTPs und dem 

Umstand, dass PTKs etablierte Angriffspunkte, sogenannte Targets, in der 

Wirkstoffsuche sind, erstaunt es, dass mit einer intensiveren Suche nach 

niedermolekularen Inhibitoren von PTPs erst seit einiger Zeit begonnen wurde 

[60]. Das Arzneimittel Glivec® (Abb. 32) von Novartis-Pharma, dessen Wirkstoff 

das Imatinib-Mesilat (STI-571) beinhaltet, ist seit Oktober 2001 für chronisch-

myeloische Leukämie (CML) und seit Mai 2002 für Gastrointestinale 

Stromatumore (GIST) zugelassen. Diese Verbindung wurde der erste 

Signaltransduktions-Inhibitor, der hervorragende Effizienz für frühe CML in 

klinischen Studien zeigte [67] [68]. In 85 % der Fälle von CML ist die Ursache 

die Bcr-Abl-Tyrosinkinase, die wiederum durch ein mutiertes Chromosom, dem 

PhiIadelphia-Chromosom, entsteht. Dieses Chromosom ist ein Fusionsgen, das 

durch reziproke Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22 gebildet 

wird. Imatinib hemmt selektiv diese Tyrosinkinase. 
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[(4-pyridin- 3-ylpyrimidin-2-yl)amino] phenyl]benzamid

Glivec (Imatinib)

 
Abb. 32: Chemische Struktur von Glivec® 

 

2.6 Methoden zur Wirkstoffentwicklung 

Eine Möglichkeit zur Gewinnung von Wirkstoffen ist die Extraktion aus 

Naturstoffen. Zusätzlich wird diese Quelle durch synthetische Methoden 

unterstützt und erweitert. Durch die gestiegenen Ansprüche und Kosten in der 

Wirkstoffentwicklung haben sich im Bereich der Medizinischen Chemie 

verschiedene Methoden entwickelt, die Identifizierung von potentiellen 

Wirkstoff-Kandidaten ermöglichen [69]. 

Beim sogenannten Hochdurchsatz Screening (HTS) werden ganze 

Verbindungsbibliotheken auf ihre Eigenschaften untersucht (Abb. 33). Somit ist 

es möglich, durch ein etabliertes Assay-System schnell Informationen über die 

Verbindungen zu erzielen. Die Nachteile dieser Methode sind, dass die 

verwendete Bibliothek optimal für den Assay definiert sein muss und genügend 

diverse Grundstrukturen enthalten sein sollten. Zusätzlich kann die Verwendung 

von großen Substanzbibliotheken sowie deren Lagerung ein Problem 

darstellen. 
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Abb. 33: Schematische Darstellung des Hochdurchsatz Screenings (HTS) 

 

Ein alternativer Ansatz ist die fragmentbasierte Wirkstoffentwicklung (Abb. 34). 

Sie arbeitet mit einer geringeren Anzahl von Verbindungen. Dabei wird 

zunächst ein niederaffiner Binder des zu untersuchenden Proteins identifiziert. 

Dieses Fragment wird nun chemisch optimiert bis man von einer Leitstruktur 

sprechen kann. Auftretende Schwierigkeiten hierbei sind die Bestimmung dieser 

niederaffinen Fragmente durch geeignete Messmethoden und die optimale 

Verknüpfung der einzelnen Teilverbindungen, um einen aktiven 

Wirkstoffkandidat  zu generieren. Die verwendeten Methoden zur Identifizierung 

sind dabei die NMR-Spektroskopie, die Röntgenstrukturanalyse, die 

Oberflächenplasmonenresonanz und die isothermale Titrationskalorimetrie 

(ITC). Allerdings führen diese Methoden zu einem hohen Proteinverbrauch, 

teure Ausstattung der Messgeräte und einen limitierten Durchsatz von 

Verbindungen. 

 

Hochdurchsatz Screening (HTS)

diverse
Substanzbibliothek

biochemischer
Assay

Hit-
Identifizierung
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Abb. 34: Schematische Darstellung der fragmentbasierten Wirkstoffentwicklung 

 

Eine Weiterentwicklung dieser fragmentbasierten Methode findet sich in den 

dynamischen und templatunterstützten Strategien wieder. Mit diesen neuen 

Ansätzen ist es möglich, die beste Zusammensetzung der einzelnen Fragmente 

durch Einsatz des Proteins als Templat zu identifizieren. Dabei spielen zwei 

Kriterien eine große Rolle. Die Menge des benötigten Proteins, d.h. 

stöchiometrisch oder katalytisch und die analytische Ausstattung, die für die 

Detektion erforderlich ist. 

Einige der dynamischen- und templatunterstützenden Strategien eignen sich für 

ein breites Feld von Proteinen, andere nur für Klassen oder sogar nur für 

spezifische Enzyme (Abb. 35). 

 

fragmentbasierte Wirkstoffentwicklung

A B

A B

Fragmentbibliothek

+

Bestimmung der Aktivität

Verknüpfung der Fragmente
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Abb. 35: Schematische Darstellung der dynamischen und templatunterstützten 

Wirkstoffentwicklung  

 

Die dynamischen und templatunterstützten Strategien kann man noch in 

weitere Kategorien einteilen. 

 

a) Dynamisch-kombinatorische Chemie (DCC) 

Das chemische Gleichgewicht einer Reaktion soll durch die Anwesenheit des 

Proteins mittels des Templateffektes auf die Produktseite verschoben werden. 

Beim sogenannten Tethering, eine Spezialform von DCC, wird eine kovalente 

Bindung zwischen Inhibitor und Protein eingegangen. Anschließend findet eine 

Entschützung einer reaktiven Gruppe am Inhibitor statt. Eine Bibliothek kann 

nun damit gescreent werden. 

 

b) Dynamisch-kombinatorische Resolution (DCR) 

Das katalytisch verwendete Protein wirkt als Selektor, d.h. nur bestimmte 

Kombinationen der Bibliothek werden irreversibel zum Produkt umgesetzt. 

 

c) Pseudo-dynamisch-kombinatorische Chemie (pDCC) 

Bei dieser Methode macht man sich den Effekt zu nutze, dass ein Abbau der 

Verbindungen durch die Stabilisierung des Templats, geschützt ist. Eine 

dynamische und templatunterstützte
Wirkstoffentwicklung

Bibliothek
reaktiver Fragmente

Dynamische 
Fragmentligation

Identifizierung 
der reaktiven
Fragmentkombination
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Bibliothek wird mit einem Protein inkubiert und wird zusätzlich mit einem 

weiteren versetzt, welches die Moleküle spalten kann. Anschließend werden 

per LCMS die Spaltprodukte untersucht. 

 

d) Rezeptor-vermittelte Synthese (TGS) 

Hierbei wird die verwendete chemische Reaktion durch das templatkatalysiert. 

Es können reaktive Fragmente miteinander reagieren, die sich räumlich nah 

sind. 

 

e) Substrataktivitätsscreen (SAS) 

Diese Methode basiert auf einer Substratentwicklung. Die für ein Protein 

optimierten Substrate werden in entsprechende Derivate überführt, deren 

Wirkung als Inhibitoren anschließend untersucht wird. 

 

f) Dynamischer Ligationsscreen (DLS) 

Die zu untersuchenden Fragmente werden in Anwesenheit des Proteins mit 

Hilfe von klassischen Bioassays während der Reaktion beobachtet und ihre 

inhibitorische Aktivität bestimmt. Dabei handelt es sich um reaktive Spezies, die 

Kupplungsreaktionen eingehen können. Nach Bestimmung einer optimalen 

Kombination von Fragmenten wird dieser Hit chemisch synthetisiert und erneut 

getestet. Diese Methode wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Rademann 

entwickelt und erfolgreich am Beispiel bei der Entwicklung von Protease-

Inhibitoren angewendet [70]. 

 

Desweiteren gibt es computerunterstützte Techniken in der Wirkstoff-

entwicklung, wie z.B. das sogenannte Virtual Screening. Bei diesem Ansatz ist 

eine relativ schnelle Untersuchung und Bewertung einer Bibliothek von 

Verbindungen in silico möglich, z.B. ob ein kleines Molekül an einen 

Proteinrezeptor bindet. Man unterscheidet hierbei zwischen einer 

Pharmakophor-Suche, bei denen Daten von bekannten Untersuchungen 

einfliessen und daraus ein Modell entwickelt wird und der strukturbasierten 

Suche, bei dem z.B. ein kleines Molekül gedockt und anschließend die 

Ergebnisse bewertet werden, um eine Leitstruktur zu erhalten. 
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Für eine mögliche Hitoptimierung und anschließender Validierung bietet sich 

der Ansatz der kombinatorischen Chemie an. Mit ihrer Hilfe wird durch die 

Kombination und Variation verschiedener Reste an einem Grundgerüst eine 

Vielzahl von Derivaten des Grundgerüstes chemisch hergestellt. 
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3 ZIELSTELLUNGEN DER ARBEIT  

Defekte oder fehlerhafte PTP-Aktivität wird mit der Entstehung von einigen 

humanen Krankheiten wie z.B. Krebs und Diabetes in Verbindung gebracht 

[49]. Demnach könnten selektive PTP-Inhibitoren als mögliche Therapeutika 

entwickelt und eingesetzt werden. Onkogene PTPs spielen eine kausale Rolle 

in der Krebsentstehung oder in der Metastasierung und könnten somit als 

Zielstruktur dienen, um die pathogene Aktivität zu blockieren [19]. Die 

bisherigen Untersuchungen weisen daraufhin, dass dieser Ansatz eine effektive 

und sichere Anti-Krebs-Therapie sein könnte. 

Eine große Anzahl von Strategien zur Identifikation und Entwicklung von 

verschiedenen Klassen von Protein-Phosphatasen-Inhibitoren werden derzeit 

untersucht. Das Ergebnis ist eine Vielzahl von unterschiedlichen 

PTP-Inhibitoren. Aus Sicht der Medizinischen Chemie sind PTPs 

anspruchsvolle Targets, insbesondere stellen die Spezifität von Inhibitoren 

gegenüber anderen PTPs und ungünstige pharmakologische Eigenschaften, 

wie z.B. fehlende Zellpermeabilität, große Herausforderungen bei der 

Inhibitorentwicklung dar und sind somit ein Grund für fehlende weiterführende 

klinische Studien.  

Aufgrund des Zusammenhangs von fehlerhaften Mechanismen der 

Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-2 in der Signaltransduktion bei humanen 

Krankheiten wie Noonan- und LEOPARD-Syndrom, sowie JMML stellen aktive 

und selektive SHP-2-Inhibitoren einen guten Ansatz zur Therapie und 

Erforschung dieser Krankheiten dar. In dieser Arbeit sollen kleine Moleküle als 

aktive und selektive Protein-Tyrosin-Phosphatase-Inhibitoren entwickelt 

werden. 

Eine durch virtuelles Screening mit Hilfe eines Homologiemodells der 

Kristallstruktur von SHP-2 identifizierte Hit war Ausgangspunkt für einen SHP-2-

Inhibitor. Die Synthese dieser Leitstruktur sollte optimiert werden, um eine 

Bibliothek von Derivaten zu synthetisieren und darüber hinaus es zu 

ermöglichen, diese Verbindungen im Gramm-Maßstab herzustellen. Die 

synthetisierte Substanzbibliothek soll anschließend im Enzymassay und in 

verschiedenen Experimenten in vitro und in vivo auf ihre Aktivität und 

Selektivität in Bezug auf SHP-2 untersucht werden. 
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Zusätzlich stellt der fehlende adäquate Ersatz von pTyr in Leitstrukturen bei der 

Inhibitorentwicklung für PTPs gegenwärtig immer noch einen limitierenden 

Faktor dar. Daher sollten pTyr-Mimetika idealerweise ungeladene Strukturen 

sein, die trotzdem eine starke Wechselwirkung mit der positiv geladenen 

Aktivtasche der PTPs besitzen. In dieser Arbeit sollte durch eine 

fragmentbasierte Methode, dem Screening und der Synthese von 

Verbindungsbibliotheken geeignete Kandidaten für die Entwicklung von 

potentiellen PTP-Inhibitoren identifiziert werden. Dabei wird ein besonderer 

Fokus auf die Identifizierung von neuen pTyr-Mimetika gelegt. Darüber hinaus 

könnten Fragmente mit moderater Affinität gegenüber PTPs in entsprechende 

Derivate mit einer reaktiven Gruppe umgewandelt werden, um diese mit 

anderen reaktiven Fragmenten zu kombinieren. Auf diese Weise könnten 

zusätzlich neue Grundstrukturen für PTP-Inhibitoren entwickelt werden. Diese 

Entwicklungen sollten durch Dockingexperimente unterstützt werden. 

Zusätzlich könnten Ergebnisse von den Untersuchungen der pTyr-Mimetika in 

das Projekt der SHP-2-Inhibitoren einfließen und geeignete Fragmente als 

pTyr-Mimetika in der entwickelten Grundstruktur des SHP-2-Inhibitors PHPS1 

verwendet werden. 
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4 ENTWICKLUNG UND UNTERSUCHUNG FÜR INHIBITOREN 

DER PROTEN-TYROSIN-PHOSPHATASE  SHP-2 

4.1 Entwicklung eines Homologiemodells für SHP-2 und anschließende 

Identifizierung einer Leitstruktur 

Zu Beginn des Projektes wurden aufgrund der fehlenden Kristallstruktur der 

Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-2 in der aktiven Form Homologie-Modelle 

angefertigt und verfeinert. Das von Klaus Hellmuth (AG Prof. W. Birchmeier) in 

Zusammenarbeit mit Jens von Kries entwickelte Homologiemodell für die PTP-

Domäne von SHP-2 basiert auf der Sequenzähnlickeit zu PTP1B. Als Templat 

wurde die Kristallstruktur von PTP1B mit einem kompetitiven Inhibitor 

verwendet (RCSB Proteindatenbank: 1N6W) [71]. Eine virtuelle 

Substanzbibliothek mit 2,7 Millionen kommerziell erhältlichen Verbindungen 

wurde mit dem Programm MOE (Chemical Computing Group) von Klaus 

Hellmuth angelegt. Diese Verbindungen wurden mit Hilfe der speziellen 

Docking-Software GOLD (Cambridge Crystallographic Data Center) in die 

Substratbindetasche des Homologie-Modells gedockt. Für 2271 Verbindungen 

wurde eine Wechselwirkung mit der katalytischen Tasche vorhergesagt. 

Ausgehend von diesen virtuellen Hits wurden 60 kommerziell erhältliche 

Moleküle ausgewählt, um deren Aktivität in vitro zu testen. Mit Hilfe eines 

enzymatischen Assays wurden 20 Verbindungen gefunden, die bei einer 

Konzentration von 50 µM eine Hemmung der Enzymaktivität von mindestens 

50 % zeigten. Die Verbindung Phenylhydrazonopyrazolonsulfonat 1 (PHPS1) 

(Abb. 36) wurde für weitere chemische Optimierungen ausgewählt [53]. 
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Abb. 36: Fließdiagramm: Identifizierung der Verbindung PHPS1 durch K. Hellmuth

 

Das danach für diese Substanzklasse von mir 

ermöglichte es, den im vi

und zu validieren [72].

Das Homologiemodell von SHP

Tasche in der nachfolgenden Darstellung

Die Abbildung 37 illustriert die 

die Färbung dem elektrostatischen Potential, die positiv geladenen Bereiche 

sind blau gefärbt, die negativ geladenen rot. Auf der rechten Seite ist das 

Ergebnis des Dockingexperimentes dargestellt. Der Inhibito

einem Rest in die katalytische Tasche des SHP

 

Abb. 37: Modellstruktur von SHP
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In der Abbildung 38 auf der linken Seite

in der Cartoon-Darstellung. Diese Darstellung von Enzymen verzichtet auf 

Detailinformationen und führt zu einer besseren Übersicht über die tatsächliche 

Struktur. Dabei steht die Farbe türkis für die 

und braun für die β-Schleifen, die zumeist 

β-Faltblätter zeigen die Parallelität bzw. Antiparallelität an. Die gefundene 

Verbindung PHPS1 zeigt auch hier in die katalytische Tasc

dort mit den wichtigen Aminosäureresten. Dabei sind die Kohlenstoffatome 

grün, die Wasserstoffatome weiß, die Stickstoffatome blau, die Sauerstoffatome 

rot und die Schwefelatome gelb dargestellt.

Die genauere Wechselwirkung des Moleküls

man visualisieren, indem man

des Models dockt und die Ligandeninteraktion mit Hilfe des Programmes MOE 

anzeigen lässt (Abb. 38, 

bindungen mit der PTP-Schleife (

der Verbindung wechselwirkt mit

und Histidin 426 (π-Stacking

von Asparagin 281 und Arginin

Sulfonsäuregruppe repräsentiert in diesem Fall das pTyr

Aktivtasche adressiert und das auch als solches in der Literatur bekannt ist 

[73]. Trotz der negativen Ladung der Gruppe gibt es Beispiele, die zeigen, dass 

eine Zellgängigkeit wie z.B. beim Suramin mit sechs Arylsulfonsäuregruppen 

durch einen aktiven Prozess gegeben ist 

 

Abb. 38: Modellstruktur mit Inhibitor PHPS1
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2009 gelang es der Gruppe um Stefan Knapp in Oxford

mit einem Malation in der Tasche

in der aktiven Form wurde mit dem 

SHP-2 verglichen (Abb. 39)

 

Abb. 39: Überlagerun

 

Die Überlagerung der gelösten Kristallstruktur mit der von Klaus Hellmuth 

entwickelten Modellstruktur von SHP

weitgehend eine gute 

das Homologiemodell und grün die gelöste Kristallstruktur dar.

Es existieren jedoch 

Orientierung der Helix 

Modellstruktur von SHP

der Helix beeinflussen

Schleife im unteren Teil der Struktur

Aminosäuren, da sich das Modell an PTP1B anlehnt

Stelle weniger Aminosäuren besitzt.

WPD-Schleife. Die Kristallstruktur

ein sehr kleines Molekül in der Tasche befindet. Für das 

wurde jedoch PTP1B mit einem Inhibitor 

und zeigt daher die geschlo

dabei der katalytischen Tasche.

 

ISKUSSION 

gelang es der Gruppe um Stefan Knapp in Oxford, die Struktur 

in der Tasche zu lösen [75]. Die Kristallstruktur von SHP

in der aktiven Form wurde mit dem hier entwickelten Homologiemodell von 

(Abb. 39). 

 
Überlagerung Kristallstruktur und Modellstruktur von SHP

der gelösten Kristallstruktur mit der von Klaus Hellmuth 

entwickelten Modellstruktur von SHP-2, basierend auf PTP1B,

 Übereinstimmung (Abb. 39). Dabei stellt die 

das Homologiemodell und grün die gelöste Kristallstruktur dar. 

 drei Abweichungen. Als erstes fällt die unterschiedliche 

Orientierung der Helix auf der linken Seite auf. Die beruht darauf, dass bei der 

HP-2 weitere Aminosäuren folgen, die die Konformation 

beeinflussen können. Der zweite Unterschied ist die Größe der 

im unteren Teil der Struktur. Bei der Modellstruktur fehlen hier einige 

sich das Modell an PTP1B anlehnt, jedoch PTP1B an dieser 

Stelle weniger Aminosäuren besitzt. Die dritte Abweichung zeigt sich bei der 

. Die Kristallstruktur von SHP-2 zeigt die offene Form, da sich nur 

ein sehr kleines Molekül in der Tasche befindet. Für das 

PTP1B mit einem Inhibitor in der katalytischen Tasche 

geschlossene Konformation. Die WPD-Schleife nähert sich 

dabei der katalytischen Tasche. 
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die Struktur von SHP-2 
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4.2 Synthese und Syntheseoptimierung von SHP-2-Inhibitoren 

Es konnte eine Strukturähnlichkeit mit dem künstlichen Lebensmittelfarbstoff 

Tartrazin (E 102) festgestellt werden (Abb. 40). Die zu den Azofarbstoffen 

gehörende Verbindung wird durch Diazotierung von Sulfanilsäure und Kupplung 

mit dem Pyrazolonderivat dagestellt. In der Regel wird Tartrazin als Natriumsalz 

verwendet. Der zitronengelbe bis orangefarbene Feststoff löst sich wenig in 

Wasser. Die Verbindung gilt als unbedenklich, jedoch kann es bei entsprechend 

veranlagten Menschen allergische Symptome auslösen (Pseudoallergie). 

 

NaO3S

N N

N N

SO3Na

COONa

HO

Tartrazin  
Abbildung 40: Chemische Struktur von Tartrazin 

 

Bei der Synthese für die SHP-2-Inhibitoren wurde jedoch eine andere Methode 

verwendet. Die Synthesemethode für die identifizierte Leitstruktur 1 ermöglicht 

die Darstellung verschiedener Derivate auch im großen Maßstab [53] [72]. 
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Abb. 41: Synthesekonzept zur Darstellung von PHPS1-Derivaten [72] [53] 

(a): R1COOH (1,2 eq), MSNT (1,2 eq), Lutidin (1,4 eq), DCM, RT, 16 h oder R1COOCl (1,2 eq), 

Lutidin (1,4 eq), DCM, RT, 16 h. (b): DMDO in Aceton (3 eq), DCM, RT, 1h. (c): R2NHNH 2, HCl 

(kat.), 85 °C, 16 h. (d): R3NHNH 2, 85 °C, 16 h. 
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Die optimierte Synthese beinhaltet vier Schritte (Abb. 41): Der erste Schritt ist 

eine Acylierung unter basischen Bedingungen zum Ketophosphoranylid 3 

(Schritt a). Der zweite Schritt ist eine oxidative Spaltung zur Darstellung vom 

2,3-Diketoester 4 (Schritt b). Der dritte und vierte Schritt verlaufen in einer 

sogenannten Eintopf-Synthese. Zunächst wird unter Verwendung eines 

Hydrazinderivates das 2-Hydrazon gebildet (Schritt c), welches anschließend 

ohne weitere Aufarbeitung in situ mit einem zweiten Hydrazinderivat unter 

Ringschluß zum 3-Aryl-4-Hydrazonopyrazol-5-on 1 reagiert (Schritt d). Mit Hilfe 

dieser Synthese wurde eine kleine Bibliothek von über 70 potentiellen 

Inhibitoren synthetisiert. Aufgrund des Synthesekonzeptes ergaben sich drei 

plausible Änderungen am Molekül. Auf diese Weise lassen sich unter 

Verwendung von verschiedenen Derivaten neue Reste einfügen, die mit der 

Aktivität des Startmoleküls verglichen werden können, um so eine Struktur-

Aktivitäts-Beziehung (SAR) aufstellen zu können. Nachfolgend werden die 

einzelnen Reaktionsschritte der Synthese und deren Optimierung vorgestellt. 

 

4.2.1 Darstellung der Ketophosphoranylide 3 

In der vorangegangenen Arbeit wurde die Acylierung nach Arbeiten von Weik et 

al. [76] und Wasserman et al. [77] modifiziert und durchgeführt. Hierbei diente 

Lutidin als Base, als Aktivierungsmittel wurde 1-(2-Mesitylenesulfonyl)-3-nitro-

1H-1,2,4-triazol (MSNT) verwendet. Als Edukt wurde die jeweilige Carbonsäure 

eingesetzt. Die Reaktion fand bei Raumtemperatur bei einer Reaktionszeit von 

bis zu 16 Stunden statt. Die Ausbeuten lagen zwischen 50-90 %. Aufgrund des 

teuren Aktivierungsmittels und fehlender Reaktivität bei anderen, günstigeren 

Reagenzien, kann auch anstelle der Carbonsäure das entsprechende 

Säurechlorid verwendet werden. Hierbei waren keine Einbußen der Ausbeuten 

oder Reinheiten festzustellen, die Ausbeuten lagen hier zwischen 60-90 %. 

 

 

 

 

 



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

 

50

Tabelle 1: Übersicht der Ketophosphoranylide mit einer Modifikation in der R 1-Position 

Verbindung  R1 

3a -PH-4-NO2 

3b -Ph-3-NO2 

3c -Ph-4-Cl 

3d -Ph-4-CF3 

3e -Ph-4-SO2F 

3f -Ph-4-SO2NH2 

 

4.2.2 Darstellung der 2,3-Diketoester 4 

Für die oxidative Abspaltung wurde Dimethyldioxiran verwendet, welches ein 

effektives Reagenz für die selektive Umwandlung von Phosphoranyliden-

Intermediaten zu den entsprechenden vicinalen Tricarbonylverbindungen 

darstellt und in der Arbeitsgruppe Rademann etabliert war [78] [79] [80]. 

Weitere bekannte Oxidationsmittel wie Singulett-Sauerstoff, Ozon oder Oxon 

benötigen viel härtere Reaktionsbedingungen [81] [82] [83] [84]. Im Vergleich 

dazu läuft die Reaktion mit DMDO bei geringeren Temperaturen, unter 

neutralen Bedingungen und ohne wässrige Aufarbeitung ab. Die Erzeugung von 

DMDO ist auch im größeren Maßstab möglich. Das jeweilige Ketoylid wird  mit 

3 Äquivalenten frischdestilliertem DMDO in Aceton bei Raumtemperatur 

umgesetzt. Die Reaktionszeit betrug eine bis wenige Stunden. Anschließend 

wurde das Produkt säulenchromatographisch gereinigt, um das entstandene 

Triphenylphosphanoxid abzutrennen. 

Aufgrund des hohen Syntheseaufwands und der Anzahl der zu verwendenden 

drei Äquivalente vom DMDO wurden auch Untersuchungen zur in situ DMDO-

Erzeugung durchgeführt. Das zu spaltende Edukt wird zusammen mit einem 

Gemisch aus Acetonitril und wässriger NaHCO3 gelöst [85]. Dazu werden 

Aceton und eine EDTA-Lösung mit Oxon getropft. Es konnte bei dieser Variante 

jedoch kein Produkt identifiziert werden.  
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Tabelle 2: Übersicht der 2,3-Diketoester mit einer Modifikation in der R 1-Position 

Verbindung  R1 

4a -PH-4-NO2 

4b -Ph-3-NO2 

4c -Ph-4-Cl 

4d -Ph-4-CF3 

4e -Ph-4-SO2F 

4f -Ph-4-SO2NH2 

 

4.2.3 Darstellung der 3-Aryl-4-Hydrazonopyrazol-5-onen 1 via der 

2-Hydrazonderivate 

Die Synthese der 2-Hydrazonderivate basiert auf den Arbeiten von Svenstrup et 

al. [86]. Die entsprechende Tricarbonylverbindung wurde in Ethanol gelöst, mit 

einer katalytischen Menge an Salzsäure versetzt und anschließend mit dem 

jeweiligen Hydrazin über Nacht bei 80 °C Rückfluß e rhitzt. Untersuchungen 

dieser Reaktion zeigten, dass bei einem geringen Überschuß (1,2 eq) des 

eingesetzten Hydrazinderivates die Produktbildung des gewünschten 

Hydrazonderivates eindeutig favorisiert war und nicht weiter zum 

entsprechenden Pyrazolon reagierte bzw. nicht zuerst der Ringschluß zum 

Pyrazolon erfolgte. Außerdem wird vorwiegend das Z-Isomer gebildet. Die 

Anordnung dieses Strukturisomers wird durch die Wechselwirkung des 

Wasserstoffatoms des Hydrazon-Linkers mit dem Sauerstoffatom des Esters 

(Vorstufe) bzw. dem Sauerstoffatom des Pyrazolons begünstigt. Die in dieser 

Arbeit verwendeten Hydrazinderivate für die R2-Position waren alle kommerziell 

erwerblich. 

Um die Anwesenheit der Salzsäure zu vermeiden und die Reaktionszeit zu 

erhöhen, wurde die Synthese in Anwesenheit von Molsieb durchgeführt, jedoch 

mit schlechteren Ausbeuten. 

Im weiteren Verlauf der Syntheseentwicklung wurde dieser Reaktionsschritt 

nicht mehr aufgearbeitet, sondern direkt in einer Eintopf-Synthese zum 

entsprechenden Pyrazolon umgesetzt. Nach Untersuchung der vollständigen 

Umsetzung der Tricarbonylverbindung zum entsprechenden Hydrazon durch 
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LC/MS-Kontrolle wurde das benötigte zweite Hydrazin für die R3-Position ohne 

weitere Reagenzien zur Reaktionsmischung dazugegeben. Nach Beendigung 

der Reaktionszeit fiel das gewünschte Produkt überwiegend aus der Ethanol-

Lösung aus. 

 

Tabelle 3: Übersicht der 3-Aryl-4-Hydrazonopyrazol-5-onen 

mit einer Modifikation in der R 1- und R2-Position 

Verbindung  R1 R2 R3 

1 -Ph-4-NO2 -Ph-4-SO3H -Ph 

5 -Ph-3-NO2 -Ph-4-SO3H -Ph 

6 -Ph-4-Cl -Ph-4-SO3H -Ph 

7 -Ph-4-CF3 -Ph-4-SO3H -Ph 

8 -Ph-4-SO2F -Ph-4-SO3H -Ph 

9 -Ph-4-SO2NH2 -Ph-4-SO3H -Ph 

10 -PH-4-NO2 -Ph-4-OCF3 -Ph 

11 -PH-4-NO2 -Ph-4-SO2CF3 -Ph 

 

Zusätzlich zu den kommerziell erhältlichen Hydrazinen wurden für die 

Verwendung in der R3-Position Hydrazinderivate synthetisiert. Nachfolgend wird 

exemplarisch die Synthese des Hydrazinderivates 16 vorgestellt, das 

anschließend zur Synthese des Pyrazolonderivates 18 verwendet wurde 

(Abb. 42). 
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Abb. 42: Darstellung des Pyrazolonderivates 18 in situ via des Hydrazinderivates 16 

 

Der erste Reaktionsschritt ist die Boc-Schützung der Hydrazingruppe. Das 

Hydrazin 12 wird in Dioxan und Na2CO3-Lösung mit anschließender Zugabe 

von Boc-Anhydrid dargestellt. Nach saurem Waschen wird mit Ethylacetat 

extrahiert [87]. Der zweite Reaktionsschritt ist eine Amidkupplung mit 

EDC/DMAP und dem Morpholin 14. Der dritte Reaktionsschritt ist die Boc-

Abspaltung mit DCM/TFA (6:1). Die Lösung mit dem entschützten Hydrazin 16 

wird zum Hydrazon 17 hinzugegeben und zum entsprechenden Pyrazolon 18 

umgesetzt. 

 

4.3 Untersuchung der Struktur-Aktivitäts-Beziehung von SHP-2-

Inhibitoren 

Diese Synthesestrategie wurde soweit optimiert, dass es möglich ist, schnell 

und effizient eine Bibliothek von über 70 Substanzderivaten auf Basis der 

Leitstruktur darzustellen. PHPS1 ist ein guter Startpunkt um potentielle SHP-2-

Inhibitoren zu entwickeln und zu optimieren. 
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Die Leitstruktur des SHP-2

Modifikation auf (Abb. 43).  

 

Abb. 43: Übersicht üb

 

Für die Untersuchung der Struktur

synthetisierten Verbindungen i

Wert der Inhibitoren bestimmt, die Konzentration eines Inhibitors bei der eine 

halbmaximale Inhibition beobachtet wird. 

Übersichtlichkeit nur repräsentative Beispiele aus der Verbindungsbib

gezeigt und diskutiert. 

Für die Untersuchung der synthetisierten Verbindungen wurden die Feststoffe 

in DMSO gelöst. Diese Stammlösungen zeigten bei einer Lagerung bei 4

über einen Zeitraum von einigen Monaten keine Zersetzungsprodukte.

Es existieren zwei Arten von primären Assays für Protein

Phosphatasen. Zum Einen kann man die Phosphatfreisetzung während der 

Substrathydrolyse detektieren z.B. durch die Bildung eines Malachitgrün

Phosphomolybdat-Komplexes

Eigenschaften des verwendeten Substrates unter Phosphathydrolyse 

untersuchen (z.B. mit pNPP und DiFMUP)

Der hier verwendete Assay

Substrate durch die Enzyme dephosphoryliert werden. Diese Reaktion kann 

detektiert werden, um so die 
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2-Inhibitors PHPS1 weist drei Reste zur möglichen 

 

Übersicht über die Modifikation der Reste 

Für die Untersuchung der Struktur-Aktivitäts-Beziehung wurden die 

synthetisierten Verbindungen im Enzym-Assay getestet. Hierfür wurde der IC

Wert der Inhibitoren bestimmt, die Konzentration eines Inhibitors bei der eine 

bmaximale Inhibition beobachtet wird. Es werden aufgrund der 

nur repräsentative Beispiele aus der Verbindungsbib

Für die Untersuchung der synthetisierten Verbindungen wurden die Feststoffe 

ese Stammlösungen zeigten bei einer Lagerung bei 4

über einen Zeitraum von einigen Monaten keine Zersetzungsprodukte.

Es existieren zwei Arten von primären Assays für Protein

inen kann man die Phosphatfreisetzung während der 

ubstrathydrolyse detektieren z.B. durch die Bildung eines Malachitgrün

Komplexes [88]. Zum Anderen kann man die Änderung der 

Eigenschaften des verwendeten Substrates unter Phosphathydrolyse 

NPP und DiFMUP) [62] [89]. 

Der hier verwendete Assay-Typ gehört zu der zweiten Art, da die verwendeten 

Substrate durch die Enzyme dephosphoryliert werden. Diese Reaktion kann 

die Geschwindigkeit der Reaktion zu bestimmen.
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Beziehung wurden die 

Hierfür wurde der IC50-

Wert der Inhibitoren bestimmt, die Konzentration eines Inhibitors bei der eine 

aufgrund der 

nur repräsentative Beispiele aus der Verbindungsbibliothek 

Für die Untersuchung der synthetisierten Verbindungen wurden die Feststoffe 

ese Stammlösungen zeigten bei einer Lagerung bei 4 °C 

über einen Zeitraum von einigen Monaten keine Zersetzungsprodukte. 

Es existieren zwei Arten von primären Assays für Protein-Tyrosin-

inen kann man die Phosphatfreisetzung während der 

ubstrathydrolyse detektieren z.B. durch die Bildung eines Malachitgrün-

nderen kann man die Änderung der 

Eigenschaften des verwendeten Substrates unter Phosphathydrolyse 

Typ gehört zu der zweiten Art, da die verwendeten 

Substrate durch die Enzyme dephosphoryliert werden. Diese Reaktion kann 

zu bestimmen. 
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In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Substrate für den Phosph

Assay verwendet. Zunächst

Nitrophenylphosphat (

Messung der Lichtabsorption detektiert. Dabei wird die Dephosphorylierung von 

pNPP zum detektierbaren gelben 

Die Absorptionsmessu

 

 

Im späteren Verlauf der Arbeit wurde das Substrat DiFMUP 

methyl-umbelliferylphosphat

Vorteil bei diesem Substrat ist die geringere Konzentration, die man im Assay 

verwenden muss. Beim 

im Gegensatz dazu verwendet man DiFMUP im mikromolaren Bereich. Bei 

diesem Substrat regt man bei 358

Produktes DiFMU bei 455
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wurden zwei verschiedene Substrate für den Phosph

Assay verwendet. Zunächst handelt es sich um das häufig verwendete 

Nitrophenylphosphat (pNPP). Hierbei wird die Enzymaktivität 

Messung der Lichtabsorption detektiert. Dabei wird die Dephosphorylierung von 

NPP zum detektierbaren gelben para-Nitrophenolat (pNP) bestimmt (

Die Absorptionsmessung wird bei 405 nm durchgeführt. 

Abb. 44: Mechanismus vom pNPP-Assay 

Im späteren Verlauf der Arbeit wurde das Substrat DiFMUP 

umbelliferylphosphat) im Phosphatase-Assay eingesetzt

Vorteil bei diesem Substrat ist die geringere Konzentration, die man im Assay 

verwenden muss. Beim pNPP liegt es im millimolaren Konzentrationsbereich, 

im Gegensatz dazu verwendet man DiFMUP im mikromolaren Bereich. Bei 

regt man bei 358 nm an und misst die Fluoresz

Produktes DiFMU bei 455 nm, das bei der Spaltung von DiFMUP entsteht.

Abb. 45: Mechanismus vom DiFMUP-Assay 
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wurden zwei verschiedene Substrate für den Phosphatase-

handelt es sich um das häufig verwendete para-

NPP). Hierbei wird die Enzymaktivität durch die 

Messung der Lichtabsorption detektiert. Dabei wird die Dephosphorylierung von 

NP) bestimmt (Abb. 44). 

 

Im späteren Verlauf der Arbeit wurde das Substrat DiFMUP (6,8-Difluoro-4-

Assay eingesetzt (Abb. 45). Der 

Vorteil bei diesem Substrat ist die geringere Konzentration, die man im Assay 

NPP liegt es im millimolaren Konzentrationsbereich, 

im Gegensatz dazu verwendet man DiFMUP im mikromolaren Bereich. Bei 

misst die Fluoreszenz des 

ung von DiFMUP entsteht. 
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Die dabei verwendeten Enzyme wurden mit Hilfe einer Natriumdodecylsulfat

Polyacrylamidgelelektrophorese

Westernblot auf ihre Reinheit geprüft.

Proteinen und gleichzeitige Reduktion der intra

Disulfidbrücken wird in Anwesenheit des Reduktionsmittel 

und des Tensids SDS erreicht. Darüber hinaus maskiert SD

Proteins, so dass die Trennung bei Anlegen einer Spannung ausschließlich 

anhand der Molekülgröße erfolgt.

Bei den Enzymproben handelt es sich um das gekaufte SHP

Länge (Enzo Life Sciences)

E76K (beide bereitgestellt von Kerstin Böhm

Die Abbildung 46 zeigt den Westernblot 

Zur Bestimmung der jeweiligen Masse wurde ein bekannter Marker verwendet. 

Die Mutante E76K besitzt d

62,2 kDa, d.h. die Glutaminsäure wurde gegen Lysin ausgetauscht

katalytische Domäne hat die Aminosäuresequenz von AS248

eine Masse von 35,7 kDa. SHP

AS1-593 und eine Masse von 68,5 kDa. Die untersuchten Enzymproben weisen 

die jeweils korrekte Masse auf.

die katalytische Domäne und die Mutante E76K von SHP

 

Abb. 46: SHP-2 in der vollen Länge, der katalytischen Domäne und der Mutante E76K
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Proteinen und gleichzeitige Reduktion der intra- oder intermolekularen 

Disulfidbrücken wird in Anwesenheit des Reduktionsmittel β-Mercaptoethanol 

und des Tensids SDS erreicht. Darüber hinaus maskiert SDS die Ladung des 

Proteins, so dass die Trennung bei Anlegen einer Spannung ausschließlich 

anhand der Molekülgröße erfolgt. 
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ische Domäne hat die Aminosäuresequenz von AS248-AS527
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eine Masse von 68,5 kDa. Die untersuchten Enzymproben weisen 

die jeweils korrekte Masse auf. Bei den nachfolgenden Enzymassays wurden 

die katalytische Domäne und die Mutante E76K von SHP-2 verwendet.
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4.3.1 Derivate mit 

Abb. 47: Modifikation der Leitstruktur am R1

 

Der R1-Rest (Abb.

4-Nitrophenylrest. Laut der vorhergesagten Wechselwirkungen in der 

Aktivtasche soll dieser Rest

Die Ergebnisse der Modifikation des R

zusammengefasst. 

 

Verbindung  

1 (PHPS) 

5  

6  

7  

8  

9  

 

a: Bestimmung der IC50-
b: Bestimmung der IC50-
 

Man kann erkennen, dass eine Änderung zum 3

Verschlechterung zur Folge hat

mindert die Aktivität erheblich. Nur die Einführung der

eine vergleichbare inhibitorische Wirkung. Die Aktivitätsabnahme der Derivate 

verdeutlicht die wichtige Rolle der Nitrogruppe in 

ISKUSSION 

Modifikation des R1-Restes 

 
Modifikation der Leitstruktur am R1 -Rest (grün dargestellt)

Abb. 47, grün dargestellt) ist in der Leitstruktur ein 

rest. Laut der vorhergesagten Wechselwirkungen in der 

Aktivtasche soll dieser Rest mit dem Arginin 362 in der Peripherie interagieren. 

Die Ergebnisse der Modifikation des R1-Restes sind in der 

Tabelle 4: Modifikation des R1-Restes 

R1 IC50

-PH-4-NO2 

-Ph-3-NO2 

-Ph-4-Cl 

-Ph-4-CF3 

-Ph-4-SO2F 

-Ph-4-SO2NH2 

-Werte im pNPP-Assay 
-Werte im DiFMUP-Assay 

Man kann erkennen, dass eine Änderung zum 3-NO2-Rest eine 8

zur Folge hat. Die Einführung von Halogenen 

mindert die Aktivität erheblich. Nur die Einführung der Sulfonamid

eine vergleichbare inhibitorische Wirkung. Die Aktivitätsabnahme der Derivate 

verdeutlicht die wichtige Rolle der Nitrogruppe in 4-Position. 
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Rest (grün dargestellt) 

t in der Leitstruktur ein 

rest. Laut der vorhergesagten Wechselwirkungen in der 

362 in der Peripherie interagieren. 

Restes sind in der Tabelle 4 

50 SHP-2 [µM]  

3 b 

24 a 

34 a 

> 500 a 

> 500 a 

5 a 

Rest eine 8-fache 

. Die Einführung von Halogenen in 4-Position 

Sulfonamid-Gruppe zeigt 

eine vergleichbare inhibitorische Wirkung. Die Aktivitätsabnahme der Derivate 
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4.3.2 Derivate mit Modifikation des R

Abb. 48: Modifikatio

 

Die R2-Gruppe (Abb. 48, rot dargestellt) repräsentiert bei diesem Molekül das 

pTyr-Mimetikum, das die Aktiv

Sulfonsäuregruppe am Phenylring wurde hie

Trifluormethylgruppe, die Trifluor

Sulfonamidgruppe, sowie am Phenylring substituierte Phenylsulfonsäure

(Tabelle 5). 

 

Tabelle 

Verbindung  

1 (PHPS1) 

10 

11 

19 

20 

21 

22 

 

a: Bestimmung der IC50-Werte im
b: Bestimmung der IC50-Werte im
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Modifikatio n der Leitstruktur am R 2-Rest (rot dargestellt) 

rot dargestellt) repräsentiert bei diesem Molekül das 

Mimetikum, das die Aktivtasche des Enzymes adressiert. 

Sulfonsäuregruppe am Phenylring wurde hier durch Reste ersetzt, w

Trifluormethylgruppe, die Trifluormethylsulfonylgruppe, die Carboxygruppe, die 

Sulfonamidgruppe, sowie am Phenylring substituierte Phenylsulfonsäure

Tabelle 5: Modifikation des R2-Restes 

R2 IC50 SHP

-Ph-4-SO3H 3 a

-Ph-4-OCF3 > 500

-Ph-4-SO2CF3 > 500

-Ph-4-COOH 21

-Ph-4-SO2NH2 5 

-Ph-2-Cl-4-SO3H 7 

-Ph-2,5-Dichlor-4-SO3H 4 

Werte im pNPP-Assay 
te im DiFMUP-Assay 
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tasche des Enzymes adressiert. Die 

r durch Reste ersetzt, wie z.B. die 

methylsulfonylgruppe, die Carboxygruppe, die 

Sulfonamidgruppe, sowie am Phenylring substituierte Phenylsulfonsäure 

SHP-2 [µM]  

a,b 

> 500 a 

> 500 a 

21 a 

 a 

 b 

 b 
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Eine Einführung der Trifluormethoxy

führten zu einem Aktivitätsverlust

Sulfonsäurerestes durch Sulfonamid oder Carboxylat führte zu einer 

Aktivitätsminderung im Enz

zelluläre Aktivität wie z.B

Einführung eines Chloratoms

der katalytischen Tasche zu erlangen, führte zu 

Aufgrund ihrer Ladung ist die Sulfonsäuregruppe nicht optimal für die 

Zellgängigkeit. Allerdings scheint sie einen hohen Beitrag zur besseren 

Löslichkeit zu leisten. 

Substitution mit den hi
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Wasserstoffbrückenbindungen gewünscht. Darüber hinaus wurden hier Reste 

untersucht, die die Löslichkeit erhöhen sollen. Es wurden Substituenten 

eingeführt um die Bedeutung des Phenylringes zu untersuchen. Zunächst 

wurde ein Austausch mit einem Cyclohexylrest analysiert, weiterhin geringe 

Veränderungen wie die Einführung von Methyl- oder tert-Butylgruppen. Auch 

die Einführung von Halogenen wie Chlorid-, Bromid oder Trifluormethylgruppen 

in verschiedenen Positionen und Mehrfach-Substitutionen wurden durchgeführt. 

Anschließend wurden verschiedene Heterozyklenreste wie Benzothiazol-, 

Benzoxazol-, Pyridazin-, Chinoxalin-, Tetrazolgruppen eingeführt. 

Nachfolgend sind die Aktivitäten einer Auswahl von Derivaten dargestellt 

(Tabelle 6). 

 

Tabelle 6: Modifikation des R3-Restes 

N N

N

R3

NH

O

O2N

SO3H

 

Verbindung R3 
IC50 SHP-2  

[µM] 

1 (PHPS1) -Ph 3 a,b 

23 -C6H11 100 b 

24 -Ph-4-Me 4 b 

25 -Ph-4-Isopropyl 39 b 

26 -Ph-4-t-Butyl 2 b 

27 -Benzyl 29 b 

28 -Benzyl-3-Hydroxyl 8 b 

29 -Ph-4-COOEt 0,6 a 

30 -Ph-4-COOH 67 a 

31 -Ph-OMe 2 b 

32 -Ph-2-Et 38 b 

33 -Ph-4-Cl 0,9 b 

34 -Ph-2-Cl > 500 a 
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 35 -Ph-3-Cl 8 b 

36 -Ph-4-CF3 3 a 

37 -Ph-4-Br 51 b 

38 -Ph-3-Br 10 b 

39 -Ph-4-NO2 0,08 b 

40 -Ph-3,4-Dichlor 2 b 

41 -Ph-3-Cl-4-OMe 2 b 

42 -Ph-3,4-Dimethoxy 13 b 

43 -Ph-2-CF3-3-Cl-5-Cl 6 b 

44 -Ph-Pentafluorid 7 b 

45 
O

 

9 b 

46 
N

O  

23 b 

47 N
O

O  

16 a 

48 
N

 

1 b 

49 

O

O

 

0,6 b 

50 

O

O

 

0,3 b 

51 N
S

 

1 b 
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52 N

S

Cl  

3 b 

53 
N

O

 

38 b 

54 

S

N

 

23 b 

55 N
N

Cl  

31 b 

56 
N

N

NH

N
 

17 b 

57 
N

N
N

NN  

2 b 

58 N
N

 

2 b 

59 
N

N

N

N
OO

N

 

43 b 

60 
S
N

O

O

 

11 b 

61 
HN

N

 

19 b 

62 
N

N
N

 

3 b 
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63 
N

N
S

 

18 b 

    

   a: Bestimmung der IC50-Werte im pNPP-Assay 
   b: Bestimmung der IC50-Werte im DiFMUP-Assay 
 

Von den 41 untersuchten Verbindungen, die auf der Leitstruktur PHPS1 1 

basieren und in der R3-Position modifiziert sind,  zeigten 34 Verbindungen 

inhibitorische  Aktivitäten im mikromolaren Bereich im Enzymassay, die 

Verbindungen 29, 33, 39, 49 und 50 besitzen sogar einen IC50-Wert von 

0,08-0,9 µM. Nur die Verbindung 41 verliert durch die Modifikation der Struktur 

die gesamte Aktivität im Enzymassay. 

Die Einführung des Cyclohexylrestes (23) führte zu einer 30-fachen, beim 

Cumolrest (25) zu einer 13-fachen Verschlechterung. Verglichen damit zeigte 

die Substitution mit einem Toluol (24)- oder tert-Butylrestes (26) gleiche Aktivität 

wie bei der Leitstruktur (4 und 2 µM). Die Verlängerung des Restes durch eine 

Benzylgruppe (27) minderte den IC50-Wert um das Zehnfache und liegt bei 

29 µM. Die Einführung der Esterfunktion zeigte eine 5-fache Erhöhung der 

Aktivität  (29). Die entsprechende Verbindung mit Säurefunktion (30) hat im 

Vergleich geringe Aktivität (67 µM) und ist somit hundertfach schwächer. Die 

Einfachsubstitution mit einem Chloratom in para-Position (33) zeigte eine 

Verbesserung der Aktivität auf 0,9 µM, in ortho-Position (34) zeigte sie keine 

Aktivität und in meta-Position (35) eine Aktivität von 8 µM. Die Einführung der 

Trifluormethylgruppe (36) führte zu keiner Erhöhung der inhibitorischen Aktivität 

(3 µM). Mehrfachsubstitutionen wie 3,4-Dichlor- (40), 3-Chloro,4-Methoxy- (41)  

und Pentafluorphenylreste (44) zeigten keine Verminderung des IC50-Wertes. 

Die Einführung von Benzothiazolen (51) verbesserte die Aktivität geringfügig 

auf 1 µM. Die Benzoxazol-Gruppe (53) führte zu einer 13-fachen 

Verschlechterung. Stickstoffhaltige Heterozyklen wie Pyridazine (55) und 

Tetrazole (57) beeinflussten die Aktivität der Verbindungen negativ mit einer 10- 

bzw. 6-fachen Verschlechterung des IC50-Wertes. 

Die Verbindung 57 besitzt einen Tetrazolrest, die Verbindung 60 trägt einen 1,2-

Benzothiazol-1,1-dioxid-Rest. Beide Substitutionen sind auch als pTyr-Mimetika 

bekannt und können somit auch mit dem R3-Rest in der Tasche wechselwirken 
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[90] [91]. Das stellt eine Konkurrenzwechselwirkung zum R2-Rest dar und ist 

nicht erwünscht, deswegen werden diese Verbindungen nicht weiterverfolgt. 

Bei der Evaluierung der potentiellen SHP-2-Inhibitoren konnten drei 

Verbindungen identifiziert werden, die bisher die höchste Hemmung der 

Enzymaktivität im DiFMUP-Assay zeigten (Abb. 50). Es handelt sich dabei um 

die Verbindung 39 mit einem para-Nitro-, die Verbindung 49 mit einem 

Dihydrobenzodioxin- und die Verbindung 50 mit einem Benzodioxol- Rest. 

 

N N

N

O

NH

SO3H

O2N

NO2  

39 mit IC50=0,08 µM 

N N

N

O

NH

SO3H

O2N

O

O

 

49 mit IC50=0,6 µM 

O2N

N N
O

N NH

O

O

SO3H

 

50 mit IC50=0,3 µM 
 

Abbildung 50: Die drei aktivsten SHP-2-Inhibitoren 39, 49 und 50 

 

Die IC50-Werte der SHP-2-Inhibitoren liegen alle im nanomolaren Bereich für 49 

bei 0,6 µM, für 50 bei 0,3 µM und für 39 sogar bei 0,08 µM. Bei den 

anschließenden Zellexperimenten (Kapitel 4.6) wurden hauptsächlich diese drei 

Inhibitoren verwendet, da ihre Enzymaktivitäten im nanomolaren Bereich im 

Enzym-Assay auf ein höheres Potential in den Zellexperimenten hinweisen. 
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4.4 Selektivität der SHP-2-Inhibitoren gegenüber anderen Protein-

Tyrosin-Phosphatasen 

Ausgesuchte Verbindungen wurden gegen SHP-2-verwandte Phosphatasen 

wie SHP-1, PTP1B und MptpA im DiFMUP-Assay getestet um die Selektivität 

zu analysieren. 

 

Tabelle 7: IC50-Werte der Verbindungen gegen 4 verschiedene PTPs 

Verbindung  IC50 SHP-2 

[µM] 

IC50 SHP-1 

[µM] 

IC50 PTP1B 

[µM] 

IC50 MptpA  

[µM] 

9 8 9 > 500 > 500 

31 2 5 4 5 

41 2 4 9 10 

45 9 12 214 86 

51 1 3 3 6 

25 39 18 142 nicht getestet 

26 2 3 36 nicht getestet 

27 29 26 > 500 nicht getestet 

28 8 11 213 nicht getestet 

32 38 44 > 500 nicht getestet 

48 0,6 0,8 2,7 nicht getestet 

52 3 1,5 5 nicht getestet 

56 17 15 177 nicht getestet 

57 2 1,7 15 nicht getestet 

58 2 3 11 nicht getestet 

59 43 43 > 500 nicht getestet 

60 11 13 181 nicht getestet 

61 19 28 > 500 nicht getestet 

62 3 4 27 nicht getestet 

63 18 24 162 nicht getestet 
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Alle getesteten 20 Verbindungen besitzen gegen SHP-2 IC50-Werte im 

mikromolaren Bereich. Keine der getesteten Verbindungen zeigte eine höhere 

inhibitorische Aktivität gegenüber der verwandten Protein-Tyrosin-Phosphatase 

SHP-1. Im Vergleich dazu gab es jedoch Unterschiede in der Aktivität bei 

PTP1B, da 11 dieser Verbindungen eine 10- bis 20-fache Verschlechterung der 

Enzymhemmung aufwiesen und damit eine höhere Selektivität gegenüber SHP-

2 besitzen (9, 45, 25, 27, 28, 32, 56, 59, 60, 61, 63). Fünf  der Verbindungen (9, 

31, 41, 45, 51)  wurden zusätzlich gegen die Phosphatase MptpA getestet, zwei 

davon (Verbindung 9 und 45) zeigten eine schlechtere inhibitorische Aktivität, 

die anderen lagen im gleichen Bereich wie der von SHP-2. 

Die drei besten SHP-2-Inhibitoren 39, 49 und 50 wurden ebenfalls auf ihre 

Selektivität gegenüber anderen Protein-Tyrosin-Phosphatasen im DiFMUP-

Assay getestet. 

 

Tabelle 8: Untersuchung von 49, 50 und 39 gegen 4 verschiedene PTPs 

Verbindung IC50 SHP-2 

[µM] 

IC50 SHP-1 

[µM] 

IC50 PTP1B 

[µM] 

IC50 MptpA  

[µM] 

50 0,08 2 6 - 

49 0,3 3 1 2 

39 0,6 3 3 4 

 

Die drei Verbindungen haben IC50-Werte gegen SHP-2 im nanomolaren 

Bereich. Die untersuchten Inhibitoren besitzen eine hohe Selektivität gegenüber 

SHP-2. Die 39 besitzt einen IC50-Wert, der 25-fach schwächer bei SHP-1 und 

75-fach schwächer bei PTB1B ist. Die Selektivitäten der Inhibitoren 49 und 50 

liegen im Bereich des drei- bis zehnfachen Verminderung des Wertes. Die 

Verbindung 39 ist gegenwärtig der selektivste und potenteste SHP-2-Inhibitor. 

Einige Verbindungen wurden im Vergleich zur katalytischen Domäne von 

SHP-2 mit der SHP-2-Mutante E76K im DiFMUP-Assay getestet. Die E76K-

Mutante, die auf der N-SH2-Domäne liegt, verursacht die Aufhebung der 

Autoinhibition und aktiviert somit das Enzym um das Hundertfache. Die 

Mutation liegt nicht auf der katalytischen Domäne und sollte somit das Binden 

und somit die Aktivität der SHP-2-Inhibitoren nicht beeinflussen. 
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Tabelle 9: Vergleich der IC50-Werte der Verbindungen gegen die katalytische Domäne und die 

Mutante E76K von SHP-2 

Verbindung  IC50 SHP-2 

[µM] 

IC50 SHP-2 (E76K) 

[µM] 

21 7 7 

22 4 5 

24 4 6 

35 8 8 

37 51 53 

38 10 11 

40 2 3 

42 13 13 

46 23 23 

53 38 31 

54 23 21 

55 31 35 

 

Die IC50-Werte aller Verbindungen gegen die katalytische Domäne von SHP-2 

liegen wie erwartet im gleichen Aktivitätsbereich wie die Werte gegen die 

SHP-2-Mutante E76K. 

 

4.5 Untersuchung der SHP-2-Inhibitoren mit Hilfe von 

Dockingexperimenten 

Das Molecular Modelling und die Dockingexperimente wurden von Dr. Michael 

Lisurek (AG Kühne) durchgeführt. Für die Dockingexperimente mit dem 

Programm Sybyl wurde die SHP-2-Kristallstruktur 3B7O aus der pdb-

Datenbank (RCSB) verwendet [75]. Die Ergebnisse wurden mit dem Programm 

MOE und dem Programm Pymol nachfolgend visuell dargestellt (Abb. 51). Für 

die drei besten Inhibitoren 49, 50 und 39 werden die Ergebnisse diskutiert.  
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49 

50 

39 

 
 

Abb. 51: Virtuelles Docking mit SHP-2 (3B7O) und der SHP-2-Inhibitoren 49, 50 und 39 mit MOE; 

Links: Darstellung der katalytischen Tasche mit dem jeweiligen Inhibitor  

Rechts: Darstellung der Ligandeninteraktion in der katalytischen Tasche 
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Die Sulfonsäuregruppe der Verbindung 49 ragt in die katalytische Tasche und 

wechselwirkt mit Arginin 208, Alanin 204 und Serin 203. Zusätzlich gibt es eine 

Interaktion zwischen Lysin 109 und dem Sauerstoff des Pyrazolonringes. Die 

beiden anderen Reste des Inhibitors zeigen in die Peripherie und sind 

lösungsmittelexponiert.  

Die Verbindung 50 zeigt den gleichen Bindungsmodus der Sulfonsäure. Es gibt 

eine weitere Wechselwirkung mit dem Sauerstoff des Benzodioxolrestes und 

dem Tyrosin 33. 

Die Verbindung 39 zeigt ebenfalls die typischen Wechselwirkungen in der 

Aktivtasche. Das Lysin 109 interagiert mit dem Sauerstoff des Pyrazolons und 

einem Stickstoffatom des Hydrazon-Linkers. Weitere Wechselwirkungen der 

beiden para-Nitrophenylgruppen konnten nicht identifiziert werden. 

Die beschriebene intramolekulare Wasserstoffbrückenbindung vom NH des 

Hydrazon-Linkers (Z-Isomer) konnte hierbei nicht identifiziert werden. 

Die Abbildung 52 zeigt die Kristallstruktur von SHP-2 in der Cartoondarstellung 

mit den drei Inhibitoren 49, 50 und 39 in der katalytischen Tasche. 

 

 

Verbindung 49  
 

Verbindung 50  

 
Verbindung 39 

Abb. 52: Darstellung von SHP-2 mit den drei verschiedenen Inhibitoren 49, 50 und 39 

(Cartoondarstellung) generiert durch Pymol 
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4.6 Untersuchung der biologischen Wirksamkeit  der 

SHP-2-Inhibitoren mittels in vitro und in vivo Experimenten  

Die durch chemische Modifikationen von der Leitstruktur PHPS1 1 

synthetisierte Verbindungsbibliothek von potentiellen SHP-2-Inhibitoren wurde 

unter Verwendung eines Phosphatase-Assays auf ihre inhibitorische 

Wirksamkeit gegenüber SHP-2 durch Bestimmung der IC50-Werte untersucht 

(Kapitel 4.3 und 4.4). Darüber hinaus wurden Experimente mit der SHP-2-

Mutante E76K und den weiteren Phosphatasen SHP-1, PTP1B und MptpA 

durchgeführt, um die Selektivität der Inhibitoren zu bestimmen. Die IC50-Werte 

dieser Verbindungen dienten als Grundlage für die weitere Untersuchung in 

zellulären Experimenten. Es wurden nur SHP-2-Inhibitoren mit IC50-Werten im 

niedrigen mikromolaren bzw. nanomolaren Bereich genauer untersucht. 

 

Die Inhibitoren wurden auf ihre biologische Wirksamkeit in Zellexperimenten 

und ihre Toxizität in Anlehnung an die Untersuchung der Leitstruktur PHPS1 

analysiert. PHPS1 hemmt SHP-2-abhängige zelluläre Vorgänge wie HGF/SF-

stimulierte Zelldissoziation und „Branching Morphogenesis“ von Epithelzellen. 

Weiterhin inhibiert PHPS1 signalabwärts HGF/SF-induzierte anhaltende 

Phosphorylierung von Erk1/2 MAPK und Dephosphorylierung von Paxillin [53].  

 

Für die Analyse  wurden die ausgewählten Verbindungen aus der Bibliothek 

ebenfalls in den etablierten Experimenten mit HGF/SF-stimulierter 

Zelldissoziation von MDCK-C Zellen (Madin Darby Canine Kidney, canine 

Nierenepithelzellen) getestet [92] [23]. Darüber hinaus wurden in diesem 

Experiment auch humane Pankreastumorzellen verwendet, die sich 

gleichermaßen mit HGF/SF stimulieren lassen (persönliche Mitteilung Prof. 

Gherardi; zur Verfügung gestellt von Prof. Gherardi, Cambridge).  

Desweiteren wurde die Wirkung des Inhibitors 50 in einem Proliferations-Assay 

mit zwei verschiedenen humanen Lungentumorzellen, LXFA 526L und LXFL 

1647L, bestimmt. 

Zusätzlich wurde die Verbindung 50 in einem Softagar-Assay mit zwei 

verschiedenen humanen Lungentumorzellen, LXFA 526L und LXFL 1121L, auf 

die antitumorale Wirkung in vitro untersucht.  
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Basierend auf diesen Experimenten und Vorversuchen wurde zum Abschluss 

der Untersuchungen der SHP-2-Inhibitoren die Verbindung 39, aufgrund der 

nanomolaren Enzyminhibition und einer positiven Verträglichkeitsstudie in der 

Nacktmaus, in einem Therapieversuch mit dem Xenograft LXFA 526 auf die 

antitumorale Wirkung in vivo untersucht. 

Die Zellexperimente wurden, wenn nicht anders beschrieben, von Chris Eckert 

(AG Prof. W. Birchmeier) in Zusammenarbeit mit der Screening Unit (Dr. Jens 

von Kries) durchgeführt und dieser Arbeit zur Verfügung gestellt. Aufgrund des 

besonderen Angebotes von verschiedenen humanen und vor allem 

patientennahen Krebszelllinien, wie LXFA 526L, LXFL 1647L und LXFL 1121L 

wurde bei der Untersuchung der SHP-2-Inhibitoren mit der Firma Oncotest 

(Freiburg) zusammengearbeitet. 

 

4.6.1 Experimente zur HGF/SF-stimulierten Zelldissoziation 

Epithelzellen spielen bei der Entwicklung von humanen, malignen Tumoren 

eine tragende Rolle. Über 90 % der humanen Tumore sind Karzinome und 

haben damit einen epithelialen Ursprung. Bei der Metastasierung wandeln sich 

maligne Krebszellen von Epithelzellen in Zellen mit mesenchymalen 

Eigenschaften um. Diesen Prozess bezeichnet man als epitheliale-

mesenchymale Transition (EMT) [93] [94]. Die EMT ist ein essentieller Vorgang 

in der Embryonalentwicklung und Wundheilung, jedoch können deregulierte 

EMT-Mechanismen ein Bestandteil der Progression von Tumoren in epithelialen 

Gewebe sein (adulte Pathogenese) [95]. Die typischen Merkmale sind hierbei 

die Veränderung oder Verlust der zellspezifischen Eigenschaften und die 

Fähigkeit zur Migration. 

Epithelzellen wachsen typischerweise in definierten Zellkolonien mit einem 

festen Zellverband. Durch funktionelle Studien hat sich gezeigt, dass bei 

Anwesenheit des Wachstumsfaktors HGF/SF die epithelialen MDCK-C Zellen 

aus ihrem Zellverband dissoziieren und wesentlich mobiler sind, die epitheliale-

mesenchymale Transition findet statt [92] [23]. HGF/SF bewirkt eine Aktivierung 

des MAPK-Signalweges über die Rezeptor-Tyrosin-Kinase Met. Signalabwärts 

von Met befindet sich u.a. die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-2, die mit den 

entwickelten Inhibitoren selektiv gehemmt werden soll (Abb. 53) [24]. 
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Abb. 53: Schematische Darstellung der 

HGF

 

Die entwickelten SHP-2-Inhibitoren sollen auf ihre Wirksamkeit bei der HGF/SF

stimulierten Zelldissoziation

werden. Zunächst wurden die Experimente bei den etablierten 

durchgeführt. 

Es wurden 13 potentielle SHP

Wirkung auf die HGF/SF-induzierte 

(Tabelle 10).  

 

Tabelle 10: Übersicht der Inhibitionswerte 

Verbindung 

1 (PHPS1) 

21 

22 

54 

35 
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40 5 

42 > 5 

55 5 

44 > 5 

43 5 

49 5 

50 2,5 

39 1,25 

 

Es konnten zehn Verbindungen identifiziert werden, die im niedrigen 

mikromolaren Bereich konzentrationsabhängig die Zelldissoziation von 

MDCK-C Zellen hemmen.  

In Abbildung 54 sieht man das unterschiedliche Verhalten mit und ohne den 

Wachstumsfaktor HGF/SF bei MDCK-C Zellen. Ohne die Zugabe von HGF/SF 

bleiben die Zellen fest in ihrer Kolonie (Abb. 54a). Nach der Stimulation mit dem 

Wachstumsfaktor erkennt man deutlich die Zelldissoziation aus dem 

Zellverband (EMT) (Abb. 54b). Die untersuchten Verbindungen inhibieren diese 

Zelldissoziation in einer konzentrationsabhängigen Weise (Abb. 54c-k). Wie hier 

gezeigt werden konnte, inhibiert die Verbindungen 49 und 50 bei 5 µM bzw. 

2,5 µM. Die bisher aktivste Verbindung, die 39, bewirkt selbst bei 1,25 µM eine 

Inhibition der Zelldissoziation.  
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- HGF 

  

+HGF 

 

 5 µM 2,5 µM 1,25 µM 

49 

   

50 

   

39 

   

Abb. 54: HGF/SF-stimulierte Zelldissoziation von MDCK-C Zellen 

 

Nach der erfolgreichen Evaluierung der Hemmung der Zelldissoziation von 

caninen Zellen, wurden 16 Verbindungen zusätzlich auf ihre inhibitorische 

Wirkung an humanen Pankreastumorzellen, HPAF II Zellen, getestet 

(Tabelle 11).  

HPAF II Zellen wachsen ebenfalls in definierten Zellkolonien und lassen sich mit 

HGF/SF vergleichsweise stimulieren (Abb. 55a und b) (persönliche Mitteilung 

Prof. Gherardi; zur Verfügung gestellt von Prof. Gherardi, Cambridge).  
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Tabelle 11: Übersicht der Inhibitionswerte der getesteten Verbindungen mit HPAF II Zellen 

Verbindung 
Inhibition der Zelldissoziation 

bei Konzentration der  

Verbindung in µM 

1 (PHPS1) 7,5 

48 10 

40 5 

42 5 

44 5-10 

43 5 

56 5-10 

57 10 

60 > 10 

62 10 

26 10 

52 2,5 

58 2,5-5 

49 5 

50 2,5 

39 0,6 

 

Wie bei den Experimenten mit den MDCK-C Zellen konnte gezeigt werden, 

dass die HGF/SF-induzierte Zelldissoziation (EMT) von den SHP-2-Inhibitoren 

konzentrationsabhängig gehemmt werden kann (Abb. 55c-k). Es wurden vier 

Verbindungen 39, 50, 52 und 58 identifiziert, die im Bereich von 2,5 µM eine 

inhibitorische Wirkung zeigten.  
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Abb. 55: HGF/SF-stimulierte Zelldissoziation von HPAF II Zellen  
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Für den Inhibitor 39 konnte sogar eine Inhibition des HGF-induzierten Scatterns 

bei einer Konzentration von 0,6 µM nachgewiesen werden (Abb. 56c-e). 

 

- HGF 

  

+ HGF 

 1,25 µM 0,6 µM 0,3 µM 

39 

   
 

Abb. 56: HGF/SF-stimulierte Zelldissoziation von HPAF II Zellen mit 39  

 

Die Experimente zur HGF/SF-stimulierten Zelldissoziation zeigen, dass die 

untersuchten SHP-2-Inhibitoren die HGF/SF-stimulierte EMT von caninen 

MDCK-C Zellen und humanen HPAF II Zellen in einer 

konzentrationsabhängigen Weise ebenfalls im niedrigen mikromolaren Bereich 

hemmen. 

Die Leitstruktur PHPS1 zeigt in beiden Experimenten eine Inhibition im Bereich 

von 5-10 µM. Die Verbindung 40, die die Zelldissoziation von MDCK-C bei einer 

Konzentration von 5 µM hemmt, besitzt vergleichsweise einen IC50-Wert von 

2 µM im Enzymassay. Bei den Untersuchungen mit den humanen 

Pankreastumorzellen konnten vier Verbindungen gefunden werden, die eine 

Hemmung bei 5 µM zeigen. Weiterhin hemmen zwei Verbindungen 52 und 58 

die Zelldissoziation bei 2,5 µM. Die Aktivität der Inhibitoren 52 und 58 liegt im 

Enzymassay bei 3 bzw. 2 µM. Der bisher beste Kandidat, die Verbindung 39, 

hemmt die Zelldissoziation bei 0,6 µM und ist damit im Vergleich zur Leitstruktur 

in der inhibitorischen Wirkung um einen Faktor von 17 besser. Diese 

Ergebnisse zeigen, dass die Inhibitoren HGF-induzierte EMT inhibieren und 
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demnach auf dem Met-Signalweg wirken. Alle getesteten Verbindungen zeigten 

in diesem Zellexperiment mit beiden Zelllinien keine Toxizität. 

 

4.6.2 Wirkung der SHP-2-Inhibitoren auf die Proliferation  von 

verschiedenen humanen Tumorzelllinien 

Zellen proliferieren so lange bis sie, z.B. durch Kontakthemmung, bei der 

Ausbildung eines Monolayers gestoppt werden, danach beginnen sie 

auszudifferenzieren. Mit Hilfe des Proliferations-Assays soll die Wirkung des 

SHP-2-Inhibitors 50, als Modelverbindung, auf die Zellteilung von zwei 

humanen Tumorzelllinien bestimmt werden. Der Proliferations-Assay wurde in 

Zusammenarbeit mit der Firma Oncotest in Freiburg durchgeführt, da dort die 

Möglichkeit zur Untersuchung der zwei patientennahen, adhärent-wachsenden, 

nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC) Zelllinien, der Zelllinie LXFA 

526L und der der LXFL 1647L, besteht. 

 

  

Abb. 57: Proliferationshemmung von LXFA 526L und LXFL 1647L mit Verbindung 50 (links) 
und Taxol (rechts)  

 

Die Hemmung der Proliferation der beiden Zelllinien durch die Inhibitoren wird 

im Vergleich zur Behandlung mit dem Zytostatikum Taxol bewertet (Abb. 57). 

Der Quotient T/C in %, bei dem T dem gemessenen Wert der behandelten 

Zellen und C dem Kontrollwert der unbehandelten Zellen entspricht, gibt die 

Hemmung der Proliferation in Prozent an. In der höchsten Testkonzentration 

von 100 µM von 50 wurde bei der Zelllinie LXFA 526L ein T/C von 45 % erreicht 

und bei der LXFL 1647L ein T/C von 30 %. Die Referenzsubstanz Taxol zeigte 

in beiden Zelllinien eine konzentrationsabhängige Wirksamkeit mit IC50-Werten 

von 10 nM, das einem Faktor von 10000 im Vergleich zur Wirkung von 50 

entspricht. Das bedeutet, dass die SHP-2-Inhibitoren in diesem Versuch die 

Proliferation nur marginal beeinflussen. 
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Abb. 58: Untersuchung der humanen Tumorzelllinien LXFL 1121L und LXFA

verschiedenen siRNAs gegen SHP
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vivo-Versuche dienen. Hierbei wird ein Agarose-basiertes Zellkultur-System 

verwendet, welches ausschließlich das Wachstum transformierter Zellen 

unterstützt. 

Die zwei Inhibitoren 50 und 39 wurden bei einer Konzentration von 40 µM im 

Softagar-Assay an den humanen Tumorzelllinien LXFA 526L und LXFL 1121L, 

welche aus Tumorxenografts von Nacktmäusen gewonnen wurden, getestet. 

 

 
Abb. 59: Darstellung der Ergebnisse aus dem Softagar-Assay im Balkendiagramm  

 

Die Werte der Kolonienanzahl wurden auf die Zahl der Kolonien der nicht-

transfizierten Zellen (Kontrollwert) normiert (Abb. 59, grüner Balken). Beide 

humane Tumorzelllinien, LXFA 526L und LXFL 1121L, wachsen in definierten 

Kolonien. Die Verringerung der Expression von SHP-2 mittels siRNA führte zu 

einer deutlichen Abnahme der Koloniezahl auf 35 % bzw. 37 % bei beiden 

Zelllinien (Abb. 59, oranger Balken). Diese Beobachtung weist auf eine 

Abhängigkeit des Tumorwachstums von SHP-2 hin. Der Inhibitor 50 inhibiert 

das Wachstum der Kolonien bei LXFA 526L auf 20 %, die Verbindung 39 auf 

32 %. In der Zelllinie LXFL 1121L liegt die Koloniehemmung bei der Verbindung 

50 bei 57 %, bei 39 auf 56 %. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass die inhibitorische Wirkung der beiden 

Verbindungen 50 und 39 vergleichbar ist mit der stark verringerten Expression 

von SHP-2 durch siRNA. Dies ist ein weiterer Hinweis dafür, dass die 

identifizierten Verbindungen selektive Inhibitoren für SHP-2 sind. Hinsichtlich 
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dieser positiven Ergebnisse sind anschließend Tierversuche mit dem Xenograft 

LXFA 526 durchgeführt worden. 

 

4.6.4 Verträglickeitsstudie von SHP-2-Inhibitoren in der Nacktmaus 

Nach den Untersuchungen der SHP-2-Inhibitoren im Phosphatase-Assay und 

den verschiedenen in vitro Experimenten, wurde eine Verträglichkeitsstudie in 

der Nacktmaus vorgenommen. Nacktmäuse sind athymische Mäuse mit 

Immundefekt (NMRI nu/nu). Sie sind ein genetischer Mutant der Hausmaus mit 

fehlendem Thymus, daraus folgt ein Mangel an T-Lymphozyten, wodurch die 

Nacktmaus ein stark eingeschränktes Immunsystem hat, was sie zu einem 

idealen Wirt für homologe und xenogene Transplantationen bzw. 

Xenotransplantationen und das humane Tumorwachstum möglich macht. 

Bei der Veträglichkeitstudie wurden die Leitstruktur und die bisher besten 

Kandidaten der SHP-2 Inhibitoren, d.h. PHPS1 1, 49, 50 und 39 getestet. Mit 

diesem Experiment soll die Verträglichkeit und Toxizität der Verbindungen 

untersucht werden, indem die Mortalität und der Gewichtsverlust der Mäuse 

analysiert wird. Ein weiteres Ziel der Experimente ist die Identifizierung von 

Dosislevels und von Dosis-Plänen, die geeignet sind für spätere in vivo-

Wirksamkeitsstudien. 

Die Tierversuche wurden in Zusammenarbeit mit der Firma Oncotest in 

Freiburg durchgeführt. Die jeweiligen Gruppen beinhalten je drei tumorfreie, 

weibliche Nacktmäuse. Über einen Zeitraum von zwei Wochen wurden 3 ml/kg 

der Verbindungen gelöst in DMSO täglich den Nacktmäusen intraperitoneal (ip, 

in den Bauchraum) gespritzt, der Kontrollgruppe wurde nur das Lösungsmittel 

DMSO im entsprechendem Volumen verabreicht (Tabelle 12). Danach wurden 

die Tiere zwei weitere Wochen beobachtet. Während der täglichen 

Routineuntersuchung wurden die Mäuse gewogen. 
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Tabelle 12: Dosierungen der Verbindungen in der Verträglichkeitsstudie 

Bezeichnung 
Dosierung 

(mg/kg/d) 
Dauer Verabreichung  

1 (PHPS1) 
23,3 a 0-13 ip 

69,8 b 0-13 ip 

49 117,78 b 0-13 ip 

50 114,63 b 0-13 ip 

39 45,93 b 0-3 ip 
a 1 ml/kg 
b 3 ml/kg4 

 

  
 

Abb. 60: Verträglichkeitsstudie von PHPS1 (links), 49 und 50 (rechts) 

 

Die Leitstruktur wurde in zwei unterschiedlichen Dosen getestet. Dabei zeigte 

sich, dass die tägliche ip-Dosierung von 1 ml/kg PHPS1 1, keinerlei 

Gewichtsabnahme und Beeinträchtigung der Mäuse bewirkte. Dagegen kam es 

bei einer Dosierung von PHPS1 1 in der dreifachen Dosis initial zu 

Gewichtsverlusten von wenigen Prozenten (Abb. 60, links). Für beide Gruppen 

kam es aber bereits während der zweiwöchigen Therapiephase zu einer 

Erholung der Mäuse, abzulesen an der Gewichtszunahme. Insgesamt sieht 

man eine moderate und transiente Beeinträchtigung der Mäuse durch PHPS1, 

das auf einen biologischen Effekt von PHPS1 hinweist. Dabei ist eine tägliche 

Gabe von 3 ml/kg als das maximale Dosisvolumen zu betrachten. 

Die Verbindung 49 zeigte in dieser Verträglichkeitsstudie keine Auffälligkeiten. 

Im Vergleich dazu hatten die mit Verbindung 50 behandelten Mäuse einen 

Gewichtsverlust von 16,9 %. Die Gewichtsabnahme der Mäuse war jedoch nur 
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während der Therapiephase zu beobachten. Sie benötigten etwa 6-8 Tage nach 

der letzten Behandlung, um sich zu erholen. Die Verbindung 50 wurde mit der 

nahezu maximal tolerierten Dosis (MTD) verabreicht. Für 49 wurde die MTD 

nicht erreicht. Dieses Experiment zeigt biologische Aktivität der Verbindung 50 

in der Maus (Abb. 60, rechts).  

Die Verbindung 39, die im Enzym- und im Scatter-Assay bisher den 

wirkungsvollsten inhibitorischen Effekt zeigte, wurde in einer Kurzzeit-

Verträglichkeitsstudie innerhalb von drei Tagen getestet. Die höchstmögliche 

applizierte Dosis von 45,93 mg/kg/d bei Nacktmäusen zeigte innerhalb dieses 

Zeitraumes keine Auffälligkeiten in Bezug auf die Verträglichkeit. 

Die bei diesen Tierexperimenten ermittelten Werte zeigen, dass für die 

geplanten Therapieversuche mit dem Xenograft LXFA 526 die höchstmögliche 

Dosis der Inhibitoren eingesetzt werden kann.  

 

4.6.5 Antitumorale Wirkung der Verbindung 39 im Tierexper iment  

Aufgrund der vorangegangenen erfolgreichen Experimente der Verbindung 39 

mit der Zelllinie LXFA 526L, einer patientennahen Zelllinie im Softagarassay 

(Kapitel 4.6.3) und der Verträglichkeit und biologischen Wirksamkeit in vivo 

wurde ein Tierexperiment mit dieser Zelllinie und diesem Inhibitor ausgewählt. 

Die antitumorale Wirkung der Verbindung 39 wurde in diesem Tierexperiment 

untersucht [96].  

Für den Therapieversuch wurden pro Gruppe fünf weibliche NMRI nu/nu in 

einem Alter von 12-14 Wochen verwendet. Ein 4-5 mm großes Tumorstück 

wurde den Mäusen einseitig subkutan implantiert. Bei einem Tumorvolumen 

von 50-200 mm3 wurde die Therapie  mit 39 begonnen. Die Testsubstanz wurde 

einmal pro Tag in DMSO bei einem Volumen von 3ml/kg und einer Dosis von 

45,93 mg/kg ip verabreicht, als Kontrolle diente nur DMSO. Die therapierten 

Mäuse wurden täglich untersucht. Das Tumorvolumen wurde durch 

zweidimensionale Messungen am Tag 0, dem Therapiebeginn, und danach 

zweimal pro Woche bestimmt. Die Wirksamkeit wurde durch die maximale 

Hemmung des Tumorvolumens im Vergleich zur Kontrollgruppe definiert. Die 

Tumorinhibition wird mit T/C in % angegeben. Dabei ist T das relative 

Tumorvolumen mit Behandlung und C der Kontrollwert. 
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Abb. 61: Therapieversuch mit LXFA 526 und Verbindung 39 

 

Wie in Abbildung 61 dargestellt, reduziert die Verbindung 39 das 

Tumorwachstum des Lungenadenokarzinoms LXFA 526 mit einem T/C-Wert 

von 42,6 %, der auf Basis des einseitigen Mann-Whitney-Wilcoxon-Tests auch 

signifikant ist [97]. Somit besitzt dieser Inhibitor eine antitumorale Wirkung und 

ist aufgrund dieses Ergebnisses auch bioverfügbar in der Nacktmaus. 

 

4.7 Zusammenfassung und Potential der entwickelten SHP-2-

Inhibitoren 

Es konnte gezeigt werden, dass ausgehend von einem virtuellen Screening mit 

einem Homologiemodell von SHP-2 die Identifizierung der Leitstruktur PHPS1 1 

für einen SHP-2-Inhibitor möglich ist [53]. Durch chemische Optimierung der 

Inhibitoren konnte eine Verbindungsbibliothek synthetisiert werden, die durch 

SAR und anschließend in verschiedenen Experimenten auf ihre inhibitorische 

Aktivität untersucht wurde. Die verbesserten SHP-2-Inhibitoren 50 und 39 sind 

im Enzymassay im nanomolaren Bereich aktiv, sie hemmen zusätzlich die 

HGF-stimulierte EMT von caninen MDCK-C Zellen und auch von humanen 

Pankreastumorzellen im niedrigen mikromolaren bzw. nanomolaren Bereich. 

Sie zeigen im Softagar-Assay Hemmungen der Koloniebildung von bis zu 40 % 

von zwei verschiedenen humanen Lungentumorzelllinien, die zur Kontrolle mit 

siRNA gegen SHP-2 ebenfalls hemmbar sind. In keinem, der in dieser Arbeit 

untersuchten Experimente, konnte eine toxische Wirkung der SHP-2-Inhibitoren 
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festgestellt werden. Die hier gezeigten Experimente deuten insgesamt darauf 

hin, dass es sich bei den entwickelten Verbindungen um selektiv wirkende 

SHP-2-Inhibitoren handelt. Die ersten Tierversuche mit humanen 

Tumorxenografts in der Nacktmaus zeigen darüber hinaus, dass es eine 

antitumorale Wirkung des Inhibitors 39 in vivo auf humane Tumore gibt. 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse deutlich, dass die Inhibition von 

SHP-2 ein sinnvoller Ansatz zur Krebstherapie sein könnte. Insbesondere die 

weiterentwickelte Verbindung 39, die auf der Leitstruktur PHPS1 basiert, weist 

durch gute Verträglichkeit im Tierversuch und gute inhibitorische sowie 

selektive Wirksamkeit, ein hohes Potential für die Weiterentwicklung als 

Krebstherapeutikum auf. 

Die Zukunft dieses Projektes, das in einem PreGOBio-Projekt (MDC, Berlin) 

weitergeführt wird, liegt zunächst in der weiteren chemischen Modifikation und 

Optimierung der Verbindungen. Die Aktivität, die Spezifität und die Löslichkeit 

der potentiellen SHP-2-Inhibitoren soll auf diesem Wege gesteigert werden. Die 

bestehende Bibliothek von SHP-2-Inhibitoren soll durch die Verwendung von 

neuen Molekülbestandteilen erweitert und optimiert werden. Zusätzlich sollen 

die 19 alternativen Strukturen, die während des virtuellen Screenings am 

Beginn des Projektes identifiziert worden sind, untersucht werden [53]. 

Die Kristallisation von SHP-2 mit einem Inhibitor in der Aktivtasche könnte das 

in diesem Projekt entwickelte Homologiemodell von SHP-2 belegen. Es konnten 

bereits erfolgreich Kristalle von SHP-2 ohne Ligand in einer guten Auflösung in 

der AG Heinemann (MDC, Berlin) hergestellt werden. 

Ein weiteres Experiment zur Klärung der Spezifizität der SHP-2-Inhibitoren wäre 

ein SILAC-Experiment (stabile Isotopenmarkierung von Aminosäuren in 

Zellkultur) [98]. Durch Einbau von stabilen, nicht-radioaktiven, schweren 

Isotopen wie z.B. Arginin (13C6) im Vergleich zu normalen Aminosäuren, könnte 

man durch massenspektrometrische Messungen zeigen, dass keine oder nur 

geringe Unterschiede zwischen siRNA und mit SHP-2-Inhibitor behandelten 

Zellen existieren.  

Weiterhin sollen die identifizierten, aktiven Verbindungen in sogenannten 

ADME-TOX Studien (Absorption, Verteilung, Metabolismus, Ausscheidung und 

Toxizität) untersucht werden die das Verhalten eines Wirkstoffes im 

Organismus beschreiben [99]. Untersuchungen zur Bioverfügbarkeit wie z.B. 
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Experimenten wie dem Caco-2-Assay [100] oder dem PAMPA-Assay [101] bei 

denen die Membranpermeabilität auf unterschiedliche Weisen bestimmt werden 

kann, stehen zur Verfügung. Als Metabolismus-Assays könnten Versuche mit 

dem Cytochrome P450 durchgeführt werden [102]. Zusätzlich sollen weitere 

SHP-2-abhängige Tiermodelle zur Vorbereitung von präklinischen Studien 

etabliert werden. Die SHP-2-Inhibitoren können zusätzlich zur Erforschung der 

Bedeutung von SHP-2 signalabwärts von verschiedenen Rezeptor-Tyrosin-

Kinasen wie PDGFR, FGFR und EGFR verwendet werden. 
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5 ENTWICKLUNG UND VALIDIERUNG VON PTP-INHIBITOREN  

5.1 Bekannte pTyr-Mimetika als Strukturvorlage 

Die Entwicklung von spezifischen Protein-Tyrosin-Phosphatase-Inhibitoren 

kann ein leistungsfähiges Werkzeug für das Verständnis der in vivo Rolle dieser 

Proteine in der Signalübertragung sein. Die Identifizierung und Anwendung von 

neuen pTyr-Mimetika ist ein wichtiger Bestandteil des Inhibitordesigns für PTPs. 

Wie im Kapitel 2.5.4 beschrieben wird, besitzen alle potenten PTP-Inhibitoren 

ein geladenes pTyr-Mimetikum. Die stark anionische Natur dieser Inhibitoren 

verhindert jedoch signifikant die Zellgängigkeit und orale Bioverfügbarkeit dieser 

Verbindungen [11]. Aminosäuren, die das pTyr flankieren, tragen mit einem 

hohen Anteil zur Bindung des Substrates bei. Das pTyr selber ist sehr wichtig 

für die PTP-Erkennung von Substraten. Jedoch ist die pTyr-Gruppe nicht 

ausreichend für eine affine Bindung mit einer signifikanten inhibitorischen 

Wirkung bei PTPs. Untersuchungen haben gezeigt, dass bei Fehlen der 

Phosphatgruppe oder eines entsprechenden Mimetikums in der Peptidsequenz 

keine Bindung mit der Phosphatase stattfindet. Arbeiten von Burke et al. führten 

zu der Entdeckung des nicht-hydrolisierbaren isosterischen pTyr-Mimetikum 

Difluoromethylphosphonat (DFMP), in dem der Sauerstoff des Phosphorylesters 

durch eine Difuorormethyl-Gruppe ersetzt wurde (Abb. 62) [103]. Durch die 

Einführung von DFMP in peptidische oder nicht-peptidische Gerüste wurden 

PTP-Inhibitoren im nanomolaren Bereich identifiziert. Unlängst war dieses 

Isoster noch das aktivste pTyr-Mimetikum. 
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Abb. 62: Chemische Struktur von pTyr (64) und DFMP (65) 

 

Das pTyr-Mimetikum DFMP 65 besitzt einen KI-Wert von 2,5 mM bei PTP1B, im 

Vergleich dazu hat das Substrat pNPP einen Km-Wert von 1,3 mM.  

Das pTyr und das DFMP wurden in einem Dockingexperiment mit der 

Kristallstruktur 1U2P von MptpA untersucht (Abb. 63). Dabei handelt es sich um 
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eine farbkodierte Darstellung des molekularen elektrostatischen Potentials auf 

der Connolly-Oberfläche der Kristallstruktur (generiert durch das Programm 

Sybyl, MOLCAD). Die rotgefärbten Flächen deuten auf hohe negative 

elektrostatische Potentiale hin, während die blaugefärbten gleichbedeutend mit 

hohen positiven Potentialen der Oberflächenregionen sind. Die Analyse der 

Wechselwirkungen von pTyr in der katalytischen Tasche von MptpA zeigt eine 

Vielzahl von Wasserstoffbrückenbindungen, es werden zwei mit Isoleucin 15, 

eine mit Cystein 16 und drei mit Arginin 17 und der Phosphonatgruppe gebildet 

(Abb. 62, links). Zusätzlich wechselwirkt Glycin 13 mit dem Sauerstoffatom der 

Esterfunktion und Tyrosin 129 mit dem aromatischen Ringsystem des pTyr. Im 

Vergleich dazu besitzt das DFMP ebenfalls viele Interaktionen der 

Phosphatgruppe mit Aminosäureresten in der katalytischen Tasche (Abb. 62, 

rechts). Durch die stark ionische Wechselwirkung in der positiv geladenen 

Tasche, wird eine feste Bindung ausgebildet.  

 

 

Abb. 63: Farbkodierte Darstellung des molekularen elektrostatischen Potentials von MptpA (1U2P) 

mit pTyr (links) und DFMP (rechts)  

 

Der Forschungsschwerpunkt bei der Entwicklung von kleinen Molekülen als 

PTP-Inhibitoren hat sich vorwiegend auf die Identifizierung von pTyr-Mimetika 

gelegt [104]. Zwei verschiedene Arbeitsgruppen von Astra Zeneca und Incyte 

Corperation, die sich mit der Entwicklung von PTP1B-Inhibitoren beschäftigen, 

haben unabhängig voneinander einen fünfgliedrigen Heterozyklus als neues 

pTyr-Mimetikum identifiziert. 

Mit Hilfe des strukturbasierten Designs und einer fragmentbasierten NMR- 

Screening-Strategie identifizierten Black et al. das Thiazolidinon (TDZ) als 

potentes pTyr-Mimetikum bei PTP1B [105]. Der darauf basierend entwickelte 

Inhibitor besitzt einen IC50-Wert von 2,5 µM (Abb. 64). 
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Abb. 64: Entwicklung des TZD-basierten ptyr-Mimetikum [105] 

 

Zeitgleich verwendeten Forscher von Incyte Corperation ein strukturbasiertes 

Wirkstoffdesign zur Entwicklung von PTP-Inhibitoren [50]. Durch genaue 

Untersuchungen und Vergleich der veröffentlichten PTP1B-Kristallstrukturen mit 

Inhibitoren aus der PDB-Datenbank wurden die bekannten pTyr-Mimetika und 

deren multiple Wasserstoffbrückenbindungen in der katalytischen Tasche der 

Phosphatasen analysiert. Dabei zeigten das Difluoromethylphosphonat 65 

(DFMP, Abb. 62) und die Carboxymethylsalicylsäure 68 (CMS, Abb. 65) eine 

besondere und komplementäre Bindung mit den hochpolarisierten Resten der 

Aktivtasche. 

 

O
O

O
O O

68
 

Abb. 65: Chemische Struktur von Carboxymethylsalicylsäure (CMS) 

 

Die genaue Analyse der beiden Verbindungen in der Kristallstruktur von PTP1B 

ergab, dass durch die unterschiedlichen Bindungsmodi verschiedene 

Wassermoleküle ersetzt werden (Abb. 66). Die Wechselwirkungen dieser 

Überlagerung kann durch einen Heterozyklus wie ein Thiazolidinon (TZD) oder 

ein Isothiazolidinon (IZD) (Abb. 66d, 67, Verbindung 69 und 70) nachgeahmt 

werden. In Folge dessen werden alle drei Wassermoleküle in der katalytischen 

Tasche ersetzt. 
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Abb. 66: Struktur-basiertes Design des IZD als heterocyclisches pTyr-Mimetik [50] 

a) DFMP Inhibitor und Wassermolekül in PTP1B, b) CMS Inhibitor mit 2 Wassermolekülen in 

PTP1B, c) Überlagerung der beiden Strukturen, die die Entstehung des fünfgliedrigen 

Heterozyklus, d) Designter IZD Heterozyklus mit den beiden Originalstrukturen überlagert, e) IZD 

alleine 
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Abb. 67: Chemische Struktur von TZD 69 und IZD 70 

 

Der auf diesem Ansatz basierte Inhibitor, ein in ein Tripeptid eingebauter 

(S)-IZD-Baustein, besitzt einen IC50-Wert von 40 nM und stellt damit das zurzeit 

aktivste pTyr-Mimetikum dar. Die Optimierung dieser Strukturen als PTP-

Inhibitoren ist bis heute nicht abgeschlossen. Im Moment liegt der Fokus auf der 

Substitution des vorhandenen Peptidgerüstes. Der zunächst als optimale 

Substitution gefundene Benzimidazol-Rest wurde inzwischen, aufgrund der 

schlechten Resultate bei der Strukturoptimierung, durch Imidazolin und Imidazol 

ersetzt (Abb. 68) [106] [107].  
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Abb. 68: Strukturoptimierung vom Tripeptid (a) über  das Benzoimidazol (b) zum Imidazolin (c) 

und Imidazol (d) [107] 
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Huang et al. entwickelten 2002 mit den beiden Resten, der 

Trifluormethylsulfonyl (TFMS)- und der Trifluormethylsulfonamido (TFMSA)-

Gruppe, eine neue Serie von pTyr-Mimetika (Abb. 69) [11]. Die Substitution der 

sauren OH-Gruppe der Benzolsulfonsäure 71 durch einen elektronegativen und 

neutralen Trifluormethylrest führt zu der ungeladenen Verbindung 72 mit dem 

TFMS-Rest, die gleichermaßen ein guter Akzeptor von 

Wasserstoffbrückenbindungen ist. Eine Weiterentwicklung führte zu einer 

Verbindung mit dem TFMSA-Rest 73. 
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Abb. 69: Entwicklung der TFMS- und TFMSA-Gruppe ausgehend von der Benzosulfonsäure [11] 

 

Die TFMS-Gruppe zeigt in den Dockingexperimenten mit der Phosphatase 

PTP1B vergleichbare Wechselwirkungen wie das Phosphotyrosin in der 

Aktivtasche, wobei die Fluoratome eine wichtige Rolle spielen. Die divalenten 

Verbindungen A-E mit unterschiedlichen Resten zeigten Hemmungen im 

mikromolaren Bereich (Abb. 70). 
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E 18 16 
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Abb. 70: Beispiele für PTP-Inhibitoren und deren IC50-Werte [11] 
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5.2 Synthese und Validierung der Fragmentbibliothek 

Die Abbildung 71 zeigt schematisch den in meiner Arbeit verwendeten Prozess 

zur Identifizierungen von Protein-Tyrosin-Phosphatase-Inhibitoren basierend 

auf neu entwickelten pTyr-Mimetika. Nach Auffinden eines moderat-aktiven 

pTyr-Mimetikums durch die Validierung einer synthetisierten Fragmentbibliothek 

im Enzymassay, wird das Fragment chemisch so modifiziert, dass es in 

Kupplungsreaktionen mit z.B. Aminen einsetzbar ist. Die auf diesem Wege 

dargestellten Verbindungen werden anschließend im Enzymassay auf ihre 

inhibitorische Aktivität validiert.  

 

 
Abb. 71: Schematischer Ablauf zur Identifizierung von potentiellen PTP-Inhibitoren 

 

Als Ausgangspunkt der Untersuchungen dieser Arbeit wurde eine kleine 

Bibliothek von Verbindungen mit möglichen pTyr-Mimetika synthetisiert. Die 

Phosphatfunktionalität wurde basierend auf den publizierten Ergebnissen z.B. 

durch eine Sulfonamido-, Acylsulfonamido- oder Sulfamidgruppe ersetzt  

(Kapitel 5.1). Diese Fragmente mit den potentiellen pTyr-Mimetika-Gruppen 

wurden anschließend im Phosphatase-Assay mit dem Substrat pNPP auf ihre 

Enzymaktivität und Eigenschaft als pTyr-Mimetikum gegenüber der 

Zielphosphatase MptpA hin untersucht. Diese Untersuchungen wurden durch 

Fragmentbibliothek
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Dockingexperimente der Verbindungen in die Kristallstruktur von MptpA 

unterstützt (Dr. Michael Lisurek, AG Kühne). In der RCSB Proteindatenbank 

befinden sich zwei Kristallstrukturen von MptpA, die Struktur 1U2P ohne Ligand 

und 1U2Q mit einem Glycerol in der Aktivtasche [46]. Die Überlagerung dieser 

beiden Kristallstrukturen zeigt im Allgemeinen eine gute Übereinstimmung, 

jedoch existiert eine auffällige Abweichung. Der Tryptophanrest in der 

Kristallstruktur mit Ligand klappt an die Seite der katalytischen Tasche (Abb. 72, 

blau dargestellt). 

 

 
Abb. 72: Überlagerung der beiden Kristallstrukturen von MptpA, 1U2P (rosa) und 1U2Q (blau) 

 

Diese Veränderung macht die tiefe Tasche von MptpA schwerer für einen 

Liganden erreichbar und ist deswegen für die Dockingexperimente nicht 

geeignet. Die anschließenden Simulationen der zu untersuchenden 

Verbindungen wurden mit der Struktur 1U2P durchgeführt. 

 

5.2.1 Synthese und Validierung von zyklische Fragmenten 

Aufgrund der interessanten strukturbasierten Entwicklungen von pTyr-Mimetika 

von Black et al. [105] und Combs et al. [50] wurde der Fokus der eigenen Arbeit 

ebenfalls zunächst auf heterozyklische Grundstrukturen gelegt, die nachfolgend 

exemplarisch diskutiert werden. Aufgrund einer ähnlichen Struktureinheit und 

einem leichten synthetischen Zugang wurden zyklische Verbindungen wie das 

Benzo[b]thiophen-1,1-dioxid 75 ausgewählt und dargestellt (Abb. 73) [108]. 
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Abb. 73: Darstellung des Benzo[b]thiophen-1,1-dioxid 75 

 

Das Benzothiophen wird mit Natriumperborat Tetrahydrat in Eisessig 

umgesetzt. Das Produkt konnte mit einer Ausbeute von 70 % isoliert werden. 

Sulfonamidreste, sowie die Sulfonamide und die Sulfamate gelten weithin in der 

Medizinischen Chemie als optimal für das Design von biologisch aktiven 

Verbindungen [109]. Demzufolge wurden zyklische Sulfonamide in dieser Arbeit 

aufgrund ihrer interessanten Struktureinheit untersucht. Das 1,3-Dihydro-2,1,3-

benzothiadiazol-2,2-dioxid 78 konnte aus o-Phenylendiamin 76 mit 

Schwefelsäurediamid 77 in Diglyme quantitativ dargestellt werden [110]. 
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Abb. 74: Darstellung des 1,3-Dihydro-2,1,3-benzothiadiazol-2,2-dioxid 78 

 

Anschließend wurden die beiden synthetisierten Fragmente 75, 78 und drei 

weitere, kommerziell erwerbliche Substanzen (79-81) in einem Phosphatase-

Assay mit dem Substrat pNPP-Assay auf ihre Aktivität gegenüber MptpA 

untersucht (Tabelle 13). 
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Tabelle 13: Übersicht der zyklischen Verbindungen gegen MptpA 

Bezeichnung Struktur 
Ausbeute 

(%) 

IC50-Wert a 

MptpA [µM] 

75  S
O O  

70  

 

> 5000 

 

78  
N
H

S

H
N O

O
 

quantitativ 857 

79 S
O O  

kommerziell 

erhältlich 
> 5000 

80 
S

NH

H
NCl

S
H2N

O O O O  

kommerziell 

erhältlich 
> 5000 

81 
S

NH

O

O O
 

kommerziell 

erhältlich 
> 5000 

   a: Bestimmung der IC50-Werte im pNPP-Assay 
 

Das Benzo[b]thiophen-1,1-dioxid 75 zeigte keine Aktivität im Enzymassay. Die 

Verbindung 78, das 1,3-Dihydro-2,1,3-benzothiadiazol-2,2-dioxid, besitzt einen 

IC50-Wert von 857 µM. Die moderate Aktivität der Verbindung 78 verglichen mit 

Werten von bekannten pTyr-Mimetika stellt dieses Fragment als einen guten 

Ausgangspunkt für weitere synthetische Optimierungen dar. Sulfolan (79) 

besitzt eine einfache und kleine Struktureinheit der untersuchten Verbindungen 

dar, zeigte jedoch beim Versuch im Enzymassay keine inhibitorische Aktivität. 

Das Hydrochlorothiazid 80 und Saccharin 81 haben ebenfalls keinen Einfluss 

auf die Hemmung der Enzymaktivität von MptpA. 

Die Wechselwirkungen der aktivsten Verbindung 78 mit einem IC50-Wert von 

857 µM wurden in einem Dockingexperiment mit der Kristallstruktur von MptpA 

analysiert (Abb. 75). 
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Abb. 75: Farbkodierte Darstellung des molekularen elektrost

 

Das 1,3-Dihydro-2,1,3-benzothiadi

die katalytische Tasche. Ein Sauerstoffatom der Sulfonamidgruppe interagiert 

mit dem Isoleucin 15 und dem Cystein 16. 

dieser Vorhersage ausreichend Platz 

Wechselwirkungen finden jedoch nicht

Das spiegelt sich auch im 

im Enzymassay wieder. 

 

5.2.2 Fragmente mit einer 

sulfonamido-Gruppe

Im Gegensatz zu den veröffentlichten

al. mit der Trifluormethylsulfonyl (TFMS)

(TFMSA)-Gruppe sollen in dieser Arbeit beide 

Fragment untersucht werden, um 

Enzymassay zu bestimmen

Die Synthese dieser Verbindun

unter basischen Bedingungen mit dem 

umgesetzt wird (Abb. 76

unterschiedlich langen Linkern zur 

verwendet. Die Ausbeuten lagen zwischen 44

ERGEBNISSE UND 

Farbkodierte Darstellung des molekularen elektrostatischen Potentials von MptpA (1U2P)

mit Verbindung 78 

enzothiadiazol-2,2-dioxid 78 ragt mit der SO

Ein Sauerstoffatom der Sulfonamidgruppe interagiert 

mit dem Isoleucin 15 und dem Cystein 16. Die bizyklische Struktur hat laut 

Vorhersage ausreichend Platz im katalytischen Spalt. Die dargestellten

Wechselwirkungen finden jedoch nicht direkt am Boden der Aktivtasche statt. 

 moderaten IC50-Wert von 857 µM gegenüber

Fragmente mit einer Trifluormethylsulfonyl- oder Trifluor

Gruppe 

veröffentlichten bidentaten PTP-Inhibitoren von Huang 

methylsulfonyl (TFMS)- und der Trifluormethyl

in dieser Arbeit beide Gruppen als monovalentes

werden, um ihre Aktivität als pTyr-Mimetikum

zu bestimmen (Abb. 70, Kapitel 5.1) [11]. 

dieser Verbindungen geht vom entsprechenden Amin 

unter basischen Bedingungen mit dem Trifluormethansulfonsäureanhydrid

6) [11]. Dabei wurden drei Amine 
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Abb. 76: Darstellung der Verbindungen mit Trifluorm ethylsulfonamido-Gruppe  

anhand der Verbindung 84, 85 und 86 

 

Weiterhin wurde diese Gruppe variiert und Verbindungen mit 

Trifluormethylacylsulfonamid-Resten dargestellt. Eine Methode zur Darstellung 

dieser Moleküle ist die Verwendung der entsprechenden Carbonsäure 87 mit 

Trifluormethansulfonamid 88 (Abb. 77). Die Verbindung konnte mit einer 

Ausbeute von 63 % isoliert werden. 
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Abb. 77: Darstellung der Verbindung 89 

 

Zusätzlich wurde noch eine Methylengruppe als Linker eingeführt. Dafür wurden 

drei verschiedene Acetylchlorid-Verbindungen 90a-c mit Trifluormethan-

sulfonamid 88 unter basischen Bedingungen gekuppelt, um die Verbindungen 

91-93 zu erhalten (Abb. 78) [111]. Die Ausbeuten lagen zwischen 51-76 %. 
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Abb. 78: Darstellung der Verbindung 91-93 

 

Weiterhin wurden Substanzen untersucht, die eine von Resten flankierte 

Acylsulfonamid-Gruppe besitzen. Acylsulfonamide sind bekannt für die 

Verwendung beim Design von PTP-Inhibitoren [112]. Die Verbindungen wurden 
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durch Kupplung von Benzolsulfonamid 94 mit Carbonsäurederivaten 95a-c mit 

Hilfe von EDC und DMAP dargestellt. Die Produkte 96-98 konnten mit 

Ausbeuten von 22-42 % isoliert werden. 
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Abbildung 79: Darstellung von 96-98 

 

Die insgesamt zehn Verbindungen mit vier unterschiedlichen Struktureinheiten 

wurden in einem pNPP-Assay auf ihre inhibitorische Aktivität gegenüber MptpA 

untersucht (Tabelle 14). 

 

Tabelle 14: Übersicht über die getesteten Verbindungen mit MptpA 

Bezeichnung  Struktur 
Ausbeute 

(%) 

IC50-Wert a 

MptpA [µM] 

84  NH
SO
O

CF3

 

71  534 

85  
NH

S
O

O CF3

 

46  3195 

86  HN
SO
O

CF3

 

44  > 5000 

89  N
H

O
S

O

O

CF3

 

63  1860 

91  

O

HN
S

CF3

O

O  

76  824 
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92  N

O

O

NH
O S

O O

CF3

 

51  
352 

 

 93  

O
S

O

O CF3

N
H

 

51  765 

96  HN
F

O
Cl

S
O

O

 

42  615 

97  
HN

F
O

S
O

O

 

38  500 

98  S
O

OHN
CF3

O

 

22  427 

   a: Bestimmung der IC50-Werte im pNPP-Assay 
 

Die drei Verbindungen mit der Trifluormethylsulfonamid-Gruppe (84-86) zeigten 

abhängig von der Länge des Linkers (keine, eine oder zwei Methylengruppen) 

moderate Aktivitäten im Enzymassay. Dabei war das kleinste Molekül, 

Verbindung 84 mit einem IC50-Wert von 534 µM das aktivste Fragment. Die 

Verbindung 89 mit dem Trifluormethylacylsulfonamid-Rest ohne Methylen-

Linker besitzt einen IC50-Wert von fast 2 mM und liegt damit im Bereich von 

Substraten wie pNPP. Die drei Verbindungen 91-93 tragen alle eine 

Methylen-Gruppe zwischen dem variablen Arylrest und der 

Trifluormethylacylsulfonamid-Gruppe. Die Verbindung 92 mit dem 

Phthalimidrest zeigt die bisher höchste Aktivität einer Verbindung im 

Enzymassay mit 352 µM gegenüber MptpA.  Die getesteten Verbindungen 

96-98 bei denen die Acylsulfonamid-Gruppe flankiert ist, haben eine 

inhibitorische Aktivität im mittleren mikromolaren Bereich (400-600 µM).  
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Zur Darstellung des Bindungsmodus in der katalytischen Tasche von MptpA 

wurden die Verbindungen 84, 92 und 98 (Abb. 80a-c) in einem 

Dockingexperiment mit der Kristallstruktur (1U2P) untersucht. 

 

a b 

c 

 
Abb. 80: Farbkodierte Darstellung des molekularen elektrostatischen Potentials von MptpA (1U2P) 

mit 84 (a), 92 (b) und 98 (c) 

 

In diesem Modell besitzt die Trifluormethylgruppe der Verbindung 84 zwei 

Wasserstoffbrücken zu Isoleucin 15 und Cystein 16 (Abb. 80a). Die SO2-

Gruppe geht fünf Interaktionen mit Glycin 13, Threonin 12 und Arginin 17 ein. 

Diese Wechselwirkungen der Trifluormethylsulfon-Gruppe finden tief in der 

katalytischen Tasche statt, vergleichbar mit der Verbindung 92 (Abb. 80b). 

Zusätzlich gibt es hier noch zwei Wasserstoffbrückenbindungen mit der NH-

Gruppe und dem Asparagin 126. Das Sauerstoffatom des Phthalimid-Restes 

interagiert mit Tyrosin 129. Diese erhöhte Anzahl von Wechselwirkungen in der 

katalytischen Tasche kann somit zu der etwas höheren inhibitorischen Aktivität 

im Enzymassay von 352 µM im Gegensatz zur Verbindung 90 mit 534 µM 

führen. 
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Das Ergebnis der Analyse des Bindungsmodus von 98 mit MptpA (Abb. 80c) 

ergab nur eine Wechselwirkung der SO2NH-Gruppe mit Glycin 13. Die 

flankierenden Reste verhindern die Wechselwirkung mit der katalytischen 

Tasche und somit eine optimale Hemmung der Phosphatase. Diese 

Verbindungen eignen sich laut Vorhersage somit nicht für die weitere 

Verwendung als potentielle Fragmente für pTyr-Mimetika, sondern eher als 

zusätzliche Gruppen an einem Inhibitorgrundgerüst, um weitere 

Wechselwirkungen aufzubauen. 

 

5.2.3 Bewertung der Verwendung als pTyr-Mimetikum 

Die Untersuchungen der kleinen Fragmentbibliotheken zeigten einige gute 

Startpunkte für eine weitere Untersuchung dieser aktiven Fragmente als 

potentielle pTyr-Mimetika. Bei den zyklischen Fragmenten konnte Verbindung 

78 mit einem IC50-Wert von 857 µM identifiziert werden. Es ist vergleichsweise 

schwer auf dem Gebiet der Heterozyklen mögliche Struktureinheiten zu 

identifizieren, die die notwendigen Wechselwirkungen in der katalytischen 

Tasche eingehen können, da aufgrund ihrer rigideren Strukturen die benötigte 

Flexibilität nicht gegeben ist. Außerdem ist der synthetische Zugang schwieriger 

als bei der Einführung von terminalen Resten. 

Die terminalen potentiellen pTyr-Mimetika wie Verbindung 84 und 92 stellen 

gute Startpunkte für eine weitere Untersuchung und Optimierung dar. Der 

einfache Zugang dieser Reste ermöglicht eine schnelle Erweiterung des 

Moleküls, um zu untersuchen, welche Struktureinheiten eine Aktivität erhöhen 

können. 

Die Dockingexperimente der Strukturen mit einem flankierten pTyr-Mimetika 

zeigten, dass bei einer engen und tiefen PTP-Tasche diese Struktureinheiten 

mit den auf beiden Seiten flankierenden Resten Probleme aufweisen, tief in der 

Tasche zu interagieren. Trotzdem weisen sie gute  IC50-Werte zwischen 

427-616 µM auf. Mit Unterstützung von Dockingexperimenten konnten somit 5 

Fragmente identifiziert werden, die eine moderate Aktivität gegen MptpA 

zeigen. Davon ist eine Verbindung zyklisch, eine Verbindung besitzt die 

Trifluormethylsulfonamido-Gruppe und drei die Acylsulfonamido-Gruppe. Es 

konnte gezeigt werden, dass es durch rationales Design möglich ist, neue 

Startpunkte für potentielle pTyr-Mimetika zu finden. 
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Aufgrund der simplen Struktur mit vergleichsweise hoher Aktivität und leichtem 

synthetischen Zugang wurde die Verbindung 84 ausgewählt, um sie in weiteren 

Experimenten zu optimieren und anschließend weiter zu validieren. 

 

5.3 Synthese und Untersuchung des Aldehydes 

Basierend auf den vorherigen Untersuchungen im Phosphatase-Assay und in 

Dockingexperimenten scheint die Verbindung 84 optimale Eigenschaften für 

eine Anwendung als Ersatz für die pTyr-Gruppe zu besitzen. Im Vergleich zum 

pTyr-Fragment und DFMP vernetzt sich die Trifluormethylsulfonamid-Gruppe 

der Verbindung 84 laut Dockingexperimenten ebenfalls optimal mit 

Wasserstoffbrückenbindungen in der Aktivtasche von MptpA. Die 

Herausforderung ist es nun, die Verbindung so strukturell zu erweitern, dass die 

Aktivität und Selektivität erhöht werden kann. Dafür wurde die Verbindung in ein 

kupplungsfähiges Fragment umgewandelt. In diesem Fall wird eine 

Aldehydgruppe eingeführt. Es ist aber auch denkbar mit einer freien 

Amingruppe Kupplungsreaktionen mit z.B. Carboxylaten durchzuführen. 

Identifizierte aktive pTyr-Mimetika sollen zusätzlich in einem fragmentbasierten 

Ansatz verwendet werden, um mit Hilfe dieser Methode neue potentielle 

PTP-Inhibitoren zu entwickeln. 

 

5.3.1 Aldehydsynthese 

Die Synthese des Aldehydfragmentes 103 lässt sich in vier Stufen unterteilen 

(Abb. 81). Die erste Reaktion ist die Schützung des Alkohols [113]. Der zweite 

Schritt ist die Triflierung der Amingruppe mit Hilfe von 

Trifluormethansulfonsäureanhydrid [114]. Die Entschützung der Alkoholfunktion 

wird mit TBAF durchgeführt [115]. Die Umwandlung der Alkoholgruppe zur 

Aldehydgruppe wird durch eine Oxidation mittels Manganoxid in Chloroform 

erhalten [116].  
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Abbildung 81: Darstellung der Verbindung 103 

 

5.3.2 pKS-Wert-Bestimmung des Aldehyds 

Das Aldehyd 103 wurde auf seine Säurestärke hin untersucht. Für die 

Anwendung des Fragmentes als pTyr-Mimetikum ist der Ladungszustand 

wichtig, da die Membranpermeabilität davon abhängig sein kann. Daher wurde 

eine Titration durchgeführt (Abb. 82). 
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Abb. 82: Titrationskurve zur experimentellen Bestimmung de pKs-Wertes von 103 

 

Der experimentell bestimmte pKs-Wert von Verbindung 103 beträgt 7,2. Die 

Verbindung ist damit eine schwache Säure, die dementsprechend nicht 

vollständig dissoziiert vorliegt. Der pKs-Wert von pTyr liegt zum Vergleich bei 

5,8, der von DFMP im Bereich von 5,1 [117] [118], sie gehören zu den 

mittelstarken Säuren. Da das Gleichgewicht der Verbindung 103 laut pKs-Wert 

auf der ungeladenen Seite liegt, spricht dieses Experiment für die Verwendung 

dieses Fragmentes als pTyr-Mimetikum. 

 

5.3.3 Im Caco-2-Assay 

Die Verbindung 103 wurde in einem weiteren wichtigen Experiment für 

Permeabilitätsuntersuchungen getestet. Der Caco-2-Assay wurde bei der Firma 

Apredica (USA) durchgeführt. 

Der Caco-2-Assay ist eine nützliche Methode zur  Vorhersage für humane 

Darmpermeabilität und Bioverfügbarkeit von oral verabreichten Medikamenten 

[100]. Caco-2 Zellen sind humane, epitheliale Darmkrebszellen, die im 

Monolayer wachsen. Sie weisen damit eine physikalische und biochemische 

Barriere für Ionen und kleine Moleküle auf. Die Korrelation zwischen in vitro Papp 

mittels Caco-2 Experimenten und in vivo Versuchen ist bekannt [119]. Mit der 

Formel 3 ist der experimentell bestimmte Wert Papp definiert. 

 

 

Henderson-Hasselbalch 



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

 

 

 

Für die apikale zur basolateralen Permeabilität (A

Verbindung auf der apikalen Seite hinzugegeben und anschließen

basolateralen Seite die Konzentration der Verbindung mittels LC/MS/MS 

bestimmt (Abb. 83). Als Kontrolle für einen vollständig gebildeten Monolayer 

wird der nicht permeable Farbstoff Lucifer Yellow verwendet 

der Testverbindung 

durchgeführt. Durch die umgekehrte Richtung im Versuch (B

man Hinweise auf die Art des Transportes, der passiv oder aktiv sein kann.

 

Abb.

 

Die Verbindung 103 besitzt einen Wert von P

moderate Permeabilität. Zum Vergleich hat die Positivkontrolle einen Wert von 

45,1 und die Negativkontrolle 0,8.

ideale Eigenschaft in Bezug auf die Membranp

belegt werden. Die Verbindung 

Weiterentwicklung zu 

ISKUSSION 

Formel 3 

Für die apikale zur basolateralen Permeabilität (A→ B) wird die zu testende 

Verbindung auf der apikalen Seite hinzugegeben und anschließen

basolateralen Seite die Konzentration der Verbindung mittels LC/MS/MS 

Als Kontrolle für einen vollständig gebildeten Monolayer 

wird der nicht permeable Farbstoff Lucifer Yellow verwendet Die Konzentration, 

der Testverbindung ist 10 µM und der Versuch wurde für 2

durchgeführt. Durch die umgekehrte Richtung im Versuch (B

man Hinweise auf die Art des Transportes, der passiv oder aktiv sein kann.

 

Abb. 83: Schematischer Aufbau eines Caco-2 Assays 
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5.3.4 Anwendung des Aldehydes 

Eine mögliche Anwendung für das in dieser Arbeit identifizierte Aldehyd 103, ist 

das dynamische Ligationsscreening, das in der Arbeitsgruppe von Prof. 

Rademann entwickelt wurde [70]. Bei diesem Ansatz wird eine 

Kupplungsreaktion in Anwesenheit einer Phosphatase durchgeführt, um das 

Gleichgewicht dieser chemischen Reaktion auf die Produktseite zu 

verschieben. In diesem Fall soll ein Aldehyd mit einem Amin zu einem 

potentiellen Inhibitor reagieren. Gleichzeitig wird die Hemmung der 

Phosphatase durch die entstehende Verbindung mittels Substrat-Assay 

analysiert. Ein somit identifizierter Hit kann nachfolgend chemisch synthetisiert 

werden, um ihn anschließend im Enzymassay zu validieren. Diese Methode 

kann einen völlig neuen Zugang zu potenten Inhibitorklassen für Protein-

Tyrosin-Phosphatasen bieten. 

Bei Untersuchungen mit dem Aldehyd und der verwendeten Aminbibliothek in 

sechs verschiedenen Konzentrationen (300, 100, 50, 25, 12,6 und 6,25 µM, 

jeweils äquimolar) mit MptpA unter Verwendung des DiFMUP-Assays konnten 

keine Verbesserungen der inhibitorischen Wirkung der untersuchten 

Verbindungen identifiziert werden. Jedoch konnten bei diesen Experimenten 

aktive Amine gefunden werden (Kapitel 5.4). 

In einem vergleichbaren Assaysystem wurde die Protein-Tyrosin-Phosphatase 

SHP-2 untersucht. Hierbei konnte eine Verbindung mit verbesserter 

inhibitorischer Aktivität identifiziert werden (Abb. 84). Da die Verbindung mit 

verschiedenen Methoden chemisch nicht darstellbar war, ist davon 

auszugehen, dass es sich dabei um ein falsch positives Ergebnis handelte. 

Daher wurde diese Verbindung nicht weiterverfolgt. 

 

N

HN

N
H

S
O

O

CF3

 
Abbildung 84: Chemische Struktur des falsch positiv Hits 
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5.4 Untersuchung der Aminbibliothek gegen MptpA, SHP-2 und SHP-1 

Die Aminbibliothek besteht aus 886 Verbindungen mit überwiegend 

aromatischer Struktur. Um neue Struktureinheiten für die Entwicklung von 

Protein-Tyrosin-Phosphatase-Inhibitoren zu identifizieren wurde die gesamte 

Substanzbibliothek mit den Phosphatasen MptpA, SHP-2 und SHP-1 untersucht 

und die IC50-Werte bzw. Enzymaktivitäten (bei 100 µM Konzentration der 

Verbindungen) bestimmt (Abb. 85). Die gefundenen Verbindungen können 

dann anschließend mit geeigneten Kupplungspartnern wie 

Carbonsäurederivaten mit einem pTyr-Mimetikum verknüpft und auf ihre 

Aktivität im Enzymassay geprüft werden. 

 

 
Abbildung 85: Untersuchung und Validierung der Aminbibliothek  

 

Die Untersuchung der Aminbibliothek im Enzymassay gegen MptpA ergab 87 

Hits, die bei einer Konzentration von 300 µM eine Aktivitätsminderung des 

Enzyms größer als 60 % zeigten. Davon zeigen 41 Verbindungen sogar eine 

Aktivitätsminderung von 80 %. Diese Verbindungen wurden genauer untersucht 

und IC50-Werte bestimmt. Es wurden 12 Amine mit überwiegend aromatischer 

Struktur gefunden, die einen IC50-Wert im niedrigen mikromolaren Bereich 

zwischen 4 und 19 µM zeigten. 

Bei den hier neben MptpA verwendeten Enzymen handelt es sich zum einen 

um die katalytische Domäne von SHP-2 und zum anderen um SHP-1 in der 

vollen Länge. Für das Enzym SHP-2 konnten 7 Amine identifiziert werden, die 

die Enzymaktivität bei einer Konzentration von 100 µM auf 2-59 % verringern 

können. Bei SHP-1 konnten insgesamt 13 Verbindungen gefunden werden. Von 

diesen Verbindungen zeigten zwei (104 und 110) eine Aktivität bei beiden 
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Enzymen auf. Verglichen mit den Hits, die bei MptpA gefunden worden sind, 

gibt es fünf Übereinstimmungen (Tabelle 15). 

 

Tabelle 15: Übersicht über die getesten Amine gegen MptpA, SHP-2 und SHP-1 

Bezeichnug  Struktur MptpA  

(IC50 in µM) b 

SHP-2 

(Aktivität in %) b,c 

SHP-1 

(Aktivität in %) b,c 

104 

O

O

OH

NH2  

19 34 46 

105 

O

O

NH2

Cl

 

4 n.a. n.a. 

106 

N
NH

H2N
NH2

O

 

8 n.a. 19 

107 

N

H2N

 

5 n.a. 39 

108 
N

O
N

NO2

NH2

 

12 n.a. 40 

109 

NH2

OH

O

O

 

13 n.a. 48 

110 

N

S
N

NH2

S

 

n.a. 2 1 

111 
N

N

H2N
 

14 n.a. n.a. 
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112 
N

NN

N
H

O

O

H2N

 

13 n.a. n.a. 

113 
N

S
N

NH2

Cl  

8 n.a. n.a. 

114 N
S

N

Cl
H2N

 

12 n.a. n.a. 

115 N

Br

NH2  

11 n.a. n.a. 

116 
N
H

NH2N

 

8 n.a. n.a. 

    
   b: Bestimmung der IC50-Werte im DiFMUP-Assay 
   c: Enzymaktivität bei einer Konzentration von 100 µM der Testverbindung 
   n.a: nicht aktiv 
 

Die hier identifizierten 13 Verbindungen können für eine Inhibitorentwicklung 

von Phosphatasen basierend auf diesen Gerüsten verwendet werden. Eine 

Möglichkeit wäre, die gefundenen Amine mit dem auf dieser Arbeit basierenden 

Fragment II  zu kuppeln und die Verbindung III  auf die inhibitorische Aktivität 

gegen MptpA, SHP-2 und SHP-1 zu untersuchen (Abb. 86). Mit diesen 

Ergebnissen könnte man eine Aussage über das Potential der hier 

identifizierten Amine treffen. 
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Abb. 86: Mögliche Anwendung eines potentiell aktiven Amins zu weiteren Untersuchungen 

 

5.5 Synthese einer Verbindungsbibliothek mit einem pTyr-Mimetikum 

Wie bereits in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, geht die 

Trifluormethylsulfonamido-Gruppe zahlreiche Wechselwirkungen in der 

katalytischen Tasche der Phosphatase MptpA ein und stellt daher einen guten 

Ausgangspunkt für weitere Entwicklungen ausgehend von diesem Fragment 

dar (Kapitel 5.2.2). 

Die einfache Synthese ausgehend von einem Amin und 

Trifluormethansulfonsäureanhydrid führte zu der Annahme, das eine 

roboterunterstützte Umsetzung der gesamten Aminbibliothek möglich ist. Diese 

Synthese stellt einen neuen Zugang für interessante Verbindungen mit einem 

pTyr-Mimetikum dar (Abb. 87). Anschließend wurde die gesamte synthetisierte 

Verbindungsbibliothek gegen die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-2 im 

Enzymassay mit DiFMUP getestet. 

 

 
Abbildung 87: Roboterunterstützte Synthese einer Fragmentbibliothek 
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5.5.1 Roboterunterstützte Synthese der Substanzbibliothek 

Zunächst wurde die Synthese von Derivaten mit einer Trifluormethyl-

sulfonamido-Gruppe ausgehend von verschiedenen Aminen im kleinen 

Maßstab untersucht und optimiert. Die Durchführung der Synthese am Roboter 

und anschließende Analytik der Bibliothek wurde von Dr. Boo Geun Kim (AG 

Rademann, FMP) durchgeführt. 

Die Reaktion findet unter inerten Bedingungen statt. Für die Synthese der 

Bibliothek wurde trockenes 1,2-Dichlorethan verwendet. Das Amin (5 µM) 

wurde in einem Verhältnis von 1:2 zum Triethylamin (10 µM) eingesetzt. Das 

Trifluormethansulfonsäureanhydrid (25 µM) wurde in einem Überschuss von 

5 Äquivalenten langsam dazugegeben. Bei einer Temperatur von 2 °C wurde 

für acht Stunden geschüttelt. Die Analytik der Rohprodukte wurde per LC/MS 

mit UV/VIS-Detektor bei 254 nm durchgeführt. 

 

Tabelle 16: Statistik zur roboterunterstützten Synthese einer Bibliothek 

Kein 

Produkt 
Produkt  Total 

 Reinheit (via LC/MS, 254 nm)   

 < 30 % 30-59 % > 60 %   

377 88 191 208 487 864 

44 % 10 % 22 % 24 % 56 %  

 

Die Statistik der roboterunterstützen Synthese der Verbindungsbibliothek ist in 

Tabelle 16 dargestellt. Fast die Hälfte der Verbindungen (44 %) zeigte keine 

Umsetzung zum Produkt. Die LC/MS-Analytik zeigte überwiegend das 

Ausgangsprodukt. 10 % zeigten das gewünschte Produkt mit einer Reinheit von 

weniger als 30 %. 191 Verbindungen (= 22 % der Verbindungen) besaßen eine 

Reinheit von 30-59 %. Nur 24 % der Produkte konnten mit einer Reinheit von 

über 60 % gebildet werden und kamen somit für eine weitere Validierung im 

Enzymassay gegenüber SHP-2 in Frage.  
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5.5.2 Enzymassay und Hitidentifizierung 

Die synthetisierte Verbindungsbibliothek wurde ohne vorherige Reinigung in 

den vier Konzentrationen 500 µM, 300 µM, 100 µM und 10  µM mit dem Enzym 

SHP-2 untersucht. Mit Hilfe eines DiFMUP-Assays wurden die Enzymaktivitäten 

bestimmt. Es wurden 12 Substanzen identifiziert, die bei einer Konzentration 

der Testverbindung von 100 µM zwischen 0 und 45 % die Enzymaktivität 

hemmen (Tabelle 17).  

 

Tabelle 17: Übersicht der gefunden Verbindungen bei SHP-2 

Bezeichnung Struktur 
SHP-2 

(Aktivität in %) a 

117  

O2N O

HN
S

O

O CF3

 

0  

118 N

N N

N

F3C

O

H
NS

O

O
F3C

 

25  

119 
N

NN

N

HN S
O

O
CF3

 

45  

120 
S

H
N

O

O

O

S
O

O
CF3

 

14  

121 
NN

O

N
H

S
O

O

CF3

 

34  

122 

N
O

HN
Cl

S
O

O

CF3  

43  

123 

 
N

N N

N
H
N

OH
S
O

O
CF3

 

45  
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124 N
S

N

N
HNO

S
O

O CF3

 

12  

125 N

N

N
N S N

H

S
O

O
CF3

 

0  

126 

NO2

N

N
O

N

HNS
O

O
F3C

 

14  

127 N
N

N

S

O
N
H

S
O

O
CF3

 

27  

128 N

N NHS

N
H

S
O

O
CF3

 
31  

a: Enzymaktivität bei einer Konzentration von 100 µM der Testverbindung im 
 DiFMUP-Assay 
 

Für die Validierung der gemessenen Aktivitätswerte wurden die drei 

Verbindungen 117, 118 und 122 aufgrund der Verfügbarkeit der Edukte 

ausgewählt und im kleinen Maßstab chemisch dargestellt. Die Produkte 

konnten mit einer Ausbeute von 19-81 % isoliert werden. Die synthetisierten 

Verbindungen wurden ebenfalls in einem DiFMUP-Assay mit dem Enzym 

SHP-2 getestet (Tabelle 18). 

 

Tabelle 18: IC50-Werte der synthetisierten Verbindungen bei SHP-2 

Bezeichnung Struktur 
IC50-Wertb 

SHP-2 [µM] 

117_isoliert  

O2N O

HN
S

O

O CF3

 

86  

129 
O2N O

NH2

 

>  1000  
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118_isoliert N

N N

N

F3C

O

H
N

S
O

O

F3C

 

~ 500  

130 N

N N

N

F3C

O

H2N

 

100  

122_isoliert 

Cl
O
N

HN
S

O
O CF3  

542  

131 
Cl

O
N

H2N  

nicht getestet 

   b: Bestimmung der IC50-Werte im DiFMUP-Assay 
 

Mit Hilfe der synthetisierten Substanzbibliothek von Verbindungen mit einem 

Trifluormethylsulfonamido-Rest konnte durch Validierung der Hit 117_isoliert  

mit einem IC50-Wert von 86 µM identifiziert werden. Das entsprechende Amin 

ist nicht aktiv im Enzymassay. Die Verbindung 118_isoliert  besitzt einen 

IC50-Wert von 500 µM und das entsprechende Amin 130 einen von 100 µM. Die 

Verbindung 122_isoliert zeigt ebenfalls in diesem Bereich eine moderate 

Hemmung von 542 µM. 

Das Dockingexperiment mit der Verbindung 117_isoliert  zeigt diese 

Verbindung mit dem pTyr-Mimetikum in der katalytischen Tasche von SHP-2 

(Abb. 88). 
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Abb. 88: Farbkodierte Darstellung des molekularen elektrostatischen Potentials von SHP-2 (3b7O) 

mit Verbindung 117_isoliert 

 

Bei dieser Darstellung des Dockingexperimentes erkennt man eine 

Wechselwirkung zwischen einem Sauerstoffatom der CF3SO2NH-Gruppe mit 

dem Alanin 461 und zwei Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem 

Sauerstoffatom der Nitrogruppe. 

Mit Hilfe einer roboterunterstützten Synthese wurde die gesamte Aminbibliothek 

mit Trifluormethansulfonsäureanhydrid unter basischen Bedingungen 

umgesetzt. Durch LC/MS-Analytik wurde bei 56 % der Reaktionen das 

gewünschte Produkt detektiert. Allerdings besaß nur ein Viertel der Produkte 

eine Reinheit über 60 %. Anschließend wurde diese neue Substanzbibliothek 

gegen die Protein-Tyrosin-Phosphatasen SHP-2 getestet. Dabei wurden für 

SHP-2 12 Verbindungen identifiziert, von denen drei Substanzen synthetisiert 

und validiert wurden. 

Die Verbindung 117_isoliert  besitzt einen IC50-Wert von 86 µM. Diese 

Verbindung stellt einen guten Ansatzpunkt für weitere chemische Optimierung 

dar, die zu einem potenten PTP-Inhibitor führen können. Zusätzlich wurde ein 

weiteres Amin 130 identifiziert, das ohne einen Trifluormethylsulfonamido-Rest 

einen IC50-Wert von 100 µM hat. 
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5.5.3 Einbau des Triflats in Peptidsequenzen 

Zur weiteren Untersuchung der Trifluormethylsulfonamido-Gruppe als 

pTyr-Mimetikum, wurde ein peptischer Baustein, basierend auf Phenylalanin, 

mit der entsprechenden Gruppe synthetisiert, um ihn in eine bekannte 

Peptidsequenz einzubauen (Abb. 89). Diese kommerziell erwebliche Sequenz 

H-EFpTyrAEAVGRSPPDPAK wird als SHP-1/SHP-2 Substrat bei Enzo® Life 

Sciences verkauft. Die Sequenz wurde durch Phagendisplay-Experimente 

identifiziert [120]. Jedoch gibt es keine veröffentlichten Aktivitätsdaten zu diesen 

Peptiden. 
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Abb. 89: Darstellung des Peptisbausteins 134 

 

Für die Synthese des pTyr-Derivates wurde das Fmoc-geschützte 4-Nitro-L-

phenylalanin 132 mit Zinnchlorid in der Mikrowelle reduziert. Anschließend 

wurde das freie Amin mit Trifluormethansulfonsäureanhydrid unter basischen 

Bedingungen umgesetzt. Der synthetisierte Baustein 134 wurde in die zur 

Verfügung gestellte Sequenz von Stefan Wagner (AG Rademann, FMP)  mittels 

Festphasensynthese eingebaut. Anschließend folgte noch eine Kupplung mit 

Phenylalanin und schließlich mit Glutaminsäure. Zur Kontrolle wurde die 

analoge Sequenz mit dem 4-Nitro-L-phenylalanin 132, anstelle des 

pTyr-Mimetikums synthetisiert. Die beiden verwendeten Bausteine und die 

jeweilige Peptidsequenz wurden im DiFMUP-Assay gegenüber SHP-2 getestet 

(Tabelle 19). 
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Tabelle 19: Übersicht über die zwei synthetisierten Peptidsequenzen 134 und 135 

Bezeichnung Struktur 
IC50-Wert b 

[µM] 

132 FmocPhe(4-NO2)-OH 201  

134 FmocPhe(4-NHSO2CF3)-OH 40  

135 Ac-EF-4-NO2-FAEAVGRSPPDPAK >  1000  

136 Ac-EFpTyrM AEAVGRSPPDPAK ~ 1000  

   b: Bestimmung der IC50-Werte im DiFMUP-Assay 
 

Die inhibitorische Aktivität der beiden Peptidsequenzen im Enzymassay sind 

sehr gering. Die Sequenz 136 besitzt einen IC50-Wert von nur 1000 µM, die 

Sequenz 135 zeigt keine inhibitorische Aktivität in diesem Bereich. Beide 

Phenylalanin-basierten Bausteine zeigen IC50-Werte im mikromolaren Bereich, 

die Verbindung 132 hemmt mit 201 µM und 134 mit 40 µM. 

Die Verbindung 134 wurde in einem Dockingexperiment mit der Kristallstruktur 

von SHP-2 untersucht (Abb. 90). Die Trifluormethylsulfonamido-Gruppe 

repräsentiert auch hier das pTyr-Mimetikum und interagiert mit Serin 460 und 

Alanin 461. 

 

 
Abb. 90: Farbkodierte Darstellung des molekularen elektrostatischen Potentials von SHP-2 (3b7O) 

mit Verbindung 134 
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Da für die untersuchte Sequenz des SHP-2-Substrates Vergleichswerte fehlen, 

kann keine Aussage über die Verwendung der Verbindung 134 in einer 

Peptidsequenz getroffen werden. Allerdings weist der IC50-Wert von 40 µM auf 

ein geeignetes Potential hin. 

Zur weiteren Untersuchung sollte der Baustein in bekannte und validierte 

Sequenzen eingesetzt werden. Für diese Experimente könnten sich die 

Sequenzen Ac-DADE-X-L-NH2 und Ac-ELEF-X-MDYE-NH2 eignen, wobei X 

das pTyr-Mimetikum darstellt (Tabelle 20) [61] [121] [122]. 

 

Tabelle 20: Übersicht über publizierte Peptidsequenzen 

Bezeichnung Peptidsequenz 
PTP1B 

K i [µM] 

137 Ac-DADE-F2Pmp -L-NH2 0,026 

138 Ac-ELEF-F2Smp -MDYE-NH2 0,36 

 

Eine weitere Variante zur Validierung der Verbindung 134 ist der Einbau in die 

Peptidsequenz von Gab1, Ac-PGNT-X-QIPRTF-NH2 139, mit anschließendem 

Enzymassay (Angabe Screening Unit, Dr. Jens von Kries). 

 

5.6 Zusammenfassung  

Der fehlende adäquate Ersatz von pTyr in Leitstrukturen bei der 

Inhibitorentwicklung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen stellt gegenwärtig 

immer noch einen limitierenden Faktor dar. Aufgrund der Anforderungen, wie 

Zellpermeabilität und Bioverfügbarkeit, sollten potentielle pTyr-Mimetika 

idealerweise ungeladene Strukturen sein, die trotzdem eine starke 

Wechselwirkung mit der positiv geladenen Aktivtasche der Phosphatasen 

besitzen. 

Durch Untersuchungen der in dieser Arbeit synthetisierten Fragmentbibliothek 

gegenüber der gewählten Modell-Phosphatase MptpA konnte ein zyklisches 

Fragment, die Verbindung 78, mit einem IC50-Wert von 857 µM identifiziert 

werden. Weiterhin konnten bei den terminalen, potentiellen pTyr-Mimetika, die 

Verbindungen 84 und 92 mit einer Trifluormethylsulfonamid- bzw. 

Trifluormethylacylsulfonamidgruppe gefunden werden, die einen IC50-Wert von 
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534 µM bzw. 352 µM besitzen. Ferner stellen die Verbindungen 91 und 93 mit 

einer moderaten Aktivität von 824 µM und 765 µM ebenfalls einen guten 

Startpunkt für weitere Inhibitorentwicklungen dar. Somit konnten fünf Fragmente 

identifiziert werden, die eine moderate Aktivität gegen MptpA zeigen und sich 

als geeignete Startpunkte zur Optimierung für potentielle pTyr-Mimetika 

auszeichnen. 

Die begleitenden Dockingexperimente mit der Kristallstruktur von MptpA 

unterstützen die Aussage, dass die Trifluormethylsulfonamid- und die 

Trifluormethylacylsulfonamidgruppe zahlreiche und wichtige Wechsel-

wirkungen des pTyr-Mimetikums mit der Tasche ausbilden, die vergleichbar mit 

dem natürlichen Substrat pTyr oder bekannten und potenten Mimetika sind. 

Zusätzlich ermöglicht der einfache, synthetische Zugang dieser Reste eine 

schnelle Erweiterung des Moleküls, um zu untersuchen, welche Modifikation zu 

einer Optimierung der inhibitorischen Aktivität führen könnte. 

Aufgrund der einfachen Struktur mit vergleichsweise hoher Aktivität und 

leichtem synthetischen Zugang wurde die Verbindung 84 mit der 

Trifluormethylacylsulfonamidgruppe ausgewählt, um sie in weiteren 

Experimenten zu validieren. Der pKs-Wert des entsprechenden Aldehydes 103 

wurde in einem Titrationsexperiment als schwache Säure mit einem Wert von 

7,2 bestimmt. Der Caco-2-Assay ergab einen Wert von Papp= 24,5 (10-6 cm/s), 

der einer moderaten Membranpermeabilität entspricht. Diese Ergebnisse 

belegen, dass dieses Fragment 103 aufgrund seiner untersuchten 

Eigenschaften ein geeigneter Kandidat für den Einsatz in der Entwicklung von 

pTyr in PTP-Inhibitoren ist, z.B. für den Einsatz in einem dynamischen 

Ligationsassay. 

Danach wurde der Fokus der Arbeit auf Komponenten gelegt, die zur 

Erweiterung eines pTyr-Mimetikums geeignet sein könnten. Dafür wurde eine 

Bibliothek von Aminen gegenüber den Phosphatasen MptpA, SHP-2 und SHP-1 

untersucht und miteinander verglichen. Die dadurch identifizierten 13 Amine 

besitzen IC50-Werte im niedrigen mikromolaren Bereich von 4-19 µM. Aufgrund 

der Aminfunktionalität stellen sie geeignete Kandidaten für die weitere 

Inhibitorentwicklung dar, da sie in einer einfachen chemischen 

Kupplungsreaktion mit einem potenten pTyr-Mimetikum Verbindungen ergeben, 

die in einem Enzymassay validiert werden können. 
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Basierend auf den in dieser Arbeit demonstrierten positiven Eigenschaften der 

Trifluormethylacylsulfonamidgruppe und dem einfachen synthetischen Zugang 

ausgehend von einem Amin, wurde die bestehende Aminbibliothek mit 

roboterunterstützter Synthese umgewandelt und im Anschluss gegenüber 

SHP-2 im Enzymassay auf die inhibitorische Aktivität getestet. Mit Hilfe dieser 

Methode konnten drei Verbindungen, 117_ isoliert mit einem IC50-Wert von 86 

µM, 118_isoliert  und 122_isoliert  mit IC50-Werten im Bereich von 500 µM 

identifiziert werden. Diese drei Strukturen könnten die Basis für eine 

Leitstrukturoptimierung für die Entwicklung neuer, potenter SHP-2-Inhibitoren 

darstellen. 

Um die Trifluormethylacylsulfonamidgruppe weiter zu validieren wurde die 

Struktureinheit in einen analogen Aminosäurebaustein umgewandelt, um ihn in 

eine Peptidsequenz mittels Festphasensynthese einzubauen. Die getestete 

Sequenz 136 mit dem analogen pTyr-Baustein 134 zeigte einen inhibitorischen 

Aktivitätswert von 1 mM, jedoch zeigt der Aminosäurebaustein 134 alleine eine 

Hemmung von 40 µM. Folglich sollte der Einsatz dieses Bausteines in einer 

bekannten und potenten Peptidsequenz ein besseres Resultat zeigen. 

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass durch die Verwendung verschiedener 

Methoden, neue Ansatzpunkte für Inhibitorentwicklung für Protein-Tyrosin-

Phosphatasen identifiziert worden sind, die noch validiert werden müssen. 
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6 EXPERIMENTELLER TEIL  

6.1 Materialien und Methoden 

6.1.1 Chemikalien und Lösungsmittel 

Die verwendeten Lösungsmittel, Chemikalien, Reagenzien und Harze wurden 

von den Firmen Novabiochem, ABCR, Fluka, Merck, Riedel de Haen, 

Lancaster, Acros Organics, Sigma-Aldrich, Fisher Scientific und VWR bezogen 

und wurden ohne weitere Reinigung verwendet, wasserfreie Lösungsmittel 

(puriss. absolute) (H2O ≤ 0.005 %, über Molekularsieb) von Fluka. 

Die Lösungsmittel für die HPLC wie Acetonitril und Methanol (HPLC Gradient 

Grade) wurden von Fisher Scientific verwendet. Wasser für die HPLC wurde mit 

einer Millipore Milli-Q® Biocel A10 Anlage aufbereitet.  

Deuterierte Lösungsmittel für NMR Messungen wurden von Deutero GmbH und 

Euriso-Top GmbH verwendet. 

Die in dieser Arbeit verwendete Aminbibliothek besteht aus 886 Verbindungen 

und wurde von ChemDiv Inc., USA, bezogen. 

Die verwendeten Molekülbausteine für Synthesen und Screenings wie 

Hydrazine und Amine sind von ChemBridge Corporation, USA, ACB Blocks 

Ltd., Russland, Chemcube UG, Deutschland und Unichem Corp., Russland. 

Experimente mit wasserempfindlichen Substanzen wurden in im Vakuum 

ausgeheizten und mit Stickstoff befüllten Schlenk-Gefäßen durchgeführt.  

 

6.1.2 Analytische Methoden und Geräte 

6.1.2.1 Dünnschichtchromatographie 

Für die Dünnschichtchromatographie wurden Silicagel Aluminiumplatten 60 F254 

von Merck verwendet. Die Detektion erfolgte mittels einer UV-Lampe bei 

254 nm. 

6.1.2.2 Kernmagnetische Resonanzspektroskopie 

Die Aufnahme der 1H- und 13C-NMR- Spektren erfolgte standardmäßig mit dem 

Gerät Bruker AV 300. Die 1H-Messungen fanden bei 300 MHz und die 13C-

Messungen bei 75 MHz 1H-Breitbandentkoppelt statt. Die Spektren wurden bei 
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einer Temperatur von 300 K aufgenommen. Als Lösungsmittel wurde CDCl3 

oder d6-DMSO verwendet. Die chemische Verschiebung ist in ppm relativ zum 

jeweiligen Lösungsmittel oder TMS als internen Standart angegeben. Die 

Kopplungskonstante in Hertz (Hz) und die Signalmultiplizitäten sind wie folgt 

abgekürzt: s: Singulett, d: Dublett, t: Triplett, m: Multiplett.  

Prozessierung und Auswertung erfolgte mit dem Programm ACD/2D NMR 

(Version 5.07, ACDLabs, Kanada). 

6.1.2.3 LC/MS-Messungen 

Die Standardanalysen wurden mit einem LC-Gerät der Firma Agilent 

Technologies der 1100-Serie durchgeführt. Ausgestattet ist dieses Gerät mit 

einem Diodenarray-Detektor (DAD) gekoppelt mit einem Single-Quadrupole 

Massenspektrometer mit Elektrospray-Ionisation (ESI). Als Säulen wurden eine 

Macherey-Nagel EC C-18ec 30 x 2 mm mit 100 Å Porengröße und 3 µm 

Partikelgröße und eine Macherey-Nagel EC C-18ec 250 x 4 mm mit 100 Å 

Porengröße und 5 µm Partikelgröße verwendet. Als Elutionsmittel diente ein 

Gemisch aus Wasser mit 0,1 % Ameisensäure und entweder Methanol oder 

Acetonitril, jeweils mit 0,1 % Ameisensäure.  

Bei den Messungen wurden die Wellenlängen 254 nm, 450 nm, 230 nm und 

280 nm detektiert. Es wurde in der Regel eine Gradientenmethode von 5-99 % 

Acetonitril verwendet. Die Daten wurden mit Hilfe des Programmes von Agilent 

LC/MSD ChemStation B.03.02 analysiert und bearbeitet. 

6.1.2.4 Hochauflösendes Massenspektrometer 

Hochauflgelöste Massen wurden mit einem Accurate Mass Time-of-Flight-

(ToF)-Massenspektrometer 6220 der Firma Agilent Technologies mit einer LC 

der 1200er Serie und DAD verwendet. Die Chromatographie erfolgte über eine 

Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 Rapid Resolution HT 50 x 4,6 mm mit 1,8 µm 

Partikelgröße. Als Elutionsmittel diente ein Gemisch aus Wasser mit 0,1 % 

Ameisensäure und entweder Methanol oder Acetonitril, jeweils mit 0,1 % 

Ameisensäure.  

6.1.2.5 Präparative HPLC 

Reinigungen mittels präparativer HPLC wurden an einer Anlage der 1100er 

Serie der Firma Agilent Technologies durchgeführt. Die Detektion erfolgte über 
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einen Multiwellenlängen-Detektor (MWD). Die verwendeten Elutionsmittel 

waren Wasser und Acetonitril mit jeweils 0,1 % Trifluoressigsäure. Als Säule 

wurde eine VarioPrep C-18ec 250 x 21 mm mit 100 Å Porengröße und 7 µm 

Partikelgröße und eine VarioPrep C-18ec 125 x 32 mm mit 100 Å Porengröße 

und 7 µM Partikelgröße, beide Säulen von der Firma Macherey-Nagel, 

eingesetzt. Die jeweiligen Methoden mit entsprechendem Gradienten wurden 

aufgrund der LC/MS-Analytik der zu reinigenden Verbindung angepasst. 

6.1.2.6 Bestimmung der Reinheiten 

Die Reinheiten der Verbindungen wurden mittels LC/MS-Analytik bestimmt. 

6.1.2.7 Bestimmung der Schmelzpunkte 

Die Schmelzpunkte der Verbindungen wurden mit dem Gerät B-545 von Büchi 

bestimmt. 

6.1.2.8 Mikrowellenunterstützte Synthese 

Mikrowellenunterstützte Synthese wurde unter Verwendung des Gerätes 

SmithSynthesizer™ der Firma Biotage (Upsala, Schweden) durchgeführt. Die 

Reaktionen erfolgten in druckstabilen Reaktionsgefäßen verschlossen mit 

Septen in einem Volumen von 0,5-5 ml. Das verwendete Magnetron besitzt eine 

Leistung von 15-300 W und erzeugt die Mikrowellenstrahlung bei einer 

Frequenz von 2,45 GHz. Druckluft am Ende der Reaktion führt zu einem 

rapiden Abkühlen der Gefäße.  

6.1.2.9 Roboterunterstützte Synthese einer Verbindungsbibliothek  

Für die roboterunterstützte Synthese einer Verbindungsbibliothek wurde der 

Roboter SOPHAS® GXXL von der Firma Zinsser Analytic, Deutschland 

verwendet. 

6.1.2.10 Festphasensynthese 

Reaktionen auf der Festphase wurden in 10 ml Spritzen aus Polypropylen 

(Roland Vetter Laborbedarf OHG) durchgeführt. 

6.1.2.11 Software zur Durchführung bzw.  Darstellung von Dockingexperimenten 

Die Dockingexperimente von Verbindungen mit Kristallstrukturen aus der 

RCSB-Proteindatenbank wurden von Dr. Michael Lisurek (AG Kühne, FMP) mit 
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dem Programm Sybel® (Version 8.1, Tripos L.P., USA) durchgeführt. Für die 

Darstellung der Dockingergebnisse und der Kristallstrukturen der verschieden 

Protein-Tyrosin-Phosphatasen wurden die Programme MOE (Molecular 

Operating Environment, Version 2006.08, Chemical Computing Group Inc., 

Kanada) und Pymol™ (Freeware, Version 0.99 rc6, DeLano Scientific LLC, 

USA) verwendet. 

 

6.2 Synthesen 

6.2.1 Synthese der SHP-2-Inhibitoren 

6.2.1.1 Darstellung der Ketophosphoranylide 3 

Prozedur IA:  Methyl(triphenylphosphoranyliden)-acetat 2 (1 eq, 1,5 mmol) wird 

in trockenem DCM vorgelegt. Eine Mischung aus der jeweiligen Carbonsäure 

(1,2 eq, 1,8 mmol), MSNT (1,2 eq, 1,8 mmol) und Lutidin (1,4 eq, 1,7 mmol) in 

trockenem DCM wird hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird für 16 h bei 

RT gerührt. Anschließend wird mit H2O gequencht. Die beiden Phasen werden 

getrennt und die wässrige Phase zweimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet, gefiltert und im Vakuum 

eingeengt. Das Rohprodukt wird säulenchromatographisch über Silicagel 

gereinigt.  

 

Prozedur IB:  Methyl(triphenylphosphoranyliden)-acetat 2 (1 eq, 1,5 mmol) wird 

in trockenem DCM vorgelegt. Eine Mischung aus dem jeweiligen 

Carbonsäurechlorid (1,2 eq, 1,8 mmol) und Lutidin (1,4 eq, 1,7 mmol) in 

trockenem DCM wird hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird für 16 h bei 

RT gerührt. Anschließend wird mit H2O gequencht. Die beiden Phasen werden 

getrennt und die wässrige Phase zweimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet, gefiltert und im Vakuum 

eingeengt. Das Rohprodukt wird säulenchromatographisch über Silicagel 

gereinigt.  
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Methyl-3-(4-nitrophenyl)-3-oxo-2-(triphenyl- λ
5-phosphanyliden)-propanoat 

3a 

O

O
PPh3

O

O2N

 

 

Verbindung 3a wird unter Verwendung der Prozedur IA mit 4-Nitrobenzoesäure 

dargestellt (Chromatographie: Ethylacetat/Hexan (80:20, v/v)). 

Ausbeute: 610 mg (84 %) als gelber Feststoff, Reinheit > 99 % 

C28H22NO5P, M = 483,45 g/mol 

mp 206-208 °C 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 8,20 (d, J = 10 Hz, 2H, NO2-Ph), 7,78-

7,48 (m, 17H, NO2-Ph, PPh3), 3,10 (s, 3H, Me). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 190,8 (d, JC-P = 5 Hz), 167,6 (d, JC-P = 

13 Hz), 149,2 (d, JC-P = 9 Hz), 148,0, 133,4, 133,3, 132,3, 128,9, 128,7, 128,6, 

125,8, 124,6, 122,8, 49,9 (d, JC-P = 1 Hz), 45,5. 

MS (ESI): ber. [m/z] 484,5 [M+H]+, gef. [m/z] 484,2 [M+H]+ 

 

Methyl-3-(3-nitrophenyl)-3-oxo-2-(triphenyl- λ
5-phosphanyliden)-propanoat 

3b 

O

O
PPh3

O
O2N

 

 

Verbindung 3b wird unter Verwendung der Prozedur IA mit 3-Nitrobenzoesäure 

dargestellt (Chromatographie: Ethylacetat/Hexan (80:20, v/v)). 

Ausbeute: 660 mg (91 %) als gelber Feststoff, Reinheit > 99 % 

C28H22NO5P, M = 483,45 g/mol 

mp 149-151 °C 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 8,20 (d, J = 10 Hz, 2H, NO2-Ph), 7,78-

7,48 (m, 17H, NO2-Ph, PPh3), 3,10 (s, 3H, Me). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 190,3 (d, JC-P = 5 Hz), 167,6 (d, JC-P = 

14 Hz), 147,4, 144,5 (d, JC-P = 9 Hz), 134,2, 133,4, 133,3, 132,2, 128,8, 128,7, 

128,2, 126,0, 124,7, 124,0, 123,5, 49,8 (d, JC-P = 1 Hz).  

MS (ESI): ber. [m/z] 484,5 [M+H]+, gef. [m/z] 484,2 [M+H]+ 



EXPERIMENTELLER TEIL 
 

 

126

Methyl-3-(4-chlorphenyl)-3-oxo-2-(triphenyl- λ
5-phosphanyliden)-propanoat 

3c 

O

O
PPh3

O

Cl

 

 

Verbindung 3c wird unter Verwendung der Prozedur IA mit 

4-Chlorbenzoesäure dargestellt (Chromatographie: Ethylacetat/Hexan (40:60, 

v/v)). 

Ausbeute: 350 mg (50 %) als farbloser Feststoff, Reinheit > 99 % 

C28H22ClO3P, M = 472,90 g/mol 

mp 131-132 °C 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 7,75-7,37 (m, 19H, Cl-Ph, PPh3), 2,96 

(s, 3H, Me). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 190,4 (d, JC-P = 6 Hz), 166,5 (d, JC-P = 

14 Hz), 141,6 (d, JC-P = 10 Hz), 133,8, 132,9, 132,8, 132,1, 131,1, 129,9, 128,9, 

128,7, 127,1, 126,0, 124,8, 49,2 (d, JC-P = 2 Hz). 

MS (ESI): ber. [m/z] 473,9 [M+H]+, gef. [m/z] 473,3 [M+H]+   

 

Methyl-3-(4-(trifluormethyl)phenyl)-3-oxo-2-(triphe nyl-λ5-phosphanyliden)-

propanoat 3d 

PPh3

O

OO

F3C

 

 

Verbindung 3d wird unter Verwendung der Prozedur IA mit 4-Trifluormethyl-

benzoesäure dargestellt (Chromatographie: Ethylacetat/Hexan (67:33, v/v)).  

Ausbeute: 522.5 mg (69%) als gelber Feststoff, Reinheit > 99 % 

C29H22F3O3P, M = 506,45 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 7,8-7,44 (m, 19H, CF3-Ph, PPh3), 3,11 (s, 

3H, Me). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 191,7 (d, JC-P = 5 Hz), 167,7 (d, JC-P = 

14 Hz), 143,6, 133,4, 133,3, 132,1, 130,7, 128,8, 128,6, 128,3, 126,2, 125,0, 

124,4, 124,3, 49,8 (d, JC-P = 1 Hz). 

MS (ESI): ber. [m/z] 507,5 [M+H]+, gef. [m/z] 507,3 [M+H]+ 
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Methyl-3-(4-fluorsulfonylphenyl)-3-oxo -2-(triphenyl- λ5-phosphanyliden)-

propanoat 3e  

PPh3

O

OO

S
O

OF

 
 

Verbindung 3e wird unter Verwendung der Prozedur IB mit 

4-Fluorosulfonylbenzoylchlorid dargestellt.  
Ausbeute: 469 mg (60%) als farbloser Feststoff, Reinheit > 90 % 

C28H22FO5PS, M = 520,51 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 8,00-7,46 (m, 19H, FSO2-Ph, PPh3),  

3,10 (s, 3H, Me). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 190,6 (d, JC-P = 6 Hz), 167,6 (d, JC-P = 

13 Hz), 150,4 (d, JC-P = 9 Hz), 135,0, 134,1, 134,0, 133,4, 133,3, 132,3, 132,2, 

130,3, 130,1, 128,9, 128,8, 128,7, 127,7, 125,8, 124,5, 118,9, 117,7, 49,8 (d, 

JC-P = 1 Hz). 

MS (ESI): ber. [m/z] 521,5 [M+H]+, gef. [m/z] 521,3 [M+H]+ 

 

Methyl-3-(4-aminosulfonylphenyl)-3-oxo-2-(triphenyl -λ5-phosphanyliden)-

propanoat 3f  

O

O O

PPh3
S

O

O

H2N

 
 

3f wurde unter Verwendung von 3-(4-Chlorosulfonylphenyl)-3-oxo-2-(triphenyl- 

λ 5-phosphanyliden)-propionat in trockenem THF und NH3/EtOH (2M) 

dargestellt [123]. Die Reaktionsmischung wurde bei RT 1 h gerührt. Aufgrund 

der geringen Ansatzmenge wurde das Rohprodukt ohne weitere Reinigung 

verwendet.  

Ausbeute: 45,3 mg (Rohprodukt) als farbloser Feststoff, Reinheit 89 % 

C28H24NO5PS, M = 517,53 g/mol 

MS (ESI): ber. [m/z] 518,1 [M+H]+, gef. [m/z] 518,2  [M+H]+ 

 



EXPERIMENTELLER TEIL 
 

 

128

6.2.1.2 Darstellung der 2,3-Diketoester 

Synthese von Dimethyldioxiran 

In einen 250-ml-Dreihalskolben mit kräftigem Magnetrührkern gibt man eine 

Mischung aus dest. H2O (60 ml), Aceton (39 ml, 531 mmol), NaHCO3 (36 g, 143 

mmol). Anschließend wird das Tripelsalz Oxon (75 g, 123 mmol) dazugegeben. 

Die Apparatur wird an ein Vakuumgerät mit 240 mbar angeschlossen und mit 

einem Aceton/Trockeneis-Gemisch gekühlt (-78 °C). E s wird für 30 min 

destilliert. Pro Kolben werden ca. 30 ml DMDO in Aceton (entspricht 3,6 mmol) 

erhalten. 

 

Prozedur II : Zu einer Lösung aus dem Edukt 3a-3e (1 eq) in DCM wird 

Dimethyldioxiran (3 eq) gegeben. Die Reaktionsmischung wird bei RT 1 h 

gerührt, dabei tritt eine Entfärbung der Reaktionsmischung auf. Anschließend 

wird die Lösung im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt wird 

säulenchromatographisch über Silicagel gereinigt. 

 

Methyl-3-(4-nitrophenyl)-2,3-dioxopropanoat Hydrat 4a  

O

O

O

O2N
O . H2O

 

 

Verbindung 4a wird unter Verwendung von Prozedur II  dargestellt 

(Chromatographie: Ethylacetat/Hexan (40:60, v/v)). 

Ausbeute: 250 mg (86 %) als gelber Feststoff, Reinheit > 99 % 

C10H7NO6, M = 237,17 (+ 18,02) g/mol 

mp 110-112 °C 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 8,35-8,23 (m, 4H, arom.), 3,65 (s, 3H, 

Me). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 193,0, 169,8, 149,9, 137,8, 130,9, 

123,6, 94,7, 52,5. 

MS (ESI): ber. [m/z] 238,2 [M+H]+, gef. [m/z] 238,1 [M+H]+ 
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Methyl-3-(3-nitrophenyl)-2,3-dioxopropanoat Hydrat 4b 

O

O

O
O2N

. H2OO

 

 

Verbindung 4b wird unter Verwendung von Prozedur II  dargestellt 

(Chromatographie: Ethylacetat/Hexan (50:50, v/v)). 

Ausbeute: 170 mg (90 %) als farbloser Feststoff, Reinheit > 99 % 

C10H7NO6, M = 237,17 (+ 18,02) g/mol 

mp 80-82 °C 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 8,85 (s, 1H, arom.), 8,49-8,40 (m, 2H, 

arom.), 7,86-7,80 (m, 1H, arom.), 3,66 (s, 3H, Me). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 192,2, 169,8, 147,7, 135,6, 133,9, 

130,4, 127,8, 124,2, 94,8, 52,5; 

MS (ESI): ber. [m/z] 238,2 [M+H]+, gef. [m/z] 238,2 [M+H]+ 

 

Methyl-3-(4-chlorphenyl)-2,3-dioxopropanoat Hydrat 4c  

O

O

O

Cl
O .H2O

 

 

Verbindung 4c wird unter Verwendung von Prozedur II  dargestellt 

(Chromatographie: Ethylacetat/Hexan (30:70, v/v)). 

Ausbeute: 120 mg (94 %) als farbloser Feststoff, Reinheit > 99 % 

C10H7ClO4, M = 226,61 (+ 18,02) g/mol 

mp 92-94 °C 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 8,05-7,57 (m, 4H, arom.), 3,62 (s, 3H, 

Me). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 192,6, 170,1, 138,5, 131,5, 128,7, 

94,4, 52,4.  

MS (ESI): ber. [m/z] 227,6 [M+H]+, gef. [m/z] 227,1 [M+H]+   
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Methyl-3-[4-(trifluormethyl)phenyl]-2,3-dioxopropan oat Hydrat 4d 

O

OO

F3C
O .H2O

 

 

Verbindung 4d wird unter Verwendung von Prozedur II  dargestellt 

(Chromatographie: Ethylacetat/Hexan (67:33, v/v)). 

Ausbeute: 55.3 mg (quantitativ) als gelber Feststoff, Reinheit > 99 % 

C11H7F3O4, M = 260,17 (+ 18,02) g/mol 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 8,20-8,17 (d, J = 9 Hz, 2H, arom.), 7,75-

7,72 (d, J = 9 Hz, 2H, arom.), 3,75 (s, 3H, Me), 1,55 (s, OH). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 190,8, 169,9, 130,5, 125,1, 121,5, 91,8, 

77,4, 77,0, 76,6. 

MS (ESI): ber. [m/z] 261,1 [M+H]+, gef. [m/z] 261,0 [M+H]+   

 

Methyl-3-[4-(fluorsulfonyl)phenyl]-2,3-dioxopropano at Hydrat 4e 

O

OO

S
O

O

F
O .H2O

 

 

Verbindung 4e wird unter Verwendung von Prozedur II  dargestellt 

(Chromatographie: Ethylacetat/Hexan (50:50, v/v)). 

Ausbeute: 181.7 mg (78%) als gelber Feststoff, Reinheit > 99 % 

C10H7FO6S, M = 274,22 (+ 18,02) g/mol 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 8,32-8,29 (d, J = 9 Hz, 2H, arom.), 8,13-

8,10 (d, J = 6 Hz, 2H, arom.), 3,76 (s, 3H, Me). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 190,6, 169,4, 136,9, 128,8, 92,2, 77,4, 

77,8, 58, 0, 54,1.  

MS (ESI): ber. [m/z] 275,2 [M+H]+, gef. [m/z] 275,0 [M+H]+ 
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Methyl-3-[4-(aminosulfonyl)phenyl]-2,3-dioxopropano at Hydrat 4f 

O

O O

S
O

O

H2N
O .H2O

 

 

Verbindung 4f wird unter Verwendung von Prozedur II  dargestellt 

(Chromatographie: Ethylacetat/Hexan (50:50, v/v)). 

Ausbeute: 33 mg (90 %) als gelbes Öl, Reinheit > 95 % 

C10H9NO6S, M = 271,25 (+ 18,02) g/mol 

MS (ESI): ber. [m/z] 270,0 [M-H]-, gef. [m/z] 269,8 [M-H]- 

 

6.2.1.3 Darstellung von 3-Aryl-4-Hydrazonopyrazol-5-one via 2-

Hydrazonderivate 

Prozedur III : Die entsprechende Tricarbonylverbindung 4a-4f (1 eq) wird in 

Ethanol gelöst. Anschließend wird HCl (1 % in Lösung, katalytisch) dazugetropft 

und mit 4-Hydrazinobenzolsulfonsäure Hemihydrat (1,2 eq) versetzt. Die 

Reaktionsmischung wird für 16 h bei 85 °C erhitzt. Nach vollständiger 

Umsetzung zum entsprechenden Hydrazonderivat (Analyse via LC/MS) wird 

das Rohprodukt mit dem entsprechenden Hydrazinderivat  (1,2 eq) versetzt. Die 

Reaktionsmischung wird für 16 h bei 85 °C erhitzt. Der entstehende 

Niederschlag wird abzentrifugiert und dreimal mit Ethanol und einmal mit Hexan 

gewaschen. Der Niederschlag wird am Hochvakuum getrocknet. 
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4-{(2Z)-2-[3-(4-Nitrophenyl)-5-oxo-1-phenyl-1,5-dihydro-4 H-pyrazol-4-

yliden]hydrazino}benzolsulfonsäure 1 PHPS1  

N N

N

O

NH

SO3H

O2N

 

 

Verbindung 4a wird gemäß Prozedur III  mit 4-Hydrazinobenzolsulfonsäure 

Hemihydrat umgesetzt. Anschließend wird Phenylhydrazin dazugegeben, um 

das Produkt 1 zu erhalten.  

Ausbeute: 213 mg (48 %) als oranger Feststoff, Reinheit 95 % 

C21H15N5O6S, M = 465,44 g/mol 

mp 340-342 °C 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 13,74 (s, 1H, NH), 8,49-8,40 (m, 4H, 

NO2-Ph), 8,06-8,03 (d, J = 9 Hz, 2H, SO3H-Ph), 7,74-7,64 (m, 4H, SO3H-Ph 

und Ph), 7,54-7,49 (m, 2H, Ph), 7,16-7,10 (m, 1H, Ph). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 146,4, 143,9, 136,0, 129,1, 128,1, 

127,0, 124,0, 120,5, 118,5, 116,4. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 464,067 [M-H]-, gef. [m/z] 464,0668 [M-H]- 

 

Verbindungen 4b-f  wurden gemäß Prozedur III  mit 

4-Hydrazinobenzolsulfonsäure Hemihydrat umgesetzt. Anschließend wird 

Phenylhydrazin dazugegeben, um die entsprechenden Produkte 5-9 zu 

erhalten. 

 

 

 

 

 

 

 



EXPERIMENTELLER TEIL 

 

133

Tabelle 21: Übersicht der Reste der Verbindungen 5-9 

Verbindung R1 R2 R3 

5 4b (-Ph-3-NO2) -Ph-4-SO3H -Ph 

6 4c (-Ph-4-Cl) -Ph-4-SO3H -Ph 

7 4d (-Ph-4-CF3) -Ph-4-SO3H -Ph 

8 4e(-Ph-4-SO2F) -Ph-4-SO3H -Ph 

9 4f (-Ph-4-SO2NH2) -Ph-4-SO3H -Ph 

 

Darstellung der Verbindungen (4 Z)-3-(4-Nitrophenyl)-1-phenyl-1 H-pyrazol-

4,5-dion-4-{[4-(trifluormethoxy)phenyl]hydrazon} 10  und (4 Z)-3-(4-

Nitrophenyl)-1-phenyl-1 H-pyrazol-4,5-dion-4-({4-[(trifluormethyl)sulfonyl] 

phenyl}hydrazon) 11 

N N

N NH

O

O2N

O
F3C

 
10 

C22H14F3N5O4 

M = 469,37 g/mol 

N N

N NH

O

O2N

S
CF3

O
O

 
11 

C22H14F3N5O5S 

M = 517,44 g/mol 

 

Verbindung 4a wird gemäß Prozedur III  mit 4-Hydrazinobenzolsulfonsäure 

Hemihydrat umgesetzt. Anschließend wird 4-Trifluormethoxyphenylhydrazin 

Hydrochlorid dazugegeben um das Produkt 10 zu erhalten bzw. 

[4-(Trifluormethyl)sulfonylphenyl)]hydrazin dazugegeben, um das Produkt 11 zu 

erhalten. 
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6.2.1.4 Synthese des Hydrazinderivates 16 

Boc-Schützung zur Darstellung von 4-[2- tert-Butoxycarbonyl)hydrazin] 

benzoesäure 13  

O

OH
HN
NH

O

O

 

 

4-Hydrazinbenzoesäure 12 wird in Dioxan gelöst und mit Na2CO3-Lösung (5 % 

in Wasser) unter Eiskühlung versetzt (1:2). Anschließend wird das Boc-

Anhydrid (1,2 eq) in Dioxan langsam dazugeben und für 16 h ohne Eisbad 

gerührt. Nachfolgend wird das Lösungsmittel im Vakuum eingeengt, der 

Rückstand in Wasser aufgenommen, mit HCl (konz.) vorsichtig angesäuert und 

mit Ethylacetat extrahiert. 

Ausbeute: 380 mg (92 %) als gelber Feststoff, Reinheit 90 % 

C12H16N2O4, M = 252,27 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 8,89 (s, 1H, NH), 8,20 (s, 1H, NH), 

7,73 (d, 2H, arom., J = 9 Hz), 6,65 (d, 2H, arom., J = 9 Hz), 1,40 (s, 9H, tert-

Butylgruppe). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 167,3, 155,6, 153,5, 130,9, 119,7, 

110, 5, 79,2, 28,1. 

MS (ESI): ber. [m/z] 253,1 [M+H]+, gef. [m/z] 253,0 [M+H]+ 

 

Amidkupplung zur Darstellung von tert-Butyl-2-[4-(morpholin-4-yl 

carbonyl)phenyl]hydrazincarboxylat 15 

O

N
HN
NH

O

O

O
 

 

Die Verbindung 13 wird in DCM gelöst, Morpholin 14 (1,1 eq) dazugegeben und 

anschließend EDC (1,1 eq) und DMAP (0,1 eq) versetzt. Es wird für 16 h bei RT 

gerührt, das Lösungsmittel im Vakuum eingeengt, der Rückstand in Wasser 

wieder aufgenommen und unter Eiskühlung mit HCl angesäuert. Das 

Rohprodukt wurde säulenchromatographisch über Silikagel mit 

Ethylacetat/Hexan (90:10, v/v) gereinigt. 
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Ausbeute: 134 mg (66 %) als hellgelbes Öl, Reinheit 96 % 

C16H23N3O4, M = 321,37 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 8,82 (s, 1H, Hydrazin), 7,92 (s, 1H, 

Hydrazin), 7,23 (d, 2H, arom., J = 8 Hz), 6,65 (d, 2H, arom., J = 8 Hz), 5,57-

3,47 (m, 8H, Morpholinrest), 1,40 (s, 9H, tert. Butylgruppe). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 170,6, 156,4, 150,6, 129,36, 127,5, 

112,4, 81,6, 67,2, 28,3. 

MS (ESI): ber. [m/z] 322,2 [M+H]+, gef. [m/z] 322,4 [M+H]+ 

 

Boc-Entschützung zur Darstellung von 4-(4-Hydrazinb enzoyl)morpholin 16 

O

N
HN

H2N

O  

 

Die Verbindung 15 wird in DCM mit TFA (6:1) gelöst. Die Reaktionsmischung 

wird für 16 h bei RT gerührt. Nach Untersuchung der vollständigen Umsetzung 

durch LC/MS-Analyse wird das Hydrazinderivat in DCM in der nächsten 

Reaktion aus Stabiltätsgründen in situ eingesetzt (zur Verbindung 18). 

C11H15N3O2, M = 221,26 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 7,36 (d, 2H, arom., J = 8 Hz), 6,85 (d, 

2H, arom., J = 8 Hz), 3,82-3,54 (m, 8H, Morpholinrest). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 170,1, 148,8, 129,5, 128,8, 114,0, 

67,1. 

MS (ESI): ber. [m/z] 222,1 [M+H]+, gef. [m/z] 222,1 [M+H]+ 
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Umsetzung mit Verbindung 17 zur Darstellung von 4-{ (2Z)-2-[1-[4-

(Morpholin-4-ylcarbonyl)phenyl]-3-(4-nitrophenyl)-5 -oxo-1,5-dihydro-4 H-

pyrazol-4-yliden]hydrazino}benzolsulfonsäure 18 

 

N N
O

N NH

S O
O

OH

O2N

N
O

O  

 

Verbindung 16 wurde mit dem Hydrazonderivat 17 umgesetzt, um Verbindung 

18 darzustellen. 

Ausbeute 57,3 mg (53 %) als oranger Feststoff, Reinheit 97 % 

C26H22N6O8S, M = 578,55 g/mol 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 577,1147 [M-H]-, gef. [m/z] 577,1145 [M-H]- 

 

Darstellung der Verbindungen 3-Chlor-4-{(2 Z)-2-[3-(4-nitrophenyl)-5-oxo-1-

phenyl-1,5-dihydro-4 H-pyrazol-4-yliden]hydrazino}benzolsulfonsäure 21 

und 2,5-Dichlor-4-{(2 Z)-2-[3-(4-nitrophenyl)-5-oxo-1-phenyl-1,5-dihydro-4 H-

pyrazol-4-yliden]hydrazino}benzolsulfonsäure 22  

N N

N

O

NH

SO3H

O2N Cl

 
21 

C21H14ClN5O6S, M = 499,88 g/mol 

O2N

N N

O

N
NH

SO3H
Cl

Cl

 
22 

C21H13Cl2N5O6S, M = 534,33 g/mol 
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Verbindungen 21 und 22 wurden ausgehend von Verbindung 4a gemäß 

Prozedur III  mit 3-Chlor-4-hydrazinobenzolsulfonsäure bzw. 2,5-Dichlor-4- 

hydrazinobenzolsulfonsäure umgesetzt. Anschließend wird zu beiden 

Reaktionsmischungen Phenylhydrazin dazugegeben um das Produkt 21 bzw. 

22 zu erhalten. 

 

Die folgenden Verbindungen (23-63) wurden ausgehend von Verbindung 4a 

gemäß Prozedur III  mit 4-Hydrazinobenzolsulfonsäure Hemihydrat umgesetzt. 

Anschließend wurde das entsprechende Hydrazinderivat dazugegeben um die 

Produkte 23-63 zu erhalten. Nachfolgend werden die im negativen Modus 

gemessenen ToF-Daten gezeigt ([M-H]-) (Tabelle 22).  

 

Tabelle 22: ToF-Daten für die Verbindungen 23-63 

Name Summenformel 
ber. [ m/z] 

[M-H] - 

gef. [ m/z] 

[M-H] - 

5 C21H15N5O6S 464,067 464,0675 

6 C21H15ClN4O4S 453,043 453,0446 

7 C22H15F3N4O4S 487,0693 487,0696 

8 C21H15FN4O6S2 501,0344 501,0359 

9 C21H17N5O6S2 498,0547 498,0547 

10 C22H14F3N5O4 468,0998 468,0944 

11 C22H14F3N5O5S 516,0668 516,0600 

21 C21H14ClN5O6S 498,0353 498,0276 

22 C21H13Cl2N5O6S 531,9891 531,9915 

23 C21H21N5O6S 470,114 470,116 

24 C22H17N5O6S 478,0827 478,0848 

25 C24H21N5O6S 506,114 506,1143 

26 C25H23N5O6S 520,1369 520,1271 

27 C22H17N5O6S 478,0827 478,0845 

28 C22H17N5O7S 494,0776 494,0783 

29 C24H19N5O8S 536,0954 536,0842 

30 C22H15N5O8S 508,0569 508,0563 

31 C22H17N5O7S 494,0776 494,0799 

32 C23H19N5O6S 492,1056 492,0977 
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33 C21H14ClN5O6S 498,0281 498,0285 

34 C21H14ClN5O6S 498,0281 498,0291 

35 C21H14ClN5O6S 498,0281 498,0287 

36 C22H14F3N5O6S 532,0544 532,0546 

37 C21H14BrN5O6S 541,9775 541,9744 

38 C21H14BrN5O6S 541,9775 541,9778 

39 C21H14N6O8S 511,0667 511,0669 

40 C21H13Cl2N5O6S 531,9891 531,9898 

41 C22H16ClN5O7S 528,0386 528,0392 

42 C23H19N5O8S 524,0882 524,0888 

43 C22H12Cl2F3N5O6S 601,9837 601,9766 

44 C21H10F5N5O6S 554,0199 554,0214 

45 C28H21N5O7S 570,1089 570,1097 

46 C21H22N6O7S 501,1198 501,121 

47 C26H22N6O8S 577,1147 577,1145 

48 C28H20N6O6S 567,1092 567,1088 

49 C23H17N5O8S 524,0871 524,0873 

50 C22H15N5O8S 510,0714 510,0713 

51 C22H14N6O6S2 521,0343 521,034 

52 C22H13ClN6O6S2 554,9954 554,9942 

53 C22H14N6O7S 505,0645 505,0594 

54 C24H16N6O6S2 547,05 547,0523 

55 C19H12ClN7O6S 500,0186 500,0194 

56 C16H11N9O6S 456,048 456,0485 

57 C19H12N10O6S 507,0589 507,0598 

58 C23H15N7O6S 516,0732 516,074 

59 C26H26N10O8S 637,1583 637,1585 

60 C22H14N6O8S2 553,0315 553,0264 

61 C18H15N7O6S 456,0732 456,0741 

62 C24H20N8O6S 547,1154 547,1165 

63 C25H19N7O6S2 576,0087 576,0838 

 

Alle getesteten Verbindungen besitzen eine Reinheit > 90 %. 

Die Verbindungen 39, 49 und 50 werden ausführlich gezeigt. 
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Darstellung von 4-{(2 Z)-2-[1,3-Bis(4-nitrophenyl)-5-oxo-1,5-dihydro-4 H-

pyrazol-4-yliden]hydrazino}benzolsulfonsäure 39  

N N

N

O

NH

SO3H

O2N

NO2  

 

Verbindung 4a wird gemäß Prozedur III  mit 4-Hydrazinobenzolsulfonsäure 

Hemihydrat umgesetzt. Anschließend wird 4-Nitrophenylhydrazin (97 %, ≥ 30 % 

zur Stabilisierung) dazugegeben um das Produkt 39 zu erhalten. 

Ausbeute: 99,5 mg (92 %) als oranger Feststoff, Reinheit 95 % 

C21H14N6O8S, M = 510,44 g/mol 

mp 304-306 °C 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 9,19 (s, 1H, NH), 8,58-8,49 (m, 8H, 

arom.), 7,76-7,70 (m, 4H, arom.). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 161,7, 157,3, 148,7, 143,2, 141,6, 

140,8, 133,1, 128,3, 127,1, 124,1, 117,8, 116,4. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 511,0667 [M-H]-, gef. [m/z] 511,0669 [M-H]- 

 

Darstellung von 4-{(2 Z)-2-[1-(2,3-Dihydro-1,4-benzodioxin-6-yl)-3-(4-nitr o-

phenyl)-5-oxo-1,5-dihydro-4 H-pyrazol-4-yliden]hydrazino} 

benzolsulfonsäure 49  

N N

N

O

NH

SO3H

O2N

O

O

 

 

Verbindung 4a wird gemäß Prozedur III  mit 4-Hydrazinobenzolsulfonsäure  
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Hemihydrat umgesetzt. Anschließend wird (2,3-Dihydro-benzo[1,4]dioxin-

6-yl)hydrazin Hydrochlorid dazugegeben um das Produkt 49 zu erhalten. 

Ausbeute: 83,7 mg, (75 %) als rot-brauner Feststoff, Reinheit 98 % 

C23H17N5O8S, M = 523,47 g/mol 

mp 281-283 °C 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 9,90 (s, 1H, NH), 8,47-8,40 (m, 4H, 

arom.), 7,72-7,51 (m, 5H, arom.), 7,01-6,81 (m, 2H, arom.), 4,29 (m, 4H, 2x 

CH2). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 161,0, 153,9, 146,1, 143,4, 140,4, 

136,1, 134,6, 131,3, 128,1, 127,2, 126,5, 124,2, 120,6, 118,5, 118,1, 116,2, 

112,1, 64,17. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 524,0871 [M-H]-, gef. [m/z] 524,0873 [M-H]- 

 

Darstellung von 4-{(2 Z)-2-[1-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-3-(4-nitrophenyl)-5-o xo-

1,5-dihydro-4 H-pyrazol-4-yliden]hydrazino}benzolsulfonsäure 50  

O2N

N N
O

N NH

O

O

SO3H

 

 

Verbindung 4a wird gemäß Prozedur III  mit 4-Hydrazinobenzolsulfonsäure 

Hemihydrat umgesetzt. Anschließend wird 1,3-Benzodioxol-5-ylhydrazine 

dazugegeben um das Produkt 50 zu erhalten. 

Ausbeute: 53,4 mg (53 %) als brauner Feststoff, Reinheit 96 % 

C22H15N5O8S, M = 509.45 g/mol 

mp 301-303 °C 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 8,48-8,40 (m, 6H, arom.), 7,68 (d, 

arom., J = 5 Hz), 7,06 (d, arom., J = 9 Hz), 6,09 (s, 2H, CH2). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 161,3, 157,0, 147,7, 145,3, 143,6, 

141,2, 128,3, 127,4, 124,3, 119,6, 116,4, 112,6, 101,8, 101,1. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 510,0714 [M-H]-, gef. [m/z] 510,0713 [M-H]- 
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6.2.2 Fragmentsynthese 

Synthese von Benzo[ b]thiophen-1,1-dioxid 75 

S
O O  

 

Das Benzothiophen (1 eq) wird mit Natriumperborat Tetrahydrat (4 eq) in 

Eisessig für 16 h bei RT gerührt. 

Ausbeute: 70 % als weißer Feststoff, Reinheit 98 % 

C8H6O2S, M = 166,20 g/mol 
 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 7,83 (d, 1H, arom., J = 7 Hz), 7,70-

7,57 (m, 4H), 7,36-7,34 (d, 1H, arom., J = 7 Hz). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 136,3, 134,1, 132,9, 131,1, 130,8, 

126,0 , 121,1.  

HRMS (ESI): ber. [m/z] 167,0161 [M-H]-, gef. [m/z] 167,0161 [M-H]- 

 

Synthese von 1,3-Dihydro-2,1,3-benzothiadiazol-2,2- dioxid  78 

N
H

S

H
N O

O
 

 

Das o-Phenylendiamin (1 eq) wird mit Schwefelsäurediamid (1,2 eq) in Diglyme 

gelöst und zu auf 100 °C erwärmtes Diglyme langsam zugetropft und für 45 min 

bei 100 °C gerührt. Anschließend wird das Lösungsmi ttel im Vakuum eingeengt 

und der Rückstand in Diethylether aufgenommen. Die Etherphase wird einmal 

mit wässriger HCl, einmal mit ges. NaCl-Lösung und einmal mit H2O 

gewaschen. Es wird über MgSO4 getrocknet und anschließend das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 99,6 mg (quantitativ) als hellrosa Feststoff, Reinheit 95 % 

C6H6N2O2S, M = 170,189 g/mol 

mp 226-228 °C 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 6,83-6,77 (m, 4H, aromat.), 2,51 (s, 

2H, NH). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 133,6, 118,7, 108,9. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 169,0077 [M-H]-, gef. [m/z] 169,0077 [M-H]- 
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Synthese von 1,1,1-Trifluor- N-phenylmethansulfonamid 84  

NH
SO
O

CF3

 

 

Unter Stickstoff wird Anilin 82a (1 eq) in trockenem DCM gelöst und mit 

NaHCO3 (4 eq) versetzt. Anschließend wird Trifluormethansulfonsäureanhydrid 

(2 eq) langsam zugetropft und die Reaktionsmischung für 16 h bei RT gerührt. 

Danach wird H2O dazugegeben und mit Ethylacetat extrahiert. Es wird über 

MgSO4 getrocknet und anschließend das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 440 mg (71 %) als weißer Feststoff, Reinheit 94 % 

C7H6F3NO2S, M = 225,19 g/mol 

mp 66-68 °C 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 7,41-7,28 (m, 5H, arom.), 6,92 (s, 1H, 

NH). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 133,7, 129,7  127,6, 123,7, 121,9, 117,6. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 223,9999 [M-H]-, gef. [m/z] 224,0003 [M-H]- 

 

Synthese von N-Benzyl-1,1,1-trifluormethansulfonamid 85   

NH
S

O

O CF3

 

 

Unter Stickstoff wird Benzylamin 82b (1 eq) in trockenem DCM gelöst und mit 

NaHCO3 (4 eq) versetzt. Anschließend wird Trifluormethansulfonsäureanhydrid 

(2 eq) langsam zugetropft und die Reaktionsmischung für 16 h bei RT gerührt. 

Danach wird H2O dazugegeben und mit Ethylacetat extrahiert. Es wird über 

MgSO4 getrocknet und anschließend das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 270 mg (46 %) als gelber Feststoff, Reinheit 93 % 

C8H8F3NO2S, M = 239,22 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 7,39-7,31 (m, 5H, arom.), 5,09 (s, 1H, 

NH), 4,44 (s, 2H, CH2). 
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13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 135,1, 129,1, 128,7, 127,9, 121,8, 117,6, 

48,29. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 238,0155  [M-H]-, gef. [m/z] 238,0158 [M-H]- 

 

Synthese von 1,1,1-Trifluor- N-(3-phenylpropyl)methansulfonamid 86   

HN
SO
O

CF3

 

 

Unter Stickstoff wird 3-Phenylpropylamin 82c (1 eq) in trockenem DCM gelöst 

und mit NaHCO3 (4 eq) versetzt. Anschließend wird Trifluormethan-

sulfonsäureanhydrid (2 eq) langsam zugetropft und die Reaktionsmischung für 

16 h bei RT gerührt. Danach wird H2O dazugegeben und mit Ethylacetat 

extrahiert. Es wird über MgSO4 getrocknet und anschließend das Lösungsmittel 

im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 216 mg (44 %) als gelbes Öl, Reinheit 90 % 

C10H12F3NO2S, M = 267,27 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 7,33-7,16 (m, 5H, arom.), 4,79 (s, 1H, 

NH), 3,35-3,30 (t, 2H, CH2, J = 7 Hz), 2,72-2,67 (t, 2H, CH2, J = 8 Hz). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 140,6, 128,7, 128,3, 126,4, 117,5, 44,0, 

32,6. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 266,0468 [M-H]-, gef. [m/z] 266,0474 [M-H]- 

 

Synthese von N-[(Trifluormethan)sulfonyl]benzamid 89   

N
H

O
S

O

O

CF3

 

 

Benzoesäure 87 (1 eq) wird mit Trifluormethansulfonamid 88 (1,1 eq), EDC (1,1 

eq) und DMAP (0,1 eq) in DCM gelöst. Die Reaktionsmischung wird für 16 h bei 

RT gerührt und anschließend mit Wasser versetzt. Die organische Phase wird 

dann einmal mit wässriger HCl, einmal mit ges. NaCl-Lösung gewaschen, über 

MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 95,7 mg (63 %) als weißer Feststoff, Reinheit 95 % 
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C8H6F3NO3S, M = 253,20 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 7,95-7,93 (d, 2H, arom., J = 7Hz), 7,62-

7,44 (m, 3H, arom.),3,83 (s, 1H, NH). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 166,6, 140,1, 133,7, 128,8, 128,7, 106,5. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 254,0093 [M-H]-, gef. [m/z] 254,0085 [M-H]- 

 

Synthese von 2-Phenyl- N-[(trifluormethan)sulfonyl]acetamid 91   

O

HN
S

CF3

O

O  

 

Unter Stickstoff wird Trifluormethansulfonamid 88 mit Et3N (2 eq) in Aceton 

gelöst. Das Phenylacetylchlorid 90a wird langsam zu der Reaktionsmischung 

dazugetropft. Anschließend wird für 1 h bei 56 °C g erührt. Die Lösung wird im 

Vakuum entfernt, der Rückstand in Ethylacetat aufgenommen und einmal mit 

wässriger HCl, einmal mit ges. NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 

getrocknet und anschließend das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 252 mg (76 %) als weißer Feststoff, Reinheit 98 % 

C9H8F3NO3S, M = 267,23 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 7,40-7,23 (m, 5H), 5,38 (s, 1H, NH), 3,80 

(s, 2H, CH2). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 167,9 , 131,2, 129,5, 128,5, 43,7. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 290,0069 [M+Na]+, gef. [m/z] 290,0071 [M+Na]+ 

 

Synthese von 2-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-2 H-isoindol-2-yl)- N-

[(trifluormethan)sulfonyl]acetamid 92 

N

O

O

NH
O S

O O

CF3

 

Unter Stickstoff wird Trifluormethansulfonamid 88 mit Et3N (2 eq) in Aceton 

gelöst. Das Phthalylglycylchlorid 90b wird langsam zu der Reaktionsmischung 

dazugetropft. Anschließend wird für 1 h bei 56 °C g erührt. Die Lösung wird im 

Vakuum entfernt, der Rückstand in Ethylacetat aufgenommen und einmal mit 
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wässriger HCl, einmal mit ges. NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 

getrocknet und anschließend das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 209 mg (51 %) als weißer Feststoff, Reinheit 94 % 

C11H7F3N2O5S, M = 336,24 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 8,92 (s, 1H, NH), 7,94-7,86 (m, 4H, 

arom.), 4,31 (s, 2H, CH2). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 168,8, 167,2, 134,8, 131,4, 123,3, 

112,5, 40,1. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 337,0101 [M-H]-, gef. [m/z] 337,01 [M-H]- 

 

Synthese von 2-(1-Naphthyl)- N-[(trifluormethan)sulfonyl]acetamid 93  

O
S

O

O CF3

N
H

 

 

Unter Stickstoff wird Trifluormethansulfonamid 88 mit Et3N (2 eq) in Aceton 

gelöst. Das Naphth-1-ylacetylchlorid 90c wird langsam zu der 

Reaktionsmischung zugetropft. Anschließend wird für 1 h bei 56 °C gerührt. Die 

Lösung wird im Vakuum entfernt, der Rückstand in Ethylacetat aufgenommen 

und einmal mit wässriger HCl, einmal mit ges. NaCl-Lösung gewaschen, über 

MgSO4 getrocknet und anschließend das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 273 mg (51 %) als gelber Feststoff, Reinheit 96 % 

C13H10F3NO3S, M = 317,28 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 7,98-7,81 (m, 3H, arom.), 7,55-7,38 

(m, 4H, arom.), 4,04 (s, 2H, CH2). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 172,8, 133,3, 132,0, 128,3, 128,0, 

127,5, 127,2, 125,9, 125,5, 125,4, 124,2, 124,2, 121,9, 117, 5, 42,2. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 316,0261 [M-H]-, gef. [m/z] 316,0271 [M-H]- 

 

Synthese von 2-Chlor-4-fluor- N-(phenylsulfonyl)benzamid 96  

S
O

O
NH

F

Cl

O
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Benzolsulfonamid 94 (1,1 eq) wird mit 2-Chloro-4-fluorobenzoesäure 95a (1eq), 

EDC (1,1 eq) und DMAP (0,1 eq) in DCM gelöst. Die Reaktionsmischung wird 

bei RT für 16 h gerührt. Die Lösung wird im Vakuum entfernt, der Rückstand in 

Ethylacetat aufgenommen und einmal mit wässriger HCl, einmal mit ges. NaCl-

Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet und anschließend das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 77 mg (42 %) als weißer Feststoff, Reinheit 95 % 

C13H9ClFNO3S, M = 313,73 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 8,00-7,97 (m, 2H, 2CH arom.),7,69-

7,50 (m, 5H, arom.), 7,33-7,25 (m, 1H, -CH-CF-). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 164,2, 161,1, 160,0, 140,0, 135,6, 

132,9, 132,1, 131,7, 128,9, 125,5, 117,6, 117,3, 114,7, 114,4.  

HRMS (ESI): ber. [m/z] 314,0048 [M+H]+, gef. [m/z] 314,0047 [M+H]+ 

 

Synthese von 4-Fluor- N-(phenylsulfonyl)benzamid 97  

S
O

OHN
F

O

 

 

Benzolsulfonamid 94 (1,1 eq) wird mit 4-Fluorobenzoesäure 95b (1eq), EDC 

(1,1 eq) und DMAP (0,1 eq) in DCM gelöst. Die Reaktionsmischung wird bei RT 

für 16 h gerührt. Die Lösung wird im Vakuum entfernt, der Rückstand in 

Ethylacetat aufgenommen und einmal mit wässriger HCl, einmal mit ges. NaCl-

Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet und anschließend das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 61 mg (38 %) als weißer Feststoff, Reinheit 95 % 

C13H10FNO3S, M = 279,29 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 8,00-7,91 (m, 4H), 7,74-7,61 (m, 3H, 

arom.), 7,34-7,28 (m, 2H, arom.-F). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 166,3, 164,3, 163,3, 139,4, 133,7, 

132,1, 131,5, 131,3, 129,1, 127,6, 115,8, 115,5. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 280,0438 [M+H]+, gef. [m/z] 280,0437 [M+H]+ 
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Synthese von 4-Trifluormethyl- N-(phenylsulfonyl)benzamid 98   

S
O

OHN
CF3

O

 

 

Benzolsulfonamid 94 (1,1 eq) wird mit 4-(Trifluormethyl)benzoesäure 95c (1eq), 

EDC (1,1 eq) und DMAP (0,1 eq) in DCM gelöst. Die Reaktionsmischung wird 

bei RT für 16 h gerührt. Die Lösung wird im Vakuum entfernt, der Rückstand in 

Ethylacetat aufgenommen und einmal mit wässriger HCl, einmal mit ges. NaCl-

Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet und anschließend das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 41 mg (22 %) als weißer Feststoff, Reinheit 95 % 

C14H10F3NO3S, M = 329,29 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 8,18-8,15 (d, 2H, arom. CF3 , J = 8 Hz), 

7,95-7,02 (d, 2H, arom. CF3 , J = 8 Hz), 7,71-7,52 (m, 5H, arom.). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 163,2, 138,1, 135,2, 134,4, 129,1, 128,7, 

128,4, 126,0, 125,1, 121,5. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 330,0406 [M+H]+, gef. [m/z] 330,0408 [M+H]+ 

 

6.2.3 Synthese des Aldehyds 103 

Schützung von (4-Aminophenyl)methanol mit tert-Butyldimethylsilyl-

Gruppe 100 

H2N

O
Si

 

 

Unter Stickstoff wird tert-Butyldimethylsilylchlorid (2,5 eq) mit Imidazol (9 eq) in 

THF vorgelegt. Nach 30 min wird (4-Aminophenyl)methanol dazugegeben und 

für 2 h bei RT gerührt. Anschließend wird das Lösungsmittel entfernt, der 

Rückstand mit DCM aufgenommen und mit NaHCO3-Lösung gewaschen. Das 

Rohprodukt wird säulenchromatographisch über Silicagel mit Ethylacetat/Hexan 

(20:80, v/v) gereinigt. 
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Ausbeute: 1,7597 g (91 %) als braunes Öl, Reinheit 85 % 

C13H23NOSi, M = 237,41 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 6,97 (d, 2H, arom., J = 9 Hz), 6,69 (d, 

2H, arom., J = 9 Hz), 4,69 (s, 2H, CH2), 4,50 (s, 2H, NH2), 0,91 (s, 9H, tert-

Butylgr.), 0,17 (s, 6H, 2 CH3). 

MS (ESI): ber. [m/z] 238,2 [M+H]+, gef. [m/z] 238,2 [M+H]+ 

 

Umsetzung mit Trifluormethansulfonsäureanhydrid zur  Verbindung 101 

H
N

O
Si

S
O

O

F3C

 

 

Unter Stickstoff wird die geschützte Säure 100 in DCM gelöst und mit Et3N 

(2,5 eq) versetzt. Bei -78 °C wird Trifluormethansu lfonsäureanhydrid (1,1 eq) 

langsam zugetropft. Es würde für 3 h gerührt, mit Wasser versetzt und 

anschließend mit DCM extrahiert. Das Rohprodukt wird säulen-

chromatographisch über Silicagel mit Ethylacetat/Hexan (25:75, v/v) gereinigt. 

Ausbeute: 242 mg (31 %) als braunes Öl, Reinheit 90 % 

C14H22F3NO3SSi, M = 369,48 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 7,73 (d, 2H, arom., J = 9 Hz), 7,07 (d, 

2H, arom., J = 9 Hz), 4,68 (s, 2H, CH2), 0,90 (s, 9H, tert-Butylgr.), 0,07 (s, 6H, 2 

CH3). 

MS (ESI): ber. [m/z] 368,1 [M-H]-, gef. [m/z] 367,9 [M-H]- 

 

Entschützung zur Verbindung 102 

H
N

S
O

O

F3C
OH  

 

Das Edukt 101 wird in THF gelöst und mit Tetrabutylammoniumfluorid (2 eq) bei 

0 °C versetzt. Die Reaktionsmischung wird bei RT üb er Nacht gerührt. 

Anschließend wird die Reaktion mit Wasser versetzt und mit Ethylacetat 

extrahiert. Anschließend wird das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 146 mg (quantitativ) als gelbes Öl, Reinheit 90 % 

C8H8F3NO3S, M = 255,21 g/mol 
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1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 7,28 (d, 2H, arom., J = 8 Hz), 7,15 (d, 

2H, arom., J = 8 Hz), 5,24 (s, 1H, OH), 4,45 (s, 2H, CH2). 

MS (ESI): ber. [m/z] 254,0 [M-H]-, gef. [m/z] 254,1  [M-H]- 

 

Oxidation zur Verbindung 103 

H
N

S
O

O

F3C
O

 

 

Das Edukt 102 wird in CHCl3 gelöst und mit Mangandioxid (5 eq) für 3 h auf 

65 °C erhitzt. Anschließend wird das Reaktionsgemis ch filtriert und das 

Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 87 mg (quantitativ) als braunes Öl, Reinheit 95 % 

C8H6F3NO3S, M = 253,20  g/mol 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 9,93 (s, 1H, NH), 7,86-7,84 (d, 2H, CH 

arom.-COH, J = 9 Hz), 7,44-7,41 (d, 2H, CH arom., J = 9 Hz). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 191,1, 142,4, 133,3, 131,2, 121,6, 115,4, 

112,5, 105,3, 102,6. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 251,9948 [M-H]-, gef. [m/z] 251,9946 [M-H]- 

 

6.2.4 Roboterunterstützte Synthese einer Verbindungsbibliothek  

Die Durchführung der Synthese am Roboter und anschließende Analytik der 

Bibliothek wurde von Dr. Boo Geun Kim (AG Rademann, FMP) durchgeführt. 

Unter Stickstoff werden 1 eq Amin (5 µM) und 2 eq Et3N (10 µM) in trockenem 

1,2-Dichlorethan gelöst. Anschließend werden 5 eq des 

Trifluormethansulfonsäureanhydrids (25 µM) bei 2 °C  langsam zugegeben. Es 

wird für 8 h bei einer Temperatur von 2 °C geschütt elt. Die LC/MS-Analytik der 

Produkte wird ohne weitere Reinigung durchgeführt. 

6.2.5 Triflatsynthese 

Die Synthesen der folgenden drei Verbindungen werden nach folgender 

Methode mit verschiedenen Basen durchgeführt. Unter Stickstoff wird das Amin 

(1 eq) im jeweiligen Lösungsmittel gelöst und mit der jeweiligen Base versetzt. 

Bei  0 °C wird Trifluormethansulfonsäureanhydrid (1 ,2 eq) langsam zugetropft. 
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Es wurde bei RT gerührt, anschließend mit Wasser versetzt und mit DCM 

extrahiert. Die organische Phase wurde mit ges. NaCl-Lösung gewaschen und 

das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. 

 

6-Nitro-2-phenylbenzofuran-4-trifluormethylsulfonam id 117_isoliert  

O2N O

HN
S

O

O CF3

 

 

Das Amin 129 (1 eq) wird in DCM mit NaHCO3 (4 eq) gelöst, mit 

Trifluormethansulfonsäureanhydrid (1,2 eq) versetzt und für 40 min gerührt.  

Ausbeute: 33,0 mg (quantitativ) als gelber Feststoff, Reinheit 98 % 

 

C15H9F3N2O5S, M = 386,30 g/mol 

mp 185-187 °C 
1H-NMR (300 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 8,08-8,07 (m, 1H, arom.), 7,95-7,93 (m, 

1H, arom.), 7,89 (s, 1H, arom.), 7,74 (s, 1H, arom.), 7,55-7,42 (m, 3H, arom.). 
13C-NMR (75 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 161,7, 157,3, 149,4, 140,3, 130,3, 129,2, 

128,5, 125,8, 120,9, 119,3, 115,8, 113,2, 108,1, 104,7, 101,1, 96,1. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 387,0257 [M+H]+, gef. [m/z] 387,0267 [M+H]+ 

 

7-(Trifluormethyl)-5-(furan-2-yl)-[1,2,4]triazol[1, 5-a]pyrimidin-2-trifluor-

methylsulfonamid 118_isoliert  

N

N N

N O
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Das Amin 130 (1 eq) wird in 1,2-Dichlorethan mit Et3N (2 eq) gelöst, mit 

Trifluormethansulfonsäureanhydrid (5 eq) versetzt und für 30 min gerührt. Das 

Rohprodukt wurde mittels HPLC aufgereinigt. 

Ausbeute: 12,3 mg (81 %) als gelber Feststoff, Reinheit 96 % 

C11H5F6N5O3S, M = 401,24 g/mol 
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1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 7,79 (s, 1H, CH, heterozkl.), 7,23 (s, 

1H, CH-O, Furanrest), 7,06 (s, 1H, CH, Furanrest), 6,81-6,78 (m, 1H, CH, 

Furanrest). 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 399,9945 [M-H]-, gef. [m/z] 399,9953 [M-H]- 

 

4-(4-Chlorphenyl)isoxazol-5-trifluormethylsulfonami d 122_isoliert  

Cl
O
N

HN
S

O
O CF3  

 

Das Amin 131 (1 eq) wird in 1,2-Dichlorethan mit Et3N (2 eq) gelöst, mit 

Trifluormethansulfonsäureanhydrid (5 eq) versetzt und 16 h gerührt. Das 

Rohprodukt wird säulenchromatographisch über Silicagel mit 

Chloroform/Methanol/Wasser (65:25:10, v/v) gereinigt. 

Ausbeute: 106 mg (63 %) als gelbes Öl, Reinheit 98 % 

C10H6ClF3N2O3S, M = 326,68 g/mol 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 7,75-7,72 (d, 2H, arom. Cl, J = 9 Hz), 

7,49-7,46 (d, 2H, arom., J = 9 Hz), 5,82 (s, 1H, CH, heterozkl.). 
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 171,7, 161,0, 133,9, 129,2, 128,9, 

127,8, 124,8, 119,1, 81,9. 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 326,9813 [M-H]-, gef. [m/z] 326,9816 [M-H]- 
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6.2.6 Synthese des Bausteins für die die Festphasensynthese 

Fmoc-Phe(-4-NO 2)-NH2 133 

O

O
O

OH

NH2

N
H H

 

 

Das Fmoc-Phe(-4-NO2)-OH 132 wird in EtOH gelöst und mit SnCl2 x H20 (9 eq) 

versetzt. Die Reaktionsmischung wird auf 60 °C für 90 min in der Mikrowelle 

erhitzt. Anschließend wird wässrige NaHCO3-Lösung dazugegeben und der 

entstehende weiße Niederschlag abzentrifugiert. Der Überstand wird 

abgenommen, mit HCl angesäuert und mit Ethylacetat extrahiert. Das 

Lösungsmittel wird im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 97,1 mg (quantitativ) als weißer Feststoff, Reinheit 95 % 

C24H22N2O4, M = 402,44 g/mol 

MS (ESI): ber. [m/z] 403,4  [M+H]+, gef. [m/z] 403,1 [M+H]+ 

 

Fmoc-Phe(-4-NO 2)-NHSO2CF3 134 

O

O
O

OH

NH

N
H

S
O

O

F3C

H

 

 

Das Edukt 133 wird in DCM gelöst und NaHCO3 dazu gegeben. Unter Stickstoff 

und Eiskühlung wird das Anhydrid langsam zugetropft. Nach 40 min wird die 

Reaktionsmischung mit H2O versetzt und mit DCM extrahiert. Das 

Lösungsmittel wird im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 36,3 mg (85 %) als weißer Feststoff, Reinheit 93 % 

C25H21F3N2O6S, M = 534,50 g/mol 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 535,1145 [M-H]-, gef. [m/z] 535,1157 [M-H]- 
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6.2.7 Festphasensynthese 

Mit Hilfe der Fmoc-Strategie wurde die Sequenz „AEAVGRSPPDPAK“ um drei 

Aminosäuren verlängert. Die Fmoc-Abspaltung wird mit Piperidin/DMF 

durchgeführt (1x1 min, 2x10 min). Anschließend wird das Harz jeweils mit DMF, 

THF und DCM gründlich gewaschen. Als Kupplungsbedingung wird DIC/HOBt 

(4,9:5 eq) in DMF verwendet. Nach der letzten Fmoc-Abspaltung wird eine 

Acetylierung der Sequenz mit DMF:Ac2O:DIPEA (1,4:0,2:0,4) für 15 min 

durchgeführt. Die Peptidsequenz wird durch TFA/H2O (20:1) für 3 h vom Harz 

abgespalten. 

Die Vollständigkeit der Acylierungsreaktionen auf primäre Amine bei der 

Bildung von Peptidbindungen wurde mittels Kaiser-Test (Nachweis primärer 

Amine mit Ninhydrin) untersucht. Für den Kaiser-Test wurden folgende 

Reagenzlösungen verwendet: 
 

• Lösung I: 1 ml aq. KCN (1 mM)+ 49 ml Pyridin 

• Lösung II: 2 g Ninhydrin in 40 ml n-Butylalkohol 

• Lösung III: 80 g Phenol in 20 ml n-Butylalkohol 
 

Zur Durchführung werden wenige Harzkugeln in einem Eppendorf-Gefäß mit je 

einem Tropfen der drei Reagenzlösungen versetzt und die Suspension für 

5 min bei 110 °C erhitzt. Sind freie Amino-Gruppen vorhanden, so tritt eine 

Blaufärbung der Lösung auf. 

 

Synthese der Peptidsequenz 135 

Ac-EF-4-NO2-FAEAVGRSPPDPAK 

61,5 mg (45 %) als weißer Feststoff, Reinheit > 95 % 

C77H113N21O25, M = 1732,85 g/mol 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 1732,8289 [M-H]-, gef. [m/z] 1732,8266 [M-H]- 

 

Synthese der Peptidsequenz 136  

Ac-EF-4-NH2SO2CF3-FAEAVGRSPPDPA 

25,4 mg (31 %) als weißer Feststoff, Reinheit > 95 % 

C78H114F3N21O25S, M = 1834,93 g/mol 

HRMS (ESI): ber. [m/z] 1834,804 [M-H]-, gef. [m/z] 1834,8036 [M-H]- 
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6.3 Biologische Methoden 

Die verwendeten Zellmedien, Lösungen und weiteren Bestandteile für die 

nachfolgenden Zellexperimente wurden, wenn nicht anderes beschrieben, von 

den Firmen Sigma Aldrich, Invitrogen, Santra Cruz, Perkin Elmer  bezogen. 

 

6.3.1 Verwendete Protein-Tyrosin-Phosphatasen beim Phosphatase-Assay 

Die rekombinanten und enzymatisch aktiven Protein-Tyrosin-Phosphatasen 

SHP-2, SHP-1, PTP1B, sowie die SHP-2 Mutante E76K und die katalytische 

Domäne von SHP-2 wurden in E. coli SCS1 Rosetta und E. coli SCS1 Rosetta 

T1R exprimiert und mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt (Kerstin 

Böhm, AG Prof. Heinemann, MDC) [124]. Prof. Stefan Knapp (Oxford, UK) 

stellte ebenfalls die katalytische Domäne von SHP-2 zur Verfügung. Das Protein 

SHP-1 wurde von Klaus Hellmuth (AG Prof. W. Birchmeier, MDC) bereitgestellt.  

 

Tabelle 23: Übersicht der verwendeten Lösungen und Puffer beim SDS-PAGE und Westernblot 

Puffer/Lösung  Zusammensetzung  

Laemml i Laufpuffer  
(10-fach) 

25 mM Tris/HCl, 192 mM Glycin, 
0,1 % SDS 

Probenladungspuffer 
(4-fach) 

240 mM Tris/HCl (pH 6,8), 40 % Glycerol, 
8 % SDS, 20 % ß-Mercaptoethanol, 

0,04 % Bromphenolblau 

Marker 
Precision Plus Protein™ Standards 

Kaleidoscope™ (Bio-Rad) 
Coomassie Blue  

 
80 mg Coomassie-Brillant-Blau G250 

in 1 l H2O, 3 % HCl (konz.) 
Blotpuffer  
(10-fach) 

25 mM Tris/HCl, 192 mM Glycin (pH 8,6) 

Ponceau -Färbelösung  0,5 % Ponceau S in 5 % Essigsäure 

Blockingpuffer 
PBS mit 0,1 % Tween 20, 

1 % Magermilchpulver 

Primärantikörper 
monoklonaler Antikörper, 

Rabbit anti Human SHP-2, 
Verdünnung 1:2000 im Blockingpuffer 

Sekundärantikörper 
polyklonaler Antikörper, 

Goat anti Rabbit (Antikörper POD markiert) 
Verdünnung 1:2000 im Blockingpuffer 
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SDS-PAGE und Westernblot 

Bei der Polyacrylamidgelelektrophorese wird ein SDS-Puffer (Natriumdodecyl-

sulfat-Puffer), ein Gradientengel (4-20 %) CriterionTM Precast Gel von (Bio-Rad) 

und als Größen-Standard Precision Plus Dual Color (Bio-Rad) verwendet. Die 

Gelkammer ist eine Criterion (Bio-Rad) mit Power Suply (Bio-Rad). Die Probe 

wird mit Probenladungspuffer versetzt und für 5 min bei 95 °C denaturiert. 

Anschließend werden die Proben auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese 

erfolgte bei einer Spannung von 160 V für 90 min. 

Nach der Elektrophorese werden die Proteine im Gel mit dem Farbstoff 

Coomassie Blue gefärbt und das Molekulargewicht anhand der Laufweite der 

Proteine im Gel mittels  Markerproteinen bestimmt. 

Für den anschließenden Westernblot wird das Gel in den Blotpuffer überführt. 

Die Transfermembran Polyvinylidenfluorid (PVDF) Immobilon-PTM wird für 10 s 

in 100 % Methanol aktiviert und anschließend mit Hilfe einer Criterion Blotter 

Kammer für 1 h mit 90 mA vom Gel auf die Membran transferiert. Danach führt 

man eine Kontrolle des Transfers durch Ponceau-Färbung durch, als 

Entfärbelösung benutzt man PBS. Darauffolgend  wird die Membran für 1 h bei 

RT geblockt. Die Membran wird mit dem Primärantikörper für 30 min bei RT 

unter Schütteln inkubiert. Nachfolgend wird die Membran 3 x 10 min mit 

PBS/Tween 20 gewaschen. Im Anschluss wird die Membran mit dem 

Sekundärantikörper für 30 min bei RT unter Schütteln inkubiert. Danach wird für 

3 x 10 min mit PBS/Tween 20 gewaschen. Die Membran wird  mit Western 

Lightning Plus- ECL (Perkin Elmer) entwickelt. Die Aufnahmen werden mit 

einem Imaging System, dem LAS-4000 von Fujifilm Life Science USA gemacht. 

 

6.3.2 Bestimmung der IC50-Werte mittels Phosphatase-Assay 

6.3.2.1 pNPP-Assay 

 

Tabelle 24: Übersicht der verwendeten Enzyme und Puffer im pNPP-Assay 

Enzym  Puffer im pNPP-Assay  

SHP-2 

MptpA 

1 M Tris-HCl (pH 7.0), 5 M NaCl, 

Glycerol, 500 mM EDTA (pH 8.0), 10 % 

Brij 35, 1 M DTT 
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Die Verbindungen werden zu 10 mM oder 100 mM in DMSO gelöst. Die zu 

testenden Verbindungen in Puffer werden mit dem Enzym MptpA  (50 ng/Well) 

oder SHP-2 (500 ng/Well) für 1 h bei RT inkubiert. Zum Starten der 

Enzymreaktion wird die pNPP-Lösung dazugegeben (Endkonzentration: 

10 mM). Die Reaktion erfolgt mit einem Gesamtvolumen von 50 µl. Die 

Reaktionskinetik der Absorption wird bei 405 nm mit dem Genios Pro Reader 

gemessen (400 nm Filter mit 35 nm Bandbreite). Die Platten werden über 12 

Zyklen mit 3 Wiederholungen per Well bei 37 °C verm essen. Die Bestimmung 

der Aktivitäten und Auswertung der Daten erfolgt mit dem Programm Excel 

(2007, Microsoft). 

6.3.2.2 DiFMUP-Assay 

 

Tabelle 25: Übersicht der verwendeten Enzyme und Puffer im DiFMUP-Assay 

Enzym  Puffer im DiFMUP-Assay  KM-Wert  

SHP-2 

SHP-2 (E76K) 
TrisBis (pH 6,5) 25 µM 

SHP-1 TrisBis (pH 6,5) 25 µM 

PTP1B MOPSO (pH 6,5) 15,5 µM 

MptpA  Bicine (pH 7,5) 15 µM 

Pufferzusätze:  50 mM des jeweiligen Puffers, 10 mM NaCl, 0,03 % Tween 20, 0,1 % 

BSA, 25 mM DTT (frisch dazugegeben) 

 

Die Verbindungen werden zu 10 mM oder 100 mM in DMSO gelöst. Die 

Arbeitsplatte (Greiner, schwarz, Flachboden) wird mit Puffer und mit 

Testverbindungen per Roboter ausgehend von einer Vorverdünnungsplatte 

beladen. Anschließend wird die Platte zentrifugiert und geschüttelt. Die zu 

testenden Verbindungen in Puffer werden mit dem jeweiligen Enzym für 1 h bei 

RT inkubiert. Danach wird die Enzymreaktion mit einer DiFMUP-Lösung 

gestartet. Die Reaktion erfolgt mit einem Gesamtvolumen von 30 µl. Die 

Positivkontrolle beinhaltet das Enzym und DiFMUP ohne Verbindung und die 

Negativkontrolle nur DiFMUP ohne weitere Komponenten. Es wird mit dem 

Genios Pro Reader und der folgenden Methode gemessen (Abb. 91): 
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Abbildung 91: Übersicht der verwendeten Reader

 

Mit dem Programm Prism 

Inc.) werden die ermittelten 

und auf diese Weise der

berechnet. 

 

6.3.3 Zell-Experimente

Die Zellexperimente wurden, wenn nicht anders beschrieben, von Chris Eckert 

(AG Prof. W. Birchmeier) in Zusammenarbeit mit der Screening Unit (Dr. Jens 

von Kries) durchgeführt und dieser Arbeit zur Verfügung gestellt.

 

Tabelle 

Zelllinie 

MDCK-C canine Nierenepithelzellen

HPAF II humane Pankreastumorzellen

LXFA 526L 
humane Lungen

LXFL 1647L 
humane Lungen

LXFL 1121L humane Lungen

 

: Übersicht der verwendeten Reader-Methode im DiFMUP

it dem Programm Prism 5 (für Windows, Version 5.01, Graph Pad Software, 

ermittelten Aktivitäten gegen die Konzentration aufgetragen 

auf diese Weise der IC50-Wert der Verbindungen mit dem jeweiligen Enzym 

Experimente 

e Zellexperimente wurden, wenn nicht anders beschrieben, von Chris Eckert 

(AG Prof. W. Birchmeier) in Zusammenarbeit mit der Screening Unit (Dr. Jens 

von Kries) durchgeführt und dieser Arbeit zur Verfügung gestellt.

Tabelle 26: Übersicht der verwendeten Zelllinien 

Art Verwendung

canine Nierenepithelzellen 
HGF/SF

Zelldissoziation

humane Pankreastumorzellen 
HGF/SF

Zelldissoziation

humane Lungen-Großzeller, 
Adenokarzinom 

Proliferations
Softagar

siRNA-
humane Lungen-Großzeller 

 
Proliferations

humane Lungen-Großzeller 
Softagar

siRNA-
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Methode im DiFMUP-Assay 

5 (für Windows, Version 5.01, Graph Pad Software, 

Aktivitäten gegen die Konzentration aufgetragen 

der Verbindungen mit dem jeweiligen Enzym 

e Zellexperimente wurden, wenn nicht anders beschrieben, von Chris Eckert 

(AG Prof. W. Birchmeier) in Zusammenarbeit mit der Screening Unit (Dr. Jens 

von Kries) durchgeführt und dieser Arbeit zur Verfügung gestellt. 

Verwendung  

HGF/SF-stimulierte 
Zelldissoziation 

HGF/SF-stimulierte 
Zelldissoziation 

roliferations-Assay 
Softagar-Assay 

-Experiment 

Proliferations-Assay 

Softagar -Assay 
-Experiment 
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6.3.3.1 Kultivierung der Zellen 

 

Tabelle 27: Zusammensetzung des Zellmediums 

Medium Zusammensetzung 

Zellmedium 
DMEM (Invitrogen) mit 10 % FCS, 1 % Penicilin 

(10000 U/ml)/Streptomycin (10000 µg/ml) 

 

MDCK-C und HPAF-II Zellen werden in Zellmedium im Inkubator bei 37 °C, 5 % 

CO2-Gehalt und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert. Vor 

Erreichen der Konfluenz der Zellen wird das Medium abgesaugt, mit PBS 

gewaschen und durch Zugabe von 0,05 % Trypsin/EDTA und Inkubation für 5-

10 min im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO 2-Gehalt voneinander und von der 

Oberfläche gelöst. Nach Zugabe von mindestens zwei Volumen Medium 

werden die Zellen in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt und für 5 min bei 

800 rpm abzentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und die Zellen werden in 

ein geeignetes Volumen mit Medium resuspendiert. Die Zellzahl wird durch 

Zählung mit Hilfe einer Neubauer–Zählkammer ermittelt. 

6.3.3.2 HGF/SF-stimulierte Zelldissoziation 

In eine 96-Well Zellkulturplatte werden 2000 Zellen/Well in einem Volumen von 

100 µl ausgesät und für 24 h im Inkubator bei 37 °C  und 5 % CO2 kultiviert. 

Nach Ablauf der 24 h werden die Testverbindungen in den Konzentrationen 

10 µM, 5 µM und 2,5 µM in dreifach-Bestimmung in einem Volumen von 1 µl 

zugegeben. Nach einstündiger Inkubation wird HGF/SF in einer Konzentration 

von 3  U/ml zugegeben. Die Zellen werden erneut 24 h im Inkubator kultiviert. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Zellen durch 4 % Paraformaldehyd 

für 15 min bei RT fixiert. Unter Verwendung des BIO-TEK microplate washer 

ELx405TM wird einmal mit PBS gewaschen (Programm COR96). Danach wird 5 

min eine Permeabilisierung mit 0,1 % Triton® X-100 in PBS durchgeführt und 

noch einmal mit PBS gewaschen. Für die Kernfärbung wird Hoechst 33258 

(Absorption λmax=343 nm, Sigma-Aldrich) mit der Endkonzentration von 10 µM 

und 0,25 µg/ml TRITC-Phalloidin (λex=540-545 nm, λem = 570-573 nm, Sigma-

Aldrich) für die Actinfärbung verwendet. Nach 20 min wäscht man wieder mit 

PBS. Bis zur Auswertung mit einem Arrayscan mit Bioapplication Morphology 

(Cellomics) können die Proben in PBS bei 4 °C gelag ert werden. 
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6.3.3.3 Proliferations-Assay 

Der Proliferations-Assay wurde in Freiburg bei der Firma Oncotest 

durchgeführt.  

 

Tabelle 28: Zusammensetzung des Zellmediums 

Medium Zusammensetzung 

Zellmedium 
RPMI 1640, 10 % FCS, 1 % Penicilin 

(10000 U/ml)/Streptomycin (10000 µg/ml) 

 

Bei der Bestimmung der Proliferationsrate der Zellen wird Propidiumiodid, ein 

Fluoreszenzfarbstoff, verwendet. Diese Substanz kann in die DNS toter Zellen 

interkalieren [125]. Durch eine Messung vor und nach dem Lysieren der Zellen, 

wird die Anzahl der lebenden Zellen zu den toten Zellen ins Verhältnis gesetzt. 

Basierend auf diesem Wert zusammen mit dem spezifischen 

Proliferationsfaktor der verschiedenen Zelllinien und der bestehenden 

Korrelation der Fluoreszenzunits mit der Zellzahl, kann die Wirkung der 

Inhibitoren auf die Proliferationsrate ermittelt werden [126]. 

Der Assay wird in 96-well Platten durchgeführt. Die verwendeten Zelllinien 

LXFA 526L und LXFL 1647L werden mit 5000 Zellen/Well ausgesät und 

anschließend für 24 h im Brutschrank kultiviert. Die Verbindung 50 wird in 10 

Konzentrationen beginnend bei 100 µM in DMSO/Medium dazugegeben 

(Abb. 92). Man verwendet Taxol, ein bekanntes Zytostatikum, als 

Positivkontrolle, die Negativkontrolle sind unbehandelte Zellen. 

 

 

 
Abbildung 92: Konzentrationen der verwendeten Verbindung 50 und Taxol 

 

EXP CTR raw data control

TYPE NAME NO FU file 0,00032 0,00316 0,01 0,0316 0,1 0,316228 1 3,16228 10 31,6228 100

LXFA 526L JA337A 1447 APR21_66 100 99 98 103 99 98 104 103 96 76 55
0,04 0,04 0,03 0,04 0,03 0,01 0,03 0,02 0,02 0,04 0,05

LXFL 1647L JB337A 1994 APR21_66 100 100 97 97 97 96 94 94 97 86 70
0,03 0,05 0,03 0,01 0,03 0,00 0,01 0,04 0,02 0,02 0,06

MEXF Melanoma, OVXF Ovarian, PRXF Prostate, PXF Pleuramesothelioma, RXF Renal, UXF Uterus Body, XF Miscellaneous Cancer Xenograft

XF Xenograft Freiburg derived cell line; CL Cell Line; BXF Bladder, CEXF Cervix, CXF Colorectal, GXF Gastric, LXF Lung, MAXF Breast,

Test/Control [%] at Drug Concentration [µM]       -        Coeffincient of VariationCELL LINE

EXP CTR raw data control

TYPE NAME NO FU file 9,5E-07 9,5E-06 3E-05 9E-05 0,0003 0,000949 0,003 0,00949 0,03 0,09487 0,3

LXFA 526L JA337B 1375 APR21_67 100 96 99 98 99 96 89 42 21 22 20
0,02 0,01 0,04 0,02 0,06 0,04 0,07 0,18 0,06 0,08 0,03

LXFL 1647L JB337B 1962 APR21_67 100 96 97 99 99 100 92 65 28 19 22
0,04 0,02 0,01 0,01 0,03 0,02 0,01 0,06 0,06 0,08 0,11

MEXF Melanoma, OVXF Ovarian, PRXF Prostate, PXF Pleuramesothelioma, RXF Renal, UXF Uterus Body, XF Miscellaneous Cancer Xenograft

XF Xenograft Freiburg derived cell line; CL Cell Line; BXF Bladder, CEXF Cervix, CXF Colorectal, GXF Gastric, LXF Lung, MAXF Breast,

Test/Control [%] at Drug Concentration [µM]       -        Coeffincient of VariationCELL LINE
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6.3.3.4 Durchführung des siRNA

Die Experimente wurden in Freiburg bei der 

Es werden vier verschiedene siRNA

Hs_PTPN11_1 (A), _5 (B), 

15 und 50 nM an den Zelllinien LXFA 526L und LXFL 1121L getestet. Nach 

Behandlung der Zellen we

10 %) aufgetrennt. Als Negativkontrolle w

mit den Reagenzien durchgeführt. Für den anschließenden Kolonie

die siRNA A verwendet (Kapitel 6.3.3.5

6.3.3.5 Softagar-Assay 

Der Softagar-Assay wurde in Freiburg bei der Firma Oncotest durchgeführt.

Der Softagar-Assay auch TCA (für Tumor Colony Assay) ist ein Modellsystem 

für das Wachsen und die Inhibition von Tumor

dreidimensionalen Raum 

basiertes Zellkultur-System verwendet, welches

von Tumor- und Stammzellen unterstützt (Abb.

Agaroseschicht (0,75 % Agarose) verhindert aufgrund

von Agarose das Wachstum der Zellen als Monolayer am Boden. Die nächste 

Schicht beinhaltet nur 0,4 % Agarose und wird als semisofte Schicht 

bezeichnet. Die Zellen können hier ihre Kolonien ausbilden. In die oberste 

Schicht wird die Verbindung in dreifacher Konzentration gegeben. Als Kontrolle 

wird 5-Fluorouracil (5-FU), ein bekanntes Zytostatikum, verwendet

 

Abb. 93: Schematischer Aufbau eines 

 

 

 

EXPERIMENTELLER 

Durchführung des siRNA-Experimentes 

Die Experimente wurden in Freiburg bei der Firma Oncotest durchgeführt.

ier verschiedene siRNA gegen SHP-2 (HP GenomeWide siRNA 

 _6 (C), _7 (D) von Quiagen) in den Konzentrationen 

den Zelllinien LXFA 526L und LXFL 1121L getestet. Nach 

erden die Zellen lysiert und mittels SDS

. Als Negativkontrolle wird eine Behandlung ohne siRNA 

durchgeführt. Für den anschließenden Kolonie

Kapitel 6.3.3.5) 

Assay wurde in Freiburg bei der Firma Oncotest durchgeführt.

Assay auch TCA (für Tumor Colony Assay) ist ein Modellsystem 

für das Wachsen und die Inhibition von Tumor- und Stammzellen im 

dreidimensionalen Raum [127]. Bei diesem Experiment wird ein

System verwendet, welches ausschließlich das Wachstum 

d Stammzellen unterstützt (Abb. 93). Die unterste 

Agaroseschicht (0,75 % Agarose) verhindert aufgrund der hohen Konzentration 

von Agarose das Wachstum der Zellen als Monolayer am Boden. Die nächste 

Schicht beinhaltet nur 0,4 % Agarose und wird als semisofte Schicht 

bezeichnet. Die Zellen können hier ihre Kolonien ausbilden. In die oberste 

Verbindung in dreifacher Konzentration gegeben. Als Kontrolle 

FU), ein bekanntes Zytostatikum, verwendet [128]

Schematischer Aufbau eines Softagar-Assays 

XPERIMENTELLER TEIL 

Firma Oncotest durchgeführt. 

(HP GenomeWide siRNA 

in den Konzentrationen 

den Zelllinien LXFA 526L und LXFL 1121L getestet. Nach 

SDS-PAGE (Gel 

eine Behandlung ohne siRNA nur 

durchgeführt. Für den anschließenden Kolonie-Assay wird 

Assay wurde in Freiburg bei der Firma Oncotest durchgeführt. 

Assay auch TCA (für Tumor Colony Assay) ist ein Modellsystem 

und Stammzellen im 

Bei diesem Experiment wird ein Agarose-

ausschließlich das Wachstum 

Die unterste 

der hohen Konzentration 

von Agarose das Wachstum der Zellen als Monolayer am Boden. Die nächste 

Schicht beinhaltet nur 0,4 % Agarose und wird als semisofte Schicht 

bezeichnet. Die Zellen können hier ihre Kolonien ausbilden. In die oberste 

Verbindung in dreifacher Konzentration gegeben. Als Kontrolle 

[128]. 
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Tabelle 29: Übersicht der verwendeten Produkte im Kolonieassay 

Lösung Zusammensetzung 

Enzymgemisch 

Collagenase Typ IV (41 U/ml), DNase I (125 U/ml), 
Hyaluronidase (100 U/ml), Dispase II (1,0 U/ml) in 
RPMI 1640-Medium (25 mM HEPES Puffer, mit 

L-Glutamin) 

Zellmedium 
IMDM (Iscove`s Modified Dulbeccos`s Medium) 

mit 20 % (v/v) fetalem Kälberserum, 
0,01 % (w/v) Gentamicin) 

Unterste Schicht  0,75 % (w/v) Bacto Agar in Zellmedium 
Mittlere Schicht  

(mit Zellen) 
4.104  Zellen in 0,2 ml Zellmedium mit 

0,4 % (w/v) Bacto Agar 
Oberste Schicht  

(mit Testverbindung) 
Testsubstanz (3-fache Konzentration) in 

Zellmedium 
2-(4-Iodophenyl) -3-(4-

Nitrophenyl)-5-
Phenyltetrazoliumchlorid 

(1 mg/ml, 100 µl/Well) 

 

Die Verbindungen 50 und 39 werden gegen das Lungen-Adenokarzinom 

Xenograft LXFL 526 und LXFL 1121 getestet. Solide humane Tumorxenografts 

wachsen subkutan in fortlaufenden Passagen auf Thymus aplastischen  

Nacktmäusen (NMRI nu/nu). Die Tumore werden unter sterilen Bedingungen 

den Mäusen entnommen, mechanisch zerkleinert und anschließend mit dem 

Enzymgemisch bei 37 °C für 45 min inkubiert. Die Ze llen werden anschließend 

durch Siebe (Maschenweiten: 200 µM und 50 µM) weiter vereinzelt und 

zweimal mit sterilem PBS-Puffer gewaschen. Mit Hilfe der Trypanblau-

Ausschlussmethode und einer Neubauer Zählkammer wird die Anzahl der 

vitalen Zellen bestimmt. 

Der Softagar-Assay wird in 24-Well Platten, variiert nach Hamburger und 

Salmon, durchgeführt [127]. Die untere Schicht wird 200 µl je Well ausplattiert. 

Die Zellschicht wird auf diese Schicht gegeben. Die Verbindung 50 und 39 

werden in DMSO nach 24 h im Medium dazugegeben (Endkonzentration: 

40 µM). Die Platten werden bei 37 °C und 7,5 % CO 2 für bis zu 20 Tage 

inkubiert. Während dieser Periode beobachtet man ein in vitro 

Koloniewachstum von > 50 µm im Durchmesser. Nach der maximalen 

Kolonieausbildung wird die Anzahl der Kolonien mit Hilfe eines automatisierten 

Bildananalysesystems (BIOREADER 5000 PRO-XI, Biosys GmbH) bestimmt. 

24 h vor der Evaluierung werden die lebenden Kolonien mit einer sterilen 
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wässrigen Lösung von 2-(4-Iodophenyl)-3-(4-Nitrophenyl)-5-Phenyl-

tetrazoliumchlorid gefärbt [129]. 

Der Kolonie-Assay gilt als auswertbar, wenn folgende Kriterien erfüllt werden: 

die Kontrollen müssen ≥ 20 Kolonien mit einen Durchmesser > 50 µm besitzen, 

der Abweichungskoeffizient der Kontroll-Wells jeder Platte muss ≤ 50 % 

aufweisen und die Positivkontrolle 5-Fluorouracil muss eine Reduktion der 

Koloniezahl < 30 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle aufweisen. 
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