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Abstract: Die Entwicklung von Resistenzen gegen Chemo-
therapeutika stellt eine der grçßten Herausforderungen der
Krebsforschung dar. Eine Mçglichkeit dieses Problem zu
umgehen ist, Chemotherapeutika zusammen mit Verbindun-
gen zu verabreichen, die Zellen gegen die Medikamente sen-
sibilisieren und Apoptose induzieren. Wir beschreiben die
Entdeckung einer neuen Substanzklasse (T8), die verschiedene
Krebszellen gegen subtoxische Konzentrationen von Etoposid
sensibilisiert. Durch Proteomanalysen konnte gezeigt werden,
dass die Proteindisulfidisomerase (PDI) das alleinige Ziel der
T8-Verbindungen ist. Detaillierte biologische und chemische
Studien wie die Optimierung der Molek�lstrukturen, Docking-
Analysen, Fluoreszenzmikroskopie und Apoptoseuntersu-
chungen belegen den Wirkmechanismus der reversiblen Inhi-
bition der PDI und zeigen eine erhçhte Stressantwort im en-
doplasmatischen Retikulum durch T8.

Resistenzen gegen�ber Medikamenten kçnnen bei Tumor-
zellen durch zahlreiche genetische und epigenetische Ver�n-
derungen hervorgerufen werden und dazu f�hren, dass
Apoptosesignalwege und die zellul�re Stressantwort im en-
doplasmatischen Retikulum (ER) nicht mehr korrekt ablau-
fen.[1] Durch ihr Wachstumsverhalten sind Krebszellen auf
eine erhçhte Proteinproduktion angewiesen und reagieren
auf den dadurch gesteigerten ER-Stress mit der Aktivierung
der „unfolded protein response“ (UPR), welche durch Cha-

perone wie der Proteindisulfidisomerase (PDI) herbeigef�hrt
wird.[1c,2]

Da Chaperone die Homçostase im ER erhalten und so
das �berleben und die Teilung von Krebszellen unterst�tzen,
liegt ein gesteigertes Interesse darin, diese Proteine zu inhi-
bieren und somit auch gegen Chemoresistenzen vorzugehen.
Die PDI ist dabei besonders in den Fokus geraten. K�rzlich
wurde zudem eine Kristallstruktur der oxidierten und redu-
zierten Form dieses Enzymes verçffentlicht.[3] Die Isomerase
ist in vier Dom�nen gegliedert, die mit a, a’ und b, b’ be-
zeichnet werden. a und a’ sind dabei katalytisch aktiv und
zeigen eine große Homologie zueinander. Die PDI katalysiert
den Austausch von Thiolen und Disulfiden sowohl intra- als
auch intermolekular[4] Das Enzym spielt nicht nur bei Krebs,
sondern auch im Zusammenhang vieler weiterer Krankheiten
eine entscheidende Rolle, was erst k�rzlich im Detail be-
sprochen wurde.[5] Obwohl in den letzten Jahren mehrere
Inhibitoren der PDI vorgestellt wurden,[6–12] zeigen die spe-
zifischeren Substanzen – 16F16, RB-11-ca, PACMA31 und P1
– eine pharmakologisch nachteilige irreversible Wirkungs-
weise. Wir stellen hier neuartige, reversible und hoch spezi-
fische PDI-Inhibitoren vor, die Tumorzellen f�r klassische
Chemotherapeutika sensibilisieren.

Substanzen aus einer kommerziell erh�ltlichen Sammlung
(Asinex) wurden in Kombination mit Etoposid in verschie-
denen humanen Krebslinien auf ihren chemosensibilisieren-
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den Effekt hin untersucht. Dabei zeigte sich T8 als vielver-
sprechende Leitstruktur. T8 f�hrt bei einer Mindestkonzen-
tration von 25 mm dosisabh�ngig in Kombination mit einer per
se nichttoxischen Konzentration von 500 nm Etoposid zu
einer erhçhten Apoptoserate der behandelten Leuk�mie-
zelllinie Jurkat und der humanen Brustkrebszelllinie MDA-
MB-231 (Abbildung 1A). Dar�ber hinaus zeigt sich in einem
Langzeit-Proliferationsversuch, dass das �berleben von
Jurkat-Zellen �ber mehrere Tage durch die gemeinsame
Gabe von Etoposid und T8 f�r nur 4 h synergistisch gehemmt
wird (Abbildung 1B). Das Wachstum verschiedener Karzi-
nomzelllinien, wie LNCAP (Prostata) oder PancTu1 und
L3.6pl (Pankreas), wurde durch die Kombinationstherapie
mit anderen Chemotherapeutika, zum Beispiel Doxorubicin
oder TRAIL, mit T8 stark inhibiert (Abbildungen S1 und S2).
Im Gegensatz dazu zeigte sich bei nicht transformierten hu-
manen Prim�rendothelzellen (HUVEC) weder ein antipro-
liferativer Effekt bei der Kombination von T8 mit Etoposid
noch mit Doxorubicin (Abbildung S3). Mittels Western-Blot
konnte gezeigt werden, dass durch Stimulation der Jurkat-

Zellen mit T8 in Kombination mit Etoposid wichtige Apop-
tosemarker, wie etwa die Spaltung von PARP, oder die Ak-
tivit�t von Caspase 3 und 9, signifikant gesteigert wurden
(Abbildung 1C). Eine Vorbehandlung mit dem Pan-Caspase-
Inhibitor zVADfmk hebt die Wirkung von T8 auf, was zeigt,
dass der chemosensibilisierende Effekt der Verbindung ab-
h�ngig von der Caspaseaktivit�t ist (Abbildung 1 D). Zu-
s�tzliche Daten belegen, dass die Wirksamkeit von T8 in
Kombination mit Etoposid auf eine erhçhte Caspase-3- und
Caspase-9-Aktivierung zur�ckzuf�hren ist (Abbildung S4).
Weiterhin unterdr�ckt T8 gemeinsam mit dem Topoisome-
rase-Inhibitor das Wachstum von Pankreaskarzinomzellen
(L3.6pl), welche auf die chorioallantoide Membran (CAM)
eines H�hnerembryos implantiert wurden (Abbildung 1E).
Repr�sentative Bilder der H�matoxylin/Eosin-F�rbung des
Gewebes verdeutlichen den antiproliferativen Effekt, den die
Kombinationstherapie aus T8 und Etoposid aufweist.

Um die Zielproteine von T8 identifizieren zu kçnnen,
wurde ABPP („activity-based protein profiling“) durchge-
f�hrt.[13] Dazu wurde das Grundger�st der Leitverbindung mit

Abbildung 1. T8 sensibilisiert Krebszelllinien gegen�ber der zytotoxischen Wirkung von Etoposid. A) Apoptose-Assay mittels FACS-Analyse; Mole-
k�lstruktur von T8. B) Langzeit-Proliferationsassay an nach Behandlung. C) Caspase-Aktivierung (Western-Blot-Experimente). D) Effekt der Caspa-
se-Inhibition durch zVADfmk. E) Einfluss von T8 auf das CAM-basierte Tumorwachstum (L3.6pl-Pankreaskarzinomzellen). ***p<0.001; *p<0.05.
# zeigt Synergie.
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Abbildung 2. Proteinmarkierung,
Zielidentifizierung und -validie-
rung. A) Molek�lstruktur der Pho-
tosonde JP04-042. Effekt auf die
Apoptose durch JP04-042 alleine
und in Kombination. # zeigt Syner-
gie. B) Markierung der rekombi-
nanten PDI mit JP04-042 und T8.
FM: Fluoreszenzmarker C) Experi-
menteller Aufbau der Arbeitsschrit-
te zur Zielidentifizierung. D) Kon-
zentrationsabh�ngige Markierung
von MDA-MB-231-Zellen mit JP04-
042. E) links: Verdr�ngungsstudi-
en: 20 mm Photosonde, ansteigen-
de Konzentrationen von T8 ; rechts:
zeitabh�ngige Markierung 100 mm

Sonde HeLa-Zellen. F) PDI F�r-
bung mit spez. Antikçrper (gr�n;
links) oder JP04-042 (rot; mittig).
�berlagerte Fluoreszenzaufnahmen
(rechts) zeigen Kolokalisation von
PDI mit JP04-042.
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einem terminalen Alkin und einer lichtreaktiven Gruppe
versehen(JP04-042, Abbildung 2A).

Interessanterweise f�hrten diese Modifikationen sogar zu
einer erhçhten chemosensibilisierenden Wirkung von JP04-
042 (Abbildung 2A, S4C).

Aufbauend darauf wurden die humanen Krebszelllinien
MDA-MB-231 und HeLa mit der Photosonde inkubiert. Die
Verbindung wurde durch UV-Bestrahlung in situ mit ihren
zellul�ren Zielen vernetzt. Nach der Zelllyse wurde ein
azidfunktionalisierter Rhodamin-Reporterfarbstoff mittels
Klick-Chemie[14] (CC) eingef�hrt, um potenzielle Zielmole-
k�le �ber Fluoreszenz nach einer Gelelektrophorese zu de-
tektieren (Abbildung 2C). Verschiedene Konzentrationen
von JP04-042 (Abbildung 2D) und Belichtungszeiten (Ab-
bildung 2 E, rechter Teil) wurden untersucht. Es zeigte sich
dabei eine dominante Proteinbande mit einem Molekular-
gewicht von etwa 63 kDa, die die Annahme nahelegt, dass die
Sonde fast ausschließlich ein zellul�res Zielprotein aufweist.
Um zu untersuchen, ob die Photosonde und das Ursprungs-
molek�l T8 dasselbe Zielmolek�l binden, wurde ein Ver-
dr�ngungsexperiment in HeLa-Zellen durchgef�hrt. Bei
einer unver�nderten Konzentration von JP04-042 wurde die
Konzentration von T8 variiert. Bereits ein 1.5-facher �ber-
schuss von T8 (30 mm) gegen�ber JP04-042 (20 mm) zeigte
eine Verringerung der Signalintensit�t der Proteinbande
(Abbildung 2E, linker Teil). Anschließend wurde zur Iden-
tifizierung der Zielmolek�le die Methode des SILAC heran-
gezogen und dazu MDA-MB-231-Brustkrebszellen mit
Aminos�uren markiert, die ein „schweres“ oder „mittel-
schweres“ unnat�rliches Isotopenmuster tragen. Nach UV-
Vernetzung und Zelllyse wurden durch CC entweder ein
Biotin-PEG-Azid oder ein trifunktioneller Linker einge-
f�hrt.[15] Markierte Proteine wurden durch einen Biotin-
Avidin-„Pull-down“ angereichert. Die Proteine wurden ent-
weder durch Gelelektrophorese aufgetrennt oder durch
tryptischen Verdau direkt f�r die Massenspektrometrie vor-
bereitet. Alle Experimente zeigten unabh�ngig voneinander,
dass die Proteindisulfidisomerase (PDI), bzw. einige ihrer
Isoformen, stark angereichert werden konnten. (Tabelle 1
zeigt eine Auswahl, die Tabellen S1–S4 enthalten die voll-
st�ndigen Listen und sind nach dem Anreicherungsfaktor
sortiert.) Zur Validierung der Zielstruktur konnte sowohl
eine Markierung rekombinant hergestellter PDI als auch
deren Inhibition in vitro durch JP04-042 gezeigt werden. Das
rekombinante Protein konnte mit der Sonde markiert werden
und das Fluoreszenzsignal verschwindet sowohl bei einer
Vorbehandlung mit T8 als auch durch Denaturierung des
Proteins mittels Hitzeeinwirkung. Dies legt nahe, dass die

Verbindungen spezifisch mit dem intakten, aktiven Enzym
wechselwirken (Abbildung 2B).

Um die PDI als potenzielles Zielprotein des T8-Derivates
JP04-042 zu verifizieren, wurde zudem eine Parallelf�rbung
von intakten Zellen mit der Sonde und einem proteinspezi-
fischen Antikçrper durchgef�hrt. Dazu wurden intakte
MDA-MB-231-Zellen mit der Sonde inkubiert und belichtet,
um das Molek�l kovalent an sein Zielprotein zu binden. Die
Zellen wurden fixiert. Zur Visualisierung von Sonde, Zell-
kern und potenziellem Zielprotein wurden CC, eine Hoechst
DNA-F�rbung und ein PDI-spezifischer Antikçrper ver-
wendet. Kontrollexperimente, bei denen nur die Reagentien
f�r die CC aber keine Sonde verwendet wurden, zeigten, dass
der Rhodaminfarbstoff ein �ußerst schwaches Hintergrund-
signal hervorruft (Abbildung S5). Die Kof�rbung des PDI-
spezifischen Antikçrpers mit der farbstoffmarkierten Sonde
weist darauf hin, dass JP04-042 an PDI bindet (Abbil-
dung 2F).

Um die Beziehung zwischen Struktur und Aktivit�t
(SAR) der von T8 abgeleiteten N-(1(2-(R2amino)-2-oxo-
ethyl)piperidin-4-yl)R1amid-Kernstruktur untersuchen zu
kçnnen, wurden verschiedene neue Analoga hergestellt, die
unterschiedliche Substitutionsmuster an den beiden aroma-
tischen Ringen tragen (Abbildung 3 A). Unter diesen Ver-
bindungen zeigte PS89, das eine große �hnlichkeit mit T8
aufweist und bei dem lediglich das Fluorid in R1 durch eine
Azidgruppe ersetzt wurde, die hçchste sensibilisierende Ak-
tivit�t aller Derivate in den Apoptoseuntersuchungen mit
Jurkat-Zellen (Abbildungen 3B und C). Dar�ber hinaus ist
die Verbindung, wie f�r PDI-Inhibition beschrieben, bei
Konzentrationen �ber 50 mm toxisch. Im Gegensatz dazu zeigt
PS88 keine synergistischen Effekte mit Etoposid, was nahe-
legt, dass die 3,4-Dimethyl-Substitution im R2-Ring weniger
vorteilhaft ist als die 2,6-Diethyl- oder 2-Propargylether-
Funktionalisierung, wie sie bei den aktiven Substanzen auf-
tritt. �hnliche Tendenzen sind auch in anderen Tumorzellen
zu beobachten. Dies ist f�r MDA-MB-231-Zellen in den
Abbildungen S4D und E gezeigt. Um nachzuweisen, dass
PS89 in Kombination mit Etoposid in Tumorzellen ER-Stress
hervorruft, wurden Western-Blot-Experimente durchgef�hrt.
Die Behandlung von MDA-MB-231-Zellen mit Etoposid und
PS89 f�hrt zu einer erhçhten Expression von Proteinen, die
eine entscheidende Rolle in der Signalweiterleitung von ER-
Stress spielen, wie beispielsweise p-eIF2a, BiP/GRP78 und
CHOP (Abbildung S6).

Um zu untersuchen, ob die Wechselwirkung von T8 und
den Derivaten mit der PDI zu einer Inhibition der enzyma-
tischen Aktivit�t f�hrt, wurde mit allen Substanzen ein In-

Tabelle 1: Ausgew�hlte Treffer aus den quantitativen Vollproteomanreicherungen und der Gel-basierten Analyse aus isotopenmarkierten MDA-MB-
231-Zellen.[a]

Uniprot ID Beschreibung x-fache Anreicherung
Sonde/DMSO

MW [kDa]

Gel-basiert Gel-frei, Replikat
1 2 3

P07237 Proteindisulfidisomerase 26 56 41 47 57.1
B3KQT9 cDNA PSEC0175 fis, Klon OVARC1000169, sehr �hnlich zu Proteindisulfidisomerase A3 18 13 11 27 54.1
P13667 Proteindisulfidisomerase A4 31 3 72.9

[a] Vollst�ndige Listen sind in den Hintergrundinformationen zu finden.
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sulinreduktionsassay[16] durchgef�hrt (Tabelle in Abbil-
dung 3A). Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass T8 ein
schwacher Inhibitor der PDI-Reduktaseaktivit�t unter diesen
Bedingungen ist. Die wirksameren Analoga, wie die Sonde
JP04-042 oder PS89 zeigten eine konzentrationsabh�ngige
Inhibition mit IC50-Werten von bis zu 15 mm.

Die unterschiedlichen Inhibitionseigenschaften konnten
durch molekulare Docking-Studien von JP04-42, PS89 und
T8 f�r die beiden katalytisch aktiven Dom�nen a und a’ und
deren weitere Umgebung (� 40 �) erkl�rt werden. Dabei
zeigten sich zwei bevorzugte Bindestellen in direkter N�he
(� 40 �) beider katalytischer Zentren (Abbildung S8). Eine
n�here Betrachtung der beiden Stellen zeigt erweiterte ex-
ponierte Furchen, die auf der Vorder- und R�ckseite der
katalytischen Cysteine liegen (Abbildung 4A und B, sowie
S9). Es gibt jedoch klare Unterschiede in den Bindungsei-
genschaften von JP04-42 und PS89 im Vergleich zu T8. Einige
der Dockingposen f�r die zehn energetisch besten Strukturen
von JP04-042 und PS89 zeigen, dass die Verbindungen das
katalytische Zentrum abschirmen, was wiederum eine Vor-
aussetzung f�r eine starke Inhibition ist. Im Gegensatz dazu
bindet T8 tief in die Furchen neben den katalytischen Zentren
(Abbildung 4C und D). JP04-42 und PS89 tragen einen
Azidsubstituenten, der perfekt in die elektrostatisch kom-

plement�re tiefe Nebentasche der Bindefurche vor den ka-
talytischen Zentren von a und a’ passt (Abbildung 4C und D,
sowie S10). Die Diethylphenyl-Gruppe von T8 hingegen
bindet bevorzugt an die hydrophobe Proteinwechselwir-
kungsstelle innerhalb der Bindefurche. Somit kann T8 als
allosterischer Inhibitor betrachtet werden, der die Substrat-
bindung beeintr�chtigt ohne dabei die katalytischen Cysteine
zu blockieren. Obwohl T8 eine andere Art der Bindung auf-
weist, �berlappt es teilweise in der Bindetasche mit JP04-42
und PS89, was die beobachtete Verdr�ngung des Inhibitors
(Abbildung 4C) erkl�rt. Dar�ber hinaus kçnnte diese an-
dersartige Bindung von T8 die Unterschiede in den IC50-
Werten bedingen, die im Insulinreduktionsassay bestimmt
wurden (siehe die Hintergrundinformationen).

Zusammenfassend charakterisieren also die eindeutige
Spezifit�t f�r die PDI, die bisher beispiellose Art der Inhibi-
tion und die starke Sensibilisierung von Krebszelllinien in
verschiedensten Experimenten T8 und dessen optimierte
Derivate als �ußerst vielversprechende Kandidaten f�r die
weitere pharmazeutische Testung. Die meisten der bisher
beschriebenen PDI-Inhibitoren binden das Enzym irreversi-
bel oder zeigen eine geringe Selektivit�t. Beide Faktoren sind
f�r eine medizinische Anwendung ung�nstig. Die außeror-
dentliche Spezifit�t und die reversible Wirkweise unserer T8-

Abbildung 3. T8-Derivate, Inhibition der rekombinanten PDI und Apoptose-Assays. A) Molek�lstrukturen weiterer T8-Derivate (PS83-PS89) und
entsprechende IC50-Werte f�r die In-vitro-PDI-Inhibition. B) Apoptose der T8 Derivate PS83-P89 in Jurkat-Zellen + /- Etoposid. C) PS89 f�hrt
dosisabh�ngig zur Apoptoseinduktion + /- Etoposid. # zeigt Synergie.
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Derivate sowie ihr Erfolg bei der Anwendung in unter-
schiedlichsten Tumor-basierten Modellen verst�rken deren
pharmakologisches Profil. Sie erf�llen zudem die Regeln von
Lipinski. Dar�ber hinaus bilden die detaillierte Analyse der
PDI-Bindung und die Untersuchung der entsprechenden
Apoptosesignalwege wichtige Grundlagen f�r die weiterf�h-
rende Untersuchung dieses Zielproteins in der Krebsfor-
schung.
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Abbildung 4. Docking-Experimente. Bindungsstellen nahe der katalytischen Zentren
der Dom�nen a A) and a’ B). Die beiden eingebetteten Bilder zeigen die hintere
(oben) und die vordere (unten) Bindefurche aus der jeweiligen Vorderansicht. Die
tiefen Taschen der Bindefurchen sind durch gr�ne Kreise hervorgehoben. C,D) Ge-
bundene Strukturen von JP04-042 (gr�n), PS89 (gelb), und T8 (gr�n) im katalyti-
schen Zentrum von, C) Dom�ne a, D) Dom�ne a’. F�r das Protein ist seine elektro-
statische Potentialoberfl�che gezeigt, die Liganden sind als gr�ne (JP04-042 und T8)
und gelbe (PS89) St�be mit elementspezifischen Farben wiedergegeben. Die Abbil-
dungen wurden unter Verwendung von VMD erstellt.
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