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1. Einleitung 
Aufgrund mikroskopischer Studien erkannte Theodor Schwann 1839, dass Tiere 

ebenso wie Pflanzen aus Zellen aufgebaut sind, kleinsten selbständig lebenden 

Einheiten [1]. Er postulierte, dass es sich bei der Zelle um ein allgemeines Struktur- 

und Entwicklungsprinzip der lebenden Materie handelt und begründete mit seiner 

Zelltheorie den Beginn der Zellbiologie. Um 1855 prägte Rudolf Virchow den Satz 

„omnis cellula e cellula“ (Zellen entstehen nur aus Zellen). Es wurde klar, dass die 

Entstehung zweier Tochterzellen aus einer Mutterzelle in hohem Maße reguliert sein 

muss. Die zentrale Instanz der Zellvermehrung ist der Zellzyklus, währenddessen 

eine Zelle verschiedene Stadien durchläuft, um sich und ihre Erbinformation 

schließlich während der Mitose zu verdoppeln. Diese Einsichten faszinieren Biologen, 

Chemiker und Mediziner bis heute, denn Fehler in diesen hochkonservierten 

Prozessen führen zu schwerwiegenden Erkrankungen, wie Krebs (siehe 1.2.1).  

Mitte des 20. Jahrhunderts wurde die DNA als Träger der Erbsubstanz von Zellen 

erkannt [2]. Daraus folgte die Erkenntnis, dass das Erbgut des Menschen aus ca. 

20.000-25.000 Genen besteht [3-5]. Im Gegensatz dazu besteht das Genom von Reis 

mehr als doppelt so viel Genen [6,7]. Aufgrund dessen erschloss sich, dass die 

Komplexität eines Organismus nicht einfach durch die Menge der Erbinformation 

definiert ist. So besitzen selbst komplette genetische Modelle klare Grenzen für die 

Erkennung und Behandlung von Krankheiten [8]. Das Proteom beschreibt die 

Gesamtheit aller Proteine zu einem bestimmten Zeitpunkt unter definierten 

Bedingungen, wobei Proteine durch DNA kodiert werden. Die statische Gensequenz 

gibt allerdings keine Information über das dynamische Proteom; sie zeigt z.B. nicht, 

welche Proteine interagieren, wie diese Interaktion stattfindet, wo ein Protein zu 

verschiedenen Bedingungen in einer Zelle lokalisiert ist, unter welchen Umständen es 

exprimiert wird oder welche posttranslationalen Modifikationen das Protein besitzt [9]. 

Die Komplexität eines Lebewesens muss also durch das dynamische Proteom 

erklärbar sein, was beim Menschen aus über 100.000 Proteinen besteht. Als zelluläre 

„Arbeitspferde“ ermöglichen Proteine verschiedene zelluläre Funktionen. So werden 

auch der Zellzyklus sowie die Mitose durch ein komplexes Netzwerk an Proteinen 

angetrieben und reguliert (siehe 1.2 und 1.3). Ein Verständnis der Proteinfunktionen 

ist also elementar für die Erkenntnis biologischer Zusammenhänge. Vom 

biomedizinischen Standpunkt aus sind Proteine, die in krankheitsrelevanten 

Prozessen involviert sind, interessante Biomoleküle. Dies wird anhand der derzeitig 
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mehrheitlichen Verwendung von Protein- und nicht Gen-gerichteten Medikamenten 

gestützt.  

1.1 Chemische Genetik  

In den letzten Jahren etablierte sich ein rapide wachsendes Forschungsfeld, die 

Chemische Genetik. Dieses ist ein systematischer Ansatz, um biologische 

Zusammenhänge mittels niedermolekularer Verbindungen als Werkzeuge aufzuklären  

[10,11]. Die Verwendung von chemischen Substanzen kann hierbei neben dem 

Verständnis von Proteinfunktionen zur Identifikation chemischer Wirkstoffkandidaten 

für die Modulation krankheitsrelevanter Proteinfunktionen führen. Letzteres wurde 

besonders durch den zunächst von Timothy J. Mitchison verwendeten Begriff 

Pharmakologische Genetik nahe legt [12].  

Der Begriff Chemische Genetik wurde von Stuart J. Schreiber um 1998 etabliert [11]. 

Er entstand in Anlehnung an den klassisch genetischen Ansatz, bei dem biologische 

Auswirkungen von Mutationen in Genen untersucht werden. Das Äquivalent der 

Mutation eines Gens wird bei dem chemisch genetischen Ansatz durch die 

Verwendung von niedermolekularen Substanzen induziert, welche als Modulatoren 

eines Proteins oder einer Proteinfunktion wirken.  

1.1.1 Klassische Genetik – Chemische Genetik 

Abhängig von der Art der Untersuchung werden chemisch genetische 

Untersuchungen analog zu der klassischen Genetik in vorwärts gerichtet und 

rückwärts gerichtet unterschieden [13-15]. Ein schematischer Vergleich dieser 

Ansätze in Gegenüberstellung zur klassischen Genetik ist in Abbildung 1 dargestellt. 

In der vorwärts gerichteten Chemischen Genetik werden Substanzen eingesetzt, um 

eine Veränderung des Phänotyps eines biologischen Testsystems zu verursachen. 

Schließlich wird das für den Phänotyp verantwortliche modulierte Protein identifiziert, 

um die molekulare Wirkung der Testsubstanz zu verstehen. Rückwärts gerichtete 

chemische Genetik hingegen nutzt zielgerichtet synthetisierte chemische Substanzen, 

welche die Funktion eines bestimmten Proteins modulieren sollen. Nachfolgend 

schließen sich Untersuchungen zu der physiologischen Aktivität der Substanz in 

phänotypischen Testsystemen an.  
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Proteins stören, ohne andere zu beeinflussen. Außerdem es ist möglich, die 

biologische Funktion eines essentiellen Proteins durch subletale Dosen der Substanz 

zu untersuchen [14,17]. Weitere Vorteile des chemisch genetischen Ansatzes sind 

zeitliche Kontrolle und in den meisten Fällen eine Reversibilität der modulierten 

Proteinfunktion durch Entfernung der Substanz [13,14]. Substanzen mit interessantem 

Aktivitätsprofil können des Weiteren möglicherweise in der medikamentösen 

Behandlung von diversen Krankheiten eingesetzt werden und tragen somit zur 

Wirkstofffindung bei. 

Einer der größten Vorteile der klassischen Genetik gegenüber der Chemischen 

Genetik ist zum einen die generelle Anwendbarkeit und zum anderen die Spezifität 

eines knockouts, der theoretisch für jedes beliebige Gen durchgeführt werden kann, 

sofern die Sequenz des Genoms für den betreffenden Organismus bekannt ist. Von 

diesen Möglichkeiten ist die Chemische Genetik zurzeit weit entfernt: Chemische 

Substanzen besitzen oft unspezifische sekundäre Effekte, bei denen andere Proteine, 

als das primäre Zielprotein gebunden werden. Dieses kann die biologische Analyse 

des Zielproteins sehr erschweren und außerdem zu toxischen Effekten führen. [14,17-

19]. Weiterhin sind nur für eine kleine Anzahl an Proteinen zur Zeit spezifische 

Bindungspartner identifiziert worden [15,19]. Die Chemische Genomik beschreibt die 

enorme Herausforderung, für jedes Genprodukt ein spezifisches bindendes Molekül 

zu identifizieren, um sich neben der klassischen Genomik zu etablieren [10,15].  

Es ist eine Frage der Aufgabenstellung, ob der vorwärts gerichtete oder der rückwärts 

gerichtete chemisch genetische Ansatz für eine biologische Fragestellung genutzt  

wird. Beide Ansätze werden mit großem Erfolg in der Chemischen Genetik verwendet. 

Hierbei sei auf diverse Übersichtsartikel verwiesen [10,14,20]. Der in dieser Arbeit 

verwendete vorwärts gerichtete Ansatz besitzt folgende Vorteile:  

a) Bioaktive Substanzen werden durch die Nutzung Phänotyp-basierter 

Testsysteme vorvalidiert, indem nur zellpermeable Wirkstoffe identifiziert 

werden. 

b) Ein eventueller Effekt der Testsubstanz auf ein Protein wird direkt im 

physiologischen Kontext beobachtet. 

c) Es können chemische Modulatoren von Proteinen identifiziert werden, für 

die kein Bindungspartner bekannt ist. 

d) Es können neuartige chemische Modulatoren für bekannte, biologisch 

interessante  Proteine und Prozesse identifiziert werden. 

Da die eventuelle Bioaktivität einer Substanz, wie erwähnt, nicht vorhersehbar ist, 

müssen solche Wirkstoffe unter einer größeren Anzahl von Substanzen identifiziert 

werden. Schlüsselfaktoren hierfür sind daher sowohl die Zusammensetzung der 
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sogenannten Substanzbibiliothek (siehe 1.1.2) als auch Screens (Testsysteme), 

welche die Substanzen mit der gewünschten Aktivität erkennen (siehe 1.1.3) [19]. Als 

größte Herausforderung des vorwärts gerichteten Ansatzes gilt die Identifikation des 

molekularen Ziels einer bioaktiven Testsubstanz [21] (siehe 1.1.4).  

1.1.2 Die Substanzbibliothek 

Ein sinnvoller Aufbau der  Substanzbibliothek ist essentiell für die Chemische Genetik, 

um eine möglichst große Anzahl an bioaktiven Verbindungen zu erhalten. Der 

„chemische Raum“ wirkstoffartiger Substanzen beschreibt die Menge an chemischen 

Verbindungen, die prinzipiell synthetisiert werden können. Berechnungen haben 

ergeben, dass eine theoretische Anzahl von 1063 Wirkstoffartiger Substanzen  existiert 

[22,23]. Jedoch besitzt nur eine kleine Fraktion dieser Substanzen Bioaktivität. [24]. 

Da Ende der 80er und Anfang der 90er Jahre des letzten Jahrhunderts große 

Fortschritte in der kombinatorischen Synthese chemischer Verbindungen erreicht 

wurden und auch die biologische Testung dieser Substanzen automatisiert werden 

konnte, setzte die Pharmaindustrie auf die Erstellung großer Substanzbibliotheken, 

bestehend aus mehreren 100.000 bis zu Millionen Verbindungen [25]. Die Kriterien für 

die Auswahl und Synthese waren neben der geringen Molekülgröße außerdem die 

chemische Zugänglichkeit. Jedoch wies nur eine geringe Anzahl dieser Substanzen 

Bioaktivität auf, was im Gegensatz zur relativ großen Anzahl bioaktiver Substanzen 

aus Naturstoffen zusammengestellten Substanzbibliotheken stand [26]. Man kam zu 

der Erkenntnis, dass es intrinsische strukturelle Unterschiede zwischen Naturstoffen 

und synthetischen Molekülen gibt [27]. In den synthetischen Substanzbibliotheken 

fehlte die Komplexität der Naturstoffe, welche multiple stereogene Zentren, 

heterozyklische Substituenten und polyzyklische Strukturen besitzen. Es wurde klar, 

dass die Evolution eine effiziente Selektion von bioaktiven Strukturmotiven betrieben 

hat. Naturstoffe können als eine Population von privilegierten Strukturen gesehen 

werden, die spezifisch mit einer großen Vielfalt an Proteinen und anderen 

Zielmolekülen für spezielle Aufgaben interagieren [28,29]. Dieses wird dadurch 

deutlich, dass 63% der derzeitigen im klinischen Einsatz befindlichen 

niedermolekularen Verbindungen reine Naturstoffe oder durch chemische Modifikation 

von diesen abgeleitet sind. Bei der Behandlung von Krebs beträgt diese Anzahl sogar 

79,8% [25,30].  

Auch wenn in der Chemischen Genetik nicht wie in der Pharmaindustrie 

ausschließlich potentielle Wirkstoffe gegen Krankheiten gesucht werden, sind diese 

Prinzipien ebenso auf das Ziel übertragbar, chemische Substanzen als molekulare 

Sonden zur Aufklärung biologischer Zusammenhänge zu verwenden. Aufgrund der 
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Erfahrungen mit den synthetischen Substanzbibliotheken wurden chemische 

Strategien entwickelt, um Substanzen mit der beschriebenen strukturellen Komplexität 

der Naturstoffe zu synthetisieren. Diese Substanzbibliotheken sollten den chemischen 

Raum bioaktiver Verbindungen bestmöglich abdecken. Schreiber et al. entwickelten 

das Konzept DOS (Diversität orientierte Synthese) [31]. DOS konzentriert sich auf die 

Herstellung von strukturell diversen und komplexen Substanzbibliotheken. Hierbei 

wird von einfachem Ausgangsmaterial gestartet, um schließlich strukturell 

divergierende Substanzen zu erhalten [32]. Wie vergleichende Studien einer 

Bibliothek aus strukturell komplexen Makroliden mit ihren einfacheren 

Vorgängerstrukturen zeigten, erhöht eine vergrößerte Komplexität die Bioaktivität [33]. 

Des Weiteren zeigten die weniger komplexen Derivate Bioaktivität in verschiedenen 

Testsystemen. Neben einer vergrößerten Anzahl aktiver Substanzen scheinen also 

Substanzbibliotheken, die nach dem DOS-Prinzip erstellt wurden, eine erhöhte 

Selektivität und Spezifität gegenüber ihrem molekularen Ziel zu besitzen. Die große 

Anzahl an Veröffentlichungen mit dem Term diversity oriented synthesis zeigt den 

Erfolg dieses Ansatzes. Mit BIOS (Biologie orientierte Synthese) führten Waldmann 

und Mitarbeiter eine weitere Strategie ein [34]. Die Synthese von Substanzen 

fokussiert sich hierbei auf die Regionen des chemischen Raumes, die mit biologischer 

Aktivität in Zusammenhang stehen. Naturstoffe werden als evolutionär prävalidierte 

Strukturen betrachtet und ihre Grundgerüste als Ausgangsmaterial für die Synthese 

von Naturstoff-basierten Substanzbibliotheken mit fokussierter Diversität verwendet. 

Neben Naturstoffen kann dieses Prinzip auf andersartige pharmakologisch wirksame 

Substanzen mit bekannter Bioaktivität ausgedehnt werden [35-37]. BIOS basiert auf 

zwei Konzepten, die von Waldmann und Mitarbeitern entwickelt wurden. In dem 

ersten Konzept wurde ein scaffold tree, eine hierarchische Korrelation der Strukturen 

von Naturstoffen, erschaffen. Das daraus resultierende Diagramm zeigt eine 

strukturelle Klassifikation von Naturstoffen (SCONP) und erlaubt eine Klassifikation 

von Substanzen und Navigation innerhalb des biologisch relevanten chemischen 

Raumes [38]. Durch eine reduktionistische Herangehensweise wurden die Strukturen 

von Naturstoffen anhand diverser chemischer Regeln in ihre Grundgerüste aufgeteilt. 

Hierbei zeigte sich, dass die Anzahl an Grundstrukturen innerhalb bioaktiver 

Naturstoffe limitiert und konserviert ist. Der scaffold tree repräsentiert in der 

Chemischen Genetik biologisch relevante Grundstrukturen, die als Ausgangspunkte 

für die Synthese Naturstoff-basierter Substanzbibliotheken dienen. Das zweite 

Konzept ist das protein structure similarity clustering (PSSC) [39]. Analog zu der 

Klassifikation von Naturstoffen durch den scaffold tree werden beim PSSC evolutionär 

konservierte Proteinstrukturen kartiert. Auf der Grundlage von Proteinen mit 
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bekannten chemischen Liganden ist es hierbei das Ziel, Inhibitoren und Liganden zu 

synthetisieren, die strukturell verwandte Proteine binden. Diese Substanzen können 

somit zur näheren Untersuchung dieser Proteine dienen. Aufgrund der Fokussierung 

auf das molekulare Ziel hat dieser Ansatz großes Potential bei rückwärts gerichteten 

chemisch genetischen Untersuchungen. Biologische Studien von Waldmann und 

Mitarbeitern zeigten bereits, dass die BIOS-Strategie ein vielversprechender Ansatz 

zu einer quantitativen und qualitativen Erhöhung der Bioaktivität von 

Substanzbibliotheken ist [32,37]. 

1.1.3 Der zelluläre Screen  

Um bioaktive Substanzen innerhalb einer Substanzbibliothek zu identifizieren, muss 

zunächst ein geeigneter Screen (Testsystem) gewählt werden. Dieses entspricht bei 

dem vorwärts gerichteten chemisch genetischen Ansatz einem zellulären System, 

welches möglichst große physiologische Relevanz aufweisen sollte. Generell sind 

Organismen, also multizelluläre Systeme, physiologisch relevanter als einzelne 

Zellen. Doch obwohl es in jüngster Zeit große Fortschritte in dem Screening mit 

mehrzelligen Organismen, wie Zebrafischen, Pflanzen und Nematoden gibt [40], 

handelt es sich hierbei um Organismen mit geringer Ähnlichkeit zu dem Genom und 

Proteom des Menschen [41]. Daher ist es unwahrscheinlich, in solchen Modellen 

Wirkstoffe zu identifizieren, die aktiv im menschlichen Körper sind und somit auch 

potentiell in der Behandlung von Krankheiten eingesetzt werden können [41]. Aus 

diesem Grund werden meistens unizelluläre Systeme, wie Säugetier-Zellen als 

Screening-Modell verwendet, die hohe Ähnlichkeit zu denen des Menschen 

aufweisen. Um eine  große Anzahl an Substanzen im Format eines Screens zu 

untersuchen, muss dieses Modell in hohem Durchsatz verwendbar sein. Hierfür 

werden typischerweise Mikrotiterplatten verwendet (Abbildung 2A). In diesen 

miniaturisierten Formaten können mehrere Wirkstoffe parallel untersucht werden, um 

die Wirkstoffsuche zu beschleunigen. Die Miniaturisierung des Ansatzes ist hierbei 

nicht beliebig erweiterbar. Während in biochemischen Testsystemen aufgrund der 

Homogenität chemischer Reaktionen eine Miniaturisierung einfacher durchzuführen 

ist, führt dieses in zellbasierten Testsystemen zu einer Reduktion der Zellzahl, was 

die Analyse ab einem gewissen Punkt sehr erschweren kann [42]. Es ist wichtig, dass 

die Ergebnisse eines Screens reproduzierbar sind. Außerdem sollten, falls vorhanden, 

Positivkontrollen verwendet werden, die eine Referenz für den gesuchten Effekt 

darstellen [14,40,42].  

Zelluläre Veränderungen können im Format eines Screens durch verschiedene 

methodische Ansätze bestimmt werden (Abbildung 2 B-D). Abhängig von der  
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biologischen Fragestellung besitzen die verschiedenen Ansätze Vor- und Nachteile. 

Zytoblot-Assays und Reportergen-Assays bestimmen das Vorkommen eines 

bestimmten Gens oder Proteins als Marker. Diese Ansätze besitzen somit z.B. großes 

Potential in der Untersuchung von Signalwegen. Mit dem Zytoblot-Assay  können 

durch Immunodetektion Zellzustände wie die Phosphorylierung eines bestimmten 

Proteins in hohem Durchsatz analysiert werden [43]. Bei dem Reportergen-Assay 

handelt es sich um ein zumeist Lumineszenz-basiertes Testsystem, welches in 

hohem Durchsatz die Expression eines bestimmten Reporterproteins durch 

enzymatische Luciferase-Aktivität anzeigt. Bei diesem Ansatz sollte man sich der 

Gefahr bewusst sein, dass auch solche Substanzen identifiziert werden, welche direkt 

die Luciferase-Reaktion modulieren, was zu einer beträchtlichen Anzahl falsch 

positiver Treffer führen kann [44-46].  
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Informationsweitergabe zu erläutern, beschreibt passend die Stärke des Mikroskopie-

basierten Screenings (Abbildung 2D) [47]. Durch Fluoreszenzmikroskopie kann 

praktisch jede physiologische Veränderung einzelner Zellen analysiert werden [48]. Im 

Gegensatz zu anderen Herangehensweisen, wie dem Zytoblot und den Reportergen-

Assays können sowohl unerwünschte Wirkungen wie z.B. Zytotoxizität einer 

Testsubstanz als auch unerwartete, interessante Veränderungen der Zellphysiologie 

und Zellmorphologie enthüllt werden, die bei dem Design des Systems nicht 

antizipiert wurden. [47,48]. Außerdem ist eine Kombination von bis zu vier 

Fluoreszenzfarbstoffen möglich, was die Analyse mehrerer zellulärer Parameter 

gleichzeitig ermöglicht [49]. Fluoreszenzmikroskopie ist hochsensitiv, so dass geringe 

Zellzahlen für den Screen ausreichen und auch wenig exprimierte Biomoleküle 

detektiert werden können [48]. Zurzeit stellt Fluoreszenzmikroskopie wahrscheinlich 

die beste Strategie des zellbasierten Screenings dar, um eine große Spannweite an 

Bioaktivitäten einer Substanzbibliothek aufzudecken. Dieses beinhaltet auch typische 

Veränderungen in der Zellmorphologie, wie sie z.B. in der Mitose auftreten (siehe 

1.3). Daher besitzt dieser Ansatz großes Potential in der Identifikation von Mitose 

modulierenden Substanzen, die sowohl im Zentrum der Krebsforschung, als auch 

dieser Arbeit stehen. Wegen des großen Informationsgehaltes wird ein zellulärer, 

Mikroskopie basierter Screen auch High Content Screen genannt [48,50].  

Als High Content Screening Methode der Zukunft besitzt die Durchflusszytometrie 

aufgrund von Verbesserungen im Durchsatz der Testproben großes Potential [51,52]. 

Hierdurch können bis zu 17 Proteine mittels FACS (fluorescence activated cell 

sorting) parallel untersucht werden [53]. 

Das klassisches Beispiel für den Erfolg des zellbasierten Screenings ist die 

Identifikation des Wirkstoffes Monastrol durch eine Kombination der Zytoblot-Methode 

mit dem High Content Screening [54]. Hierdurch wurde zunächst erkannt, dass der 

Wirkstoff strukturelle Anomalitäten des mitotischen Spindelapparates verursachte. 

Aufgrund wissenschaftlich fundierter Schätzungen mit Hilfe bereits beschriebener 

Proteinfunktionen gelangte die Forschungsgruppe von T.J. Mitchison zu der 

Annahme, mitotische Kinesine seien mögliche Zielproteine dieser Substanz. Im 

weiteren Verlauf konnte das Kinesin Eg5 als Zielprotein dieser Substanz identifiziert 

werden. Dieses Beispiel zeigt, dass die Identifikation einer Substanz durch zelluläres 

Screening nur einen Anhaltspunkt seiner physiologischen Wirkungsweise gibt und 

eine große Anzahl möglicher Zielproteine verbleiben. Daher schließt sich nach dem 

zellulären Screening im vorwärts gerichteten Ansatz die Identifikation des Zielproteins 

an, um in Korrelation zu dem Phänotyp die molekulare Wirkung der Substanz zu 

verstehen. 
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1.1.4 Die Identifikation und Validierung des Zielproteins einer Substanz 

Die Identifikation und Validierung des Zielproteins ist der schwierigste und 

zeitintensivste Schritt des vorwärts gerichteten chemisch genetischen Ansatzes. 

Hierfür gibt es bislang keine generelle Strategie [21]. Die Bewertung des weiteren 

Vorgehens nach dem zellbasierten Screening sollte daher individuell für jedes 

bioaktive Molekül erfolgen.  

Die affinitätsbasierte Aufreinigung (pulldown) ist der klassische Weg zur Identifikation 

des Zielproteins einer Substanz [55]. Hierfür wird die Testsubstanz auf einem 

Trägermaterial immobilisiert. Hierauf erfolgt eine Inkubation mit zellulären 

Proteinextrakten, was die Bindung potentieller Zielproteine der Substanz erlaubt. In 

der Folge werden unspezifisch gebundene Proteine durch eine Serie von 

Waschschritten eluiert. Bei geeigneten Bedingungen wird die Interaktion spezifisch 

gebundener Proteine mit der Testsubstanz aufgelöst. Die folgende Identifikation der 

gebundenen Proteine erfolgt zumeist über massenspektrometrische Analyse nach 

Größenauftrennung der Proteine mittels SDS-Gelelektrophorese und proteolytischem 

Verdau mit Proteasen, wie Trypsin [56,57]. Potentielle Zielproteine lassen sich durch 

einen Sequenzabgleich der tryptischen Peptide mit einer Proteindatenbank 

identifizieren. 

Eine erfolgreiche Variante dieses Ansatzes ist die komparative Affinitätsaufreinigung 

[58]. Hierbei wird ein weiterer pulldown mit einem strukturell ähnlichem und nicht 

bioaktivem Analogon des zu untersuchenden Molekül durchgeführt. Durch einen 

Vergleich der gebundenen Peptide von der Testsubstanz mit den von der 

Kontrollsubstanz gebundenen können somit Proteine, die an beiden Substanzen 

binden, als unspezifische Liganden betrachtet werden, während potentielle 

Zielproteine exklusiv an die bioaktiven Substanz binden sollten. In der Praxis ist es 

jedoch oft schwierig, eine strukturähnliche Kontrollsubstanz zu identifizieren, die 

keinerlei Bioaktivität aufweist und somit besteht die Gefahr, dass tatsächliche 

Zielproteine in geringerem Maße auch in dem Kontrollansatz identifiziert werden. 

Dadurch kann es vorkommen, dass tatsächliche Zielproteine einer Substanz 

fälschlicherweise als unspezifische Bindungspartner charakterisiert werden [59]. Aus 

diesem Grund ist es z.B. besonders schwierig, mit dieser Methode Zielproteine zu 

identifizieren, die in der Zelle hochexprimiert sind und daher großes Potential haben, 

in gewissem Maße unspezifische Bindungen einzugehen. Diese Sichtweise kann 

auch umgekehrt werden: besitzen sowohl die Test-, als auch die Kontrollsubstanz 

eine gewisse Affinität für das Zielprotein könnte dieses durch eine 

massenspektrometrische Identifikation in beiden Ansätzen maskiert sein.  
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Aufgrund der Einschränkungen der klassischen komparativen Affinitätsaufreinigung 

entwickelten sich Methoden, mit denen Bindung der aktiven Substanz und der 

inaktiven Substanz an Proteine nicht nur qualitativ sondern auch quantitativ bewertet 

werden kann. Eine Kombination von isotopenmarkierten Aminosäuren mit der 

komparativen Affinitätsaufreinigung zeigte bereits großes Potential, solche 

Bindungsunterschiede zu quantifizieren. [60]. Es gibt verschiedene Strategien der 

Isotopenmarkierung von Aminosäuren. Hierbei ist SILAC (Stable Isotope Labelling of 

Amino Acids In Cell Culture) [61] eine Weiterentwicklung der Methode  ICAT (Isotope 

Coded Affinity Tags) [62,63]. Ein Vergleich der Anwendung beider Methoden in der 

komparativen Affinitätsaufreinigung wird in  Abbildung 3 dargestellt. Bei beiden 

Strategien werden Peptide oder Proteine entweder mit schweren (heavy) oder 

leichten (light) Isotopen markiert. Nach einer komparativen Affinitätsaufreinigung mit 

aktiver und inaktiver Substanz können somit gebundene Peptid- bzw. Proteinmengen 

aufgrund der charakteristischen Massenunterschiede der Isotope mittels 

massenspektrometrischer Analyse relativ quantifiziert werden [60,64]. Die 

Isotopenmarkierung bei den Methoden geschieht auf unterschiedlichen Ebenen. Bei 

ICAT werden zuvor reduzierte Cysteinreste  gebundener Peptide mittels  Reagenzien 

isotopenmarkiert. Dieses wird nach der Affinitätsauffreinigung durchgeführt. Hingegen 

wird bei der Methode SILAC das zelluläre Proteom durch den Einbau 

isotopenschwerer oder leichter Aminosäuren während der Zellkultur markiert, worauf 

die Affinitätsaufreinigung folgt. Der SILAC-Ansatz hat gegenüber ICAT mehrere 

Vorteile, wie z.B. die erhöhte Effizienz durch die Markierung des Proteoms, wodurch 

keine Varianzen zwischen verschiedenen Proben auftreten und die Möglichkeit, 

Proteine mit wenigen oder keinen Cysteinresten nachzuweisen [65]. Mit ITRAQ 

existiert eine weitere Abwandlung von ICAT. Wie dort werden chemische 

Verbindungen zur Markierung von Peptiden eingesetzt. Hierbei ist es jedoch möglich, 

die Bindungseigenschaften von acht Substanzen parallel zu untersuchen [66,67].  
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Die beschriebenen Methoden der Affinitätsreinigung benötigen zumeist eine 

chemische Modifikation der Testsubstanz, die ihre Immobilisation auf einem 

Trägermaterial ermöglicht. Hierbei ist es jedoch möglich, dass dieses zu einem 

Verlust der Bioaktivität der Testsubstanz führt. In vielen Fällen ist daher die 

chemische Veränderung der Substanz nicht möglich. In diesem Fall müssen 

alternative Methoden zur Identifikation der Zielproteine einer Substanz angewendet 

werden. Besonders erwähnenswert sind gentechnische Methoden wie das 

haploinsufficency profiling, bei der keine Modulation der Testsubstanz notwendig ist 

[68]. Bei weiteren genetischen Ansätzen wie dem Phagen-Display  und dem Hefe-3-

Hybrid System sind Schritte der Affinitätsaufreinigung potentieller Zielproteine einer 

Substanz mit eingeschlossen [69]. Der Vorteil ist eine hieraus hervorgehende 

künstliche Erhöhung der relativen zellulären Menge des Zielproteins, was besonders 

bei der Identifikation von gering exprimierten Proteinen Vorteile haben kann [58].  

Weil das Verständnis der Biologie größer wird, können durch wissenschaftlich 

fundierte Schätzungen, wie im bereits beschriebenen Fall des Kinesin-Inhibitors 

Monastrol (siehe 1.1.3), Zielproteine identifiziert werden. In diesen Fällen können die 

möglichen Zielproteine durch Testansätze mit sich reduzierender Komplexität 

sequentiell eingeschränkt werden und das Zielprotein durch direkte biologische oder 

biochemische Tests schließlich bestätigt werden [70]. Ein weiteres Beispiel für diesen 

Ansatz ist die Identifikation von Tubulin als Zielprotein von Taxol mit Hilfe des 

bekannten Effekts des Wirkstoffes Colchicin auf das Protein [71,72]. Eine 

Verwendung dieses Ansatzes ist empfehlenswert, da hierdurch keine Modifikation der 

Substanz benötigt wird und er insbesondere in Kombination mit direkten Methoden 

wie der Affinitätschromatografie zur Validierung des Zielproteins einer Substanz 

beitragen kann. Weitere Möglichkeiten, ein potentielles Zielprotein im physiologischen 

Kontext zu validieren, ist die siRNA Technologie, bei der ein knockdown des Protein 

kodierenden Gens durchgeführt wird. Eine Validierung des Zielproteins wäre hierbei 

durch die Induktion eines ähnlichen Phänotyps wie nach der Substanzapplikation 

aufgezeigt. Die direkte Bindung einer Substanz an ein Protein kann durch 

biochemische Tests wie die Oberflächenplasmonenresonanz-Spektroskopie validiert 

werden. Falls die Proteinstruktur des potentiellen Zielproteins bekannt ist, können 

mittels in silico Studien molekulare Modelle des Protein-Substanz-Komplexes erstellt 

werden, um die Bindung zu verstehen und potentielle mit der Testsubstanz 

interagierende Aminosäuren zu erkennen.  
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1.2 Der Zellzyklus  

Die Zelle durchläuft während des Zellzyklus eine große Umstrukturierung ihrer 

Bestandteile mit dem Ziel der Zellvermehrung. Der Zellzyklus lässt sich in 4 

individuelle Phasen einordnen: In der S-Phase (Synthese) wird das Genmaterial 

repliziert, um für beide Tochterzellen Kopien zu erstellen. Innerhalb der G2-Phase 

werden Makromoleküle synthetisiert und die Zelle verdoppelt praktisch ihre Größe. 

Während der M-Phase (Mitose) zerfällt die Kernhülle der Mutterzelle und die einander 

entsprechenden Chromosomen werden zu gegenüberliegenden Polen der Zelle 

gezogen. Dabei wird jede Gruppe von Tochterchromosomen von einer neu gebildeten 

Kernhülle umgeben. Schließlich teilt sich die Zelle, so dass zwei Tochterzellen 

entstehen. Nachdem die Zelle die Mitose durchlaufen hat, kann sie wieder in die G1-

Phase eintreten, in der zelluläre Vorbereitungen für die nächste Zellteilung getroffen 

werden. G1-, S- und G2-Phase werden auch oft Interphase genannt, während in der 

Mitose (M-Phase) solch große zelluläre Umstrukturierungen stattfinden, dass sie 

selbst in mehrere Phasen unterteilt werden kann (siehe 1.3 und Abbildung 4). 

Die während des Zellzyklus ablaufenden Vorgänge werden durch ein komplexes 

molekulares Netzwerk reguliert. Nach einer entsprechenden Vergrößerung der 

Zellmasse muss sichergestellt werden, dass eine Zelle ihr komplettes Genom 

fehlerfrei dupliziert und während der Zellteilung zu gleichen Teilen an die 

Tochterzellen weitergibt. Eine gesunde Zelle besitzt daher diverse Kontrollpunkte, die 

ein Eintreten in die folgende Phase verhindern, bevor die vorherige erfolgreich 

beendet wurde [73]. Können Schäden nicht beseitigt werden, unterläuft eine solche 

Zelle den programmierten Zelltod, die Apoptose. Kontrollpunkte sind in mehreren 

Phasen des Zellzyklus zu finden. Eventuelle Schäden an der DNA werden am G1-

Phase Kontrollpunkt überprüft, ehe der S-Phase Kontrollpunkt den Zellzyklus für die 

Dauer der Reparatur defekter DNA verzögert [74]. Diese Kontrollpunkte werden 

häufig als G1/S Kontrollpunkt zusammengefasst. Der nachfolgende G2-Kontrollpunkt 

sichert die vollständige Replikation des Genmaterials ab, bevor die Zelle in die Mitose 

übergeht. Eine sehr effiziente Kontrolle ist der Spindelkontrollpunkt in der Metaphase 

der Mitose. Hierdurch wird kontrolliert, ob die Chromosomen über ihre 

Anhaftungsstellen, die sogenannten Kinetochore, in korrekter Weise mit den bipolaren 

Spindel-Mikrotubuli verbunden sind. Ist dies der Fall, kann der Zellzyklus mit der 

Anaphase fortgeführt werden [75]. Erkennen die zellulären Regulatoren entweder 

Fehler in der G2-oder der M-Phase wird der resultierende Zellzyklusarrest als G2/M 

Arrest bezeichnet. 

Schlüsselproteine in der Regulation des Zellzyklus sind die CDKs (cyclin dependent 

kinases) mit ihren regulatorischen Proteinen, den Cyclinen [76]. Die CDKs wirken als 
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Motoren des Zellzyklus, die sein Voranschreiten durch die verschiedenen Phasen 

ermöglichen. Die Kinasen sind nur im Komplex mit Cyclinen aktiv und bilden daher mit 

ihnen, um zusammen als Kontrollschalter des Zellzyklus zu fungieren. Das 

Zusammenspiel wird durch eine komplexe Regulation duch posttranslationale 

Modifikation ermöglicht, bei der die Cycline von den CDKs über Phosphorylierung 

aktiviert werden. Die Konzentration der Cycline wird hierbei anhand verschiedener 

Mechanismen reguliert: Ubiquitinierung verursacht den Abbau der Proteine, und 

Cyclin-Expression kann durch Wachstumsfaktoren reguliert werden. Aufgrund dieser 

koordinierten Kontrolle kann die Aktivität der CDKs und somit auch ein Voranschreiten 

des Zellzyklus gesteuert werden [77,78].   

Von hoher Relevanz in der Regulation des Zellzyklus ist das Protein p53, welches 

häufig als „Wächter des Genoms“ bezeichnet wird [76,79]. In der Funktion als 

Tumorsuppressor ist es seine Aufgabe, den Zellzyklus nach DNA-Schäden und somit 

in der G1/S-Phase anzuhalten [80]. Wenn der Schaden irreparabel ist, verursacht p53 

schließlich Apoptose dieser Zellen, um beschädigtes Genmaterial zu beseitigen. Das 

zelluläre Vorkommen von p53 und somit dessen Aktivität wird hierbei durch eine 

gerichtete Transkription, posttranslationale Aktivierung und Inhibition seines Ubiquitin-

abhängigen Abbaus ermöglicht. Hierdurch wird die nötige Zeit für p53 geschaffen, um  

Beschädigungen des Genmaterials zu reparieren. Das Protein MDM2 (murine double 

minute 2) hingegen kann die zelluläre Menge von p53 auf der Transkriptionsebene 

und durch Ubiquitinierung negativ regulieren [81-84]. Neben dem typischen 

Zellzyklusarrest in der G1/S-Phase aufgrund einer erhöhten Konzentration von p53, 

beeinflusst das Protein außerdem die Aktivierung des G2/M Kontrollpunktes [85,86].  

1.2.1 Ein deregulierter Zellzyklus führt zu Krebs 

Krebs ist verantwortlich für ein Achtel aller Todesfälle weltweit [87]. Die Krankheit 

umfasst mehr als 100 verschiedene Unterarten mit verschiedenen Risikofaktoren und 

kann sich in den meisten Zelltypen und Organen des menschlichen Körpers 

ausbreiten. Der Ursprung im Entstehungsprozess von Krebszellen sind genetische 

Veränderungen, welche eine schnellere Vermehrung im Verhältnis zu gesunden 

Zellen ermöglichen. Weitere Mutationen können schließlich dazu führen, dass diese 

Zellen in fremden Gewebe eindringen und in Organen Metastasen bilden können [88-

90]. Durchschnittlich kommt es bei einer von 107 Zellteilungen zu einer Mutation, 

wobei die Gesamtanzahl menschlicher Zellen 2 x 1014 berträgt. Daher scheint es 

bemerkenswert, dass nur ein Drittel aller Menschen einmal im Leben an Krebs 

erkrankt. Die relative Seltenheit von Krebs ist der Effektivität der 

Regulationsmechanismen des Zellzyklus zuzuschreiben. Krebszellen entstehen nur, 
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wenn diese Kontrollmechanismen nicht mehr funktionieren [88]. Daher ist es nicht 

überraschend, dass es häufig Veränderungen in den Genen der den Zellzyklus 

regulierenden Proteine sind, die zur Entstehung von Krebszellen führen. Da die 

Aktivität dieser Proteine von vorgeschalteten Signalwegen reguliert wird, tragen 

Krebszellen auch häufig innerhalb dieser Signalwege Mutationen, die zu einer 

veränderten Aktivität der beteiligten Proteine führen. Einige der veränderten Proteine 

sollen in der Folge erwähnt werden. So befinden sich in in Krebszellen vielfach 

Veränderungen im zellulären Vorkommen des CDK-Systems [89,91-94]. Eine große 

Rolle in der Beeinflussung des CDK-Systems spielt der Ras-abhängige MAPK 

(mitogen activated kinase)-Signalweg. Das Protein Ras ist in ca. 30% aller Tumoren 

durch Mutation konstitutiv aktiv und wirkt durch Aktivierung des CDK/Cyclin-Systems 

als Motor eines unkontrollierten Fortschreitens des Zellzyklus [95,96].  Außerdem ist 

das zelluläre Vorkommen des Proteins p53 in vielen Krebszellen verändert. Die 

wichtige Funktion des Proteins in der Entstehung von Krebs wird dadurch deutlich, 

dass 50% aller menschlicher Tumore Mutationen im Protein p53 aufweisen [97]. Des 

Weiteren besitzen 7% eine erhöhte Genexpression seines Gegenspielers MDM2 [98].  

Das zunehmende Verständnis der molekularen Zusammenhänge führte zu 

dem Erkennen potentieller Angriffspunkte gegen Krebs. So wird seit Jahren nach 

chemischen Modulatoren von Proteinen des Zellzyklus geforscht, um die Vermehrung 

von Krebszellen zu verhindern. Solche Substanzen induzieren einen Zellzyklusarrest 

durch Interferenz mit verschiedenen molekularen Instanzen des Zellzyklus und 

werden im klinischen Gebrauch oft in Kombination verwandt [99].  

1.2.2 Chemische Inhibitoren des Zellzyklus  

Es gibt verschiedene Ansätze zur Identifikation von Substanzen, die als Inhibitoren 

des Zellzyklus wirken und somit das Wachstum von Krebszellen inhibieren. Eine 

Herangehensweise hierfür ist die Suche nach chemischen Modulatoren von Zellzyklus 

regulierenden Proteinen. Eine Modulation von Onkogenen (z.B. Ras oder bestimmte 

CDKs) oder Tumorsuppressoren (z.B. p53) hat großes Potential, spezifisch die 

Vermehrung von Tumorzellen zu stoppen.  

Inhibitoren diverser CDKs können aufgrund der beschriebenen Wirkung des 

CDK/Cyclin-Regulationssystems während des gesamten Zellzyklus zu dessen 

Arretierung in verschiedenen Phasen eingesetzt werden [100]. Eine Inhibition der 

Aktivität von Ras kann z.B. durch eine Störung seiner für die Signaltransduktion 

entscheidenden endomembranen Sublokalisation durch Substanzen wie Palmostatin 

B erreicht werden [101]. Auch die Inhibition der p53/MDM2-Interaktion ist ein 

interessantes Ziel chemischer Wirkstoffe: Substanzen wie Nutlin-3  oder diverse 
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Spirooxindole können durch diese Wirkung einen Arrest in der G1/S oder der G2/M-

Phase induzieren und stellen somit ein vielversprechendes Werkzeug zur 

Krebsbekämpfung dar [102-106].   

Weitere Ansätze zur Krebsbekämpfung verfolgen die Identifikation von Substanzen, 

die elementare Bestandteile des Zellzyklus stören, die in Krebszellen meistens nicht 

moduliert sind und somit zu einem Arrest des Zellzyklus führen. Diese Substanzen 

wirken somit auch auf gesunde Zellen, jedoch ist aufgrund der höheren Teilungsrate 

von Krebszellen eine gewisse Spezifität gegenüber diesen gegeben. Dieser Ansatz ist 

höchst erfolgreich in der Behandlung von Krebs. So werden Platin-Derivate wie cis-

Platin zur Behandlung diverser Tumoren eingesetzt. Nach der Bindung des 

intrazellulär aktivierten Wirkstoffes an Purinbasen kommt es zur Störung der Struktur 

des DNA-Doppelstranges [107,108]. Als Folge ist die zelluläre DNA-Synthese 

blockiert, wodurch die Zellen in der G1/S-Phase arretiert sind [109]. Ähnlich 

erfolgreich sind Substanzen, die als Modulatoren von Bestandteilen des Zytoskelettes 

einen mitotischen Arrest induzieren. Aufgrund der hohen Relevanz für die vorliegende 

Arbeit werden die Zusammenhänge zwischen der Mitose und Bestandteilen des 

Zytoskelettes im folgenden Abschnitt (1.3) detaillierter erläutert. 

1.3 Die Mitose und das Zytoskelett  

In der Mitose (M-Phase) kommt es zu starken morphologischen Veränderungen einer 

Zelle und es kommt zu einer typischen Abrundung der Zelle [110]. Die dynamischen 

Umstrukturierungen von Bestandteilen des Zytoskelettes, den Aktinfilamenten und 

den Mikrotubuli, sind hierfür Schlüsselprozesse. Zu Beginn der  Mitose in der 

Prophase kondensieren die Chromosomen und die Centrosomen der zukünftigen 

Tochterzellen wandern zu den Zellpolen (Abbildung 4).  
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Telophase bildet sich schließlich die Kernhülle neu. Durch die Zytokinese, in der das 

Aktin-Zytoskelett eine große Rolle spielt, teilt sich schließlich die Zelle [113-115].  

Aufgrund ihrer wichtigen Rollen während der Mitose stellen MT und ferner auch 

Aktinfilamente sehr attraktive Ziele für die Regulation des Zellzyklus und somit der 

Krebstheraphie dar [116]. 

1.3.1 Mikrotubuli – Aufbau und Dynamik 

Zusammen mit den Aktinfilamenten und den Intermediärfilamenten sind MT die 

Hauptbestandteile des eukaryotischen Zytoskelettes [117]. Neben ihrer Schlüsselrolle 

in der Mitose sind MT in verschiedenen zellulären Funktionen wie der strukturellen 

Unterstützung der Zelle, Lokalisierung von Organellen und dem intrazellulären 

Verkehr involviert [118,119]. Ein Mikrotubulus besteht aus 13 Protofilamenten, die 

sich zu einer hohlen röhrenartigen Struktur von 25 nm Durchmesser 

zusammenlagern. Die Protofilamente sind aus linear angeordeneten αβ-Tubulin 

Heterodimeren aufgebaut. Durch diese Anordnung sind MT polar, wobei das sog. 

Minus-Ende von α-Tubulin und das Plus-Ende von β-Tubulin dargestellt wird 

(Abbildung 5A). Die MT-Polymerisation ist ein komplexer Prozess, der eine 

kooperative Assemblierung von αβ-Tubulin gefolgt durch GTP Hydrolyse zu GDP mit 

einschließt, welche die Energie für die Polymerisation bereitstellt [120]. Beide Tubulin-

Isoformen besitzen eine GTP-Bindestelle, wobei nur ausschließlich von β-Tubulin 

gebundenes GTP austauschbar ist und während der Polymerisation hydrolysiert wird 

[121].   

Die Polymerisation von MT geschieht in zwei wichtigen Schritten, die Keimbildung und 

Elongation, und folgt in vitro und in vivo den gleichen Prinzipien [122,123]. Die 

Keimbildung ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Tubulin-Polymerisation 

und beginnt am Minus-Ende. Hier wird zunächst ein Oligomer aus 6-12 αβ-Tubulin-

Dimeren gebildet. Ein solcher Keim ist genügend stabil, so dass am Plus-Ende 

weitere GTP-gebundene αβ-Tubulin-Dimere hinzugefügt werden können. In dieser 

Elongationsphase erhöht sich die Polymerisationsgeschwindigkeit  rapide. Schließlich 

erreicht die MT-Assemblierung eine Sättigung, bei der die Assoziation und 

Dissoziation der Tubulin-Untereinheiten am Ende der MT ausgeglichen sind und es 

keinen Netto-Zuwachs des Polymers gibt. Dieses geschieht, wenn eine kritische 

Konzentration der gelösten Tubulin-Dimere erreicht ist. Somit kann die Tubulin-

Polymerisation in Abhängigkeit von der Zeit mit einer sigmoiden Kurve beschrieben 

werden.  

MT sind instabile Polymere und zeigen zwei Arten von dynamischen Verhalten, den 

„Tretmühleneffekt“ und die „dynamische Instabilität“. Grundlage für den 
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Durch die Expression verschiedener Tubulin-Isotypen, posttranslationale 

Modifikationen von Tubulin und MAPs (MT assoziierte Proteine) und TIPs (Tubulin 

interagierenden Proteine) reguliert die Zelle in einem komplexen Zusammenspiel das 

dynamische Verhalten der MT [119]. Die Assoziation bestimmter TIPs (Tubulin 

interagierende Proteine), die durch die Bindung an die MT-Enden einen Spezialfall 

der MAPs darstellen, mit dem Plus-Ende kann z.B. die Stabilität der MT erhöhen. 

Daher ist die Geschwindigkeit der MT-Polymerisation in vivo 10 mal schneller ist als in 

vitro [117]. Andere Proteine vergrößern die dynamische Instabilität der MT durch eine 

Erhöhung der catastrophe-Rate. MAPs können außerdem die MT quervernetzen und 

die Interaktion mit anderen Proteinen vermitteln [113,129] Massenspektrometrische 

Analysen des Spindelapparates mitotischer HeLa Zellen identifizierten insgesamt 795 

assoziierte Proteine, ähnliche Studien kommen zu vergleichbaren Ergebnissen 

[117,130]. Die Funktion einer Vielzahl dieser Proteine im Zusammenhang mit der 

Mitose und dem zellulären MT-Netzwerk ist bisher unbekannt. Auch die lokale 

Ausprägung der MT ist hochorganisiert. Das in der Nähe des Zellkerns lokalisierte 

Centrosom stellt als MTOC den Ursprungsort des MT-Netzwerks dar. In Zellen, die 

sich in der Interphase befinden, strahlen die MT startend mit dem Minus-Ende vom 

MTOC aus und ihr Plus-Ende wächst zur Zellperipherie. Vor Beginn der Mitose 

dupliziert sich das Centrosom und somit entstehen die beiden Pole des 

Spindelapparates. Das MTOC stellt eine effiziente Platform für die αβ-Tubulin-

Polymerisation dar [123,131]. Hierbei kommt dem Protein γ-Tubulin eine wichtige 

Rolle zu, indem es als wichtiger Bestandteil des MTOCs die Keimbildung ermöglicht. 

Das relativ instabile Minus-Ende der MT wird durch Bindung an Bestandteile des 

Centrosoms stabilisiert und durch diese Verankerung wird seine Depolymerisation 

verhindert [131]. Die essentielle Rolle von γ-Tubulin für die Keimbildung wurde in 

einer Reihe von Studien belegt [123]. Des Weiteren führte ein knockout dieses 

Proteins z.B. zu einem Verlust des bipolaren mitotischen Spindelapparates und 

letalen Auswirkungen in Aspergillus nidulans [132,133].  

In der Mitose löst sich das Interphase-Netzwerk der MT auf. Während der Mitose sind 

die MT durch ihre Dynamik Schlüsselproteine, insbesondere die „dynamische 

Instabilität“ erlaubt es ihnen, solche komplexe Strukturen wie den Spindelapparat 

auszubilden, um die Verteilung der Chromosomen an die Tochterzellen zu 

ermöglichen (siehe 1.3) [118,119,134]. Daher sind die MT in der M-Phase des 

Zellzyklus 4-100 mal dynamischer als die MT der Interphase und sie assemblieren 

und disassemblieren rapide nach den zellulären Notwendigkeiten [135,136].  
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1.3.2 Chemische Inhibitoren der MT-Dynamik 

Die wichtige Rolle der MT in der Zellteilung macht sie zu einem relevanten Ziel für die 

Identifizierung von chemotherapeutischen Agenzien gegen sich rapide teilende 

Krebszellen [137]. Diese Tubulin-bindenden Agenzien (TBAs) interferieren mit der 

MT-Dynamik und wirken daher besonders den essentiellen Umstrukturierungen des 

Spindelapparates während der Mitose entgegen. Als Folge dessen wird der 

Spindelkontrollpunkt aktiviert und somit ein mitotischer Arrest induziert. Im weiteren 

Prozess wird die Apoptose eingeleitet oder es entstehen mehrkernige bzw. polyploide 

Zellen [119]. Diese Effekte können von zwei Arten von TBAs erreicht werden, den 

MT-destabilisierenden und den MT-stabilisierenden Substanzen. Bei hohen 

Konzentrationen führen MT-destabilisierende Substanzen zu einer Verringerung der 

MT-Polymermasse, wohingegen die MT-stabilisierende Substanzen die 

Polymermasse erhöhen. Zu den destabilisierenden Substanzen gehören die Vinca 

Alkaloide; die Naturstoffe Vinblastin und Vincristin wurden aus der Rosafarbenen 

Catharanthe (Catharanthus roseus) isoliert. Die Vinca Alkaloide besitzen einen 

großen Anteil daran, dass die Verbindung zwischen  MT und Krebs erkannt wurde. So 

führte die Behandlung von Personen mit diesen Substanzen zu einer reduzierten  

Anzahl weißer Blutkörperchen. Daher fragte man sich, ob die Substanzen zur 

Behandlung von Blutkrebs eingesetzt werden können, was heutzutage tatsächlich ein 

Anwendungsgebiet dieser Substanzen ist [138]. Die Vinca Alkaloide werden in der 

klinischen Behandlung von Tumoren seit Ende der 1950er Jahre verwendet. Aufgrund 

des Erfolges dieser Wirkstoffe entstanden semisynthetische Derivate, die ähnlichen 

Erfolg in der klinischen Verwendung haben. Diese konnten zum Teil auch für die 

Behandlung solcher Tumore eingesetzt werden, für die die Naturstoffe keine 

Verwendung hatten. Auch Colchicin hat eine destabilisierende Wirkung auf MT. Bei 

Colchicin handelte es sich um einen pflanzlichen Wirkstoff, der zunächst aus der 

Pflanze Colchicum autumnale (Herbstzeitlose) gewonnen wurde und schon seit der 

Antike gegen Gicht verwendet wird. Diese Wirkung beruht hierbei u.a. auf der 

Hemmung der Anzahl der weißen Blutkörperchen, die zu den 

Entzündungserscheinungen bei der Krankheit führen. Es wurde ebenfalls versucht, 

Colchicin in der Krebstheraphie zu verwenden, doch in klinischen Studien zeigte sich 

eine zu geringe therapeutische Breite, was zu erhöhten Nekroseraten führte 

[139,140]. Zu den MT stabilisierenden Substanzen gehört Taxol.  Dieser Wirkstoff  

und seine Analoga werden in der Krebstheraphie sehr erfolgreich eingesetzt. Der 

Wirkstoff wurde aus Taxus brevifolia (pazifische Eibe) gewonnen. Taxol und seine 

semisynthetischen Derivate werden vor allem in der Behandlung von Brustkrebs und 

Eierstockkrebs verwendet [141]. 
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Es gibt drei gut charakterisierte Bindestellen von TBAs an Tubulin. Diese wurden 

nach den klassischen TBAs entweder als Vinca Alkaloid-Bindestelle, Colchicin- 

Bindestelle, oder Taxol-Bindestelle benannt. Die meisten übrigen TBAs binden 

ebenfalls an diesen drei gut charakterisierten Bindestellen [116,119,137]. Somit 

assoziieren MT-destabiliserende Substanzen zumeist an der Colchicin- oder Vinca 

Alkaloid-Bindestelle und Stabilisierer an die Taxol-Bindestelle.  

Die Einteilung von TBAs in Stabilisierer und Destabilisierer ist hilfreich, doch sind ihre 

Wirkungen in niedrigeren und klinisch relevanten Konzentrationen gleich. Hierbei 

ändert sich die Polymermasse nicht, doch die MT-Dynamik wird durch kinetische 

Stabilisation inhibiert und die Mitose blockiert [137,142]. Abbildung 6 zeigt unter 

diesen Bedingungen schematisch die Bindestellen dieser Substanzen an MT. Hierbei 

werden Colchicin und Vinblastin am Plus-Ende der MT eingebaut, wobei Vinblastin 

durch seine Bindung an das β-Tubulin des eingebauten Dimers den Einbau neuer 

Dimere beeinflusst und Colchicin intradimer bindet. In höheren Konzentrationen 

führen beide Substanzen zu einem Verlust der lateralen Kontakte zwischen den  

Protofilamenten, was zu einer Depolymerisation der MT führt. Die Inhibition der MT-

Dynamik durch Taxol bei geringen Konzentrationen beruht auf der Bindung an β-

Tubulin im Lumen der MT. Höhere Konzentrationen des Wirkstoffes katalysieren die 

Bündelung der Protofilamente und somit die Tubulin-Polymerisation [141,142]. 

Vinblastin und Colchicin sind beide in der Lage, auch unpolymerisiertes αβ-Tubulin 

mit hoher Affinität zu binden. Im Gegensatz dazu ist die Affinität von Taxol gegenüber 

gelöstem αβ-Tubulin nur sehr gering. 

MT gehören zu den am besten charakterisierten Zielen für die Krebstherapie 

[119,137,142]. Aufgrund des klinischen Erfolges von Substanzen, wie Taxol und den 

Vinca Alkaloiden, wird häufig argumentiert, dass MT das beste bisher identifizierte 

molekulare Ziel für die Bekämpfung von Krebs darstellen [143,144]. Diese 

Substanzen werden seit vielen Jahren zur Behandlung diverser Tumoren eingesetzt, 

oft in Kombination miteinander und mit anderen Zytostatika, wie cis-Platin (siehe 

1.2.2). Jedoch ist die Synthese dieser strukturell komplexen Wirkstoffe  aufwendig, 

kostspielig und die Substanzen sind nur für eine begrenzte Breite an Tumoren 

anwendbar. Insbesondere besitzen einige Tumorzellen eine angeborene oder 

erworbene Resistenz gegen diese Medikamente, was deren klinische Nutzbarkeit 

stark einschränkt [137,145]. Um diese Einschränkungen zu überwinden, gibt es große 

Bemühungen, neuartige gegen Tubulin gerichtete Medikamente zu entwickeln und zu 

identifizieren. Dieses wird hierdurch deutlich, dass im Zeitrahmen zwischen 2005 und 

2007 mehr als 25% der klinischen Kandidaten, die Naturstoffe oder Naturstoff-

Derivate darstellen, ihre Wirkung auf einer Inhibition der Tubulin-Dynamik 
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Das globuläre Aktin-Monomer wird G-Aktin genannt, während Aktinfilamente als F-

Aktin bezeichnet werden.  

Aktinfilamente besitzen ähnliche dynamische Eigenschaften wie die MT: wie diese 

besitzen Aktinfilamente ein Minus-Ende, an dem die Polymerisation startet und ein 

Plus-Ende. In vitro lässt sich die Assemblierung von G-Aktin zu F-Aktin in 

Abhängigkeit von der Zeit analog zu der Tubulin-Polymerisation mit einer sigmoidalen 

Kurve beschreiben. Hierbei bildet sich zunächst im geschwindigkeitsbestimmenden 

Schritt ein Keim aus einigen Aktinmonomeren und die Aktinpolymerisation schreitet 

vom Minus- zum Plus-Ende vor. Die Assoziation von Aktinmonomeren ist hierbei 

ATP-getrieben. Sobald  die kritische Konzentration von Aktinmonomeren erreicht ist, 

befindet sich die Assoziation am Plus-Ende mit der Dissoziation am Minus-Ende im 

Gleichgewicht und die Polymermasse bleibt gleich („Tretmühleneffekt“). Im zellulären 

Kontext wird die Aktin-Dynamik in hohem Maße von verschiedenen Aktin-bindenden 

Proteinen reguliert. Neuere Studien legen ebenfalls nahe, dass die „dynamische 

Instabilität“ nicht nur auf die MT beschränkt ist, sondern ebenso bei den 

Aktinfilamenten eine Rolle spielen könnte [126].  

Der Dynamik der Aktinfilamente kommt während der Mitose eine große Bedeutung 

zu. Die charakteristische Abrundung einer Zelle während der Mitose wird durch 

Umstrukturierungen des Aktin-Zytoskelettes ermöglicht. Als entscheidender 

Bestandteil des kontraktilen Rings ist Aktin während der Zytokinese von großer 

Bedeutung (Abbildung 4). Auch ist es in der Teilung der Centrosomen in Vorbereitung 

auf die Mitose involviert [111]. Nicht nur sein Einfluss auf die Mitose macht Aktin zu 

einem interessanten Zielprotein in der Krebsforschung. So scheint das Aktin-

Zytoskelett auch in nachfolgenden Schritten der Entwicklung von Tumorzellen 

involviert zu sein, da die Zellinvasion und Metastasierung eng mit der Aktin-

vermittelten Zellmigration zusammenhängt [116,150]. Im zellulären Kontext wird die 

raumzeitliche Organisation des Aktin-Zytoskelett durch eine große Anzahl an Proteine 

reguliert [151]. Aus diesem Grund ist es hochinteressant, Substanzen zu 

identifizieren, die in der Lage sind das Aktin-Zytoskelett oder seine Regulatoren zu 

modulieren, um krebsrelevante Prozesse näher aufklären können. Diese Wirkstoffe 

könnten außerdem als Leitstrukturen für die Synthese potentieller pharmazeutischer 

dienen.  
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2. Ziel der Arbeit 
Aufgrund der hohen Relevanz des Zellzyklus, der Mitose und der Dynamik von 

Bestandteilen des Zytoskelettes im Zusammenhang mit der Krebsforschung, sollten 

Substanzen identifiziert werden, die modulierend in diese Prozesse eingreifen. Mit 

deren Hilfe sollte entweder das Verständnis der molekularen Zusammenhänge dieser 

Prozesse erweitert oder Substanzen identifiziert werden, die aufgrund ihrer 

Bioaktivität, als Leitstrukturen Potential für die Entwicklung von pharmazeutischen 

Wirkstoffen besitzen. 

In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Waldmann waren zu Beginn der Arbeit erste 

Voraussetzungen vorhanden mittels des High Content Screenings von 

Substanzbibliotheken, Wirkstoffe mit oben genannter Bioaktivität zu identifizieren. Ein 

Ziel dieser Arbeit war es daher, diese Systeme durch das Screening von Naturstoffen 

mit verschiedenartiger und bekannter Bioaktivität zu validieren. 

Aufbauend auf diesen Ergebnissen sollten in der Folge mittels eines validierten High 

Content Screening Systems, bioaktive Substanzen der hauseigenen 

Substanzbibliothek identifiziert werden. Der Schwerpunkt der Arbeit lag auf der 

näheren Charakterisierung der biologischen Wirkungsweisen der durch das Screening 

identifizierten Substanzen.  

Durch die Herangehensweise des vorwärts gerichteten chemisch genetischen 

Ansatzes sollten schließlich Zielproteine bioaktiver Substanzen identifiziert werden, 

um deren zelluläre Effekte zu verstehen. Dieses beinhaltete die Validierung der 

Zielproteine und die nähere Aufklärung der molekularen Interaktion zwischen 

Substanz und Protein mittels eines breiten methodischen Spektrums. Ferner sollten 

Möglichkeiten der potentiellen Nutzung solcher Substanzen als Sonden zur 

Aufklärung biologischer Zusammenhänge oder als Leitstruktur für die Synthese 

potentieller Wirkstoffe mit klinischem Nutzen erarbeitet werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. Material 

 29 

3. Material 

3.1 Zelllinien 

MDCK-F3 MDCK (Nierenepithelzellen aus dem Hund, engl. Madin-Darby 

canine kidney) Zellen transformiert mit onkogenem v-H-Ras 

Erhalten von Prof. Oliver Müller (FH Kaiserslautern, D) 

BSC-1   Nierenzellen von Cercopitheus aethiops (Grüne Meerkatze)

  ATCC CCL-26 

HeLa    Humane Gebärmutterhalskrebs-Zellen ATCC CCL-2 

MCF-7   Humane Brustkrebs-Zelllinie ATCC HTB-22  

PC-3   Humane Prostatakrebs-Zelllinie ATCC CRL-1435 

HCT116 p53+/+ Humane p53 positive Dickdarmkrebs-Zelllinie. Erhalten von  

Prof. Bert  Vogelstein (Johns Hopkins University, Baltimore, 

USA) 

HCT116 p53-/- Humane p53 negative Dickdarmkrebs-Zelllinie. Erhalten von  

Prof. Bert  Vogelstein (Johns Hopkins University, Baltimore, 

USA) 

3.2  Zellkulturmedien 

Zelllinie Medium 

 

Hela / BSC-1 / MCF-7 10% FCS 

1x nicht-essenzielle Aminosauren 

1x Natriumpyruvat 

50 U/ml bzw. 50 μg/ml Penicillin- 

Streptomycin-Losung 

in DMEM mit 4,5 g/l Glukose  

Kultivierung bei 5% CO2 

 

MDCK-F3 5 % FCS 

1x nicht-essenzielle Aminosauren 

1x Natriumpyruvat 

50 U/ml bzw. 50 μg/ml Penicillin- 
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Streptomycin-Losung 

in DMEM mit 4,5 g/l Glukose  

Kultivierung bei 7,5% CO2 

 

PC-3 10 % FCS 

1x nicht-essenzielle Aminosauren 

1x Natriumpyruvat 

50 U/ml bzw. 50 μg/ml Penicillin- 

Streptomycin-Lösung 

In RPMI 1640  

Kultivierung bei 5% CO2 

 

HCT116 p53+/+ / HCT116 p53-/- 10% FCS 

2 mM Glutamin 

in McCoys 5A  

Kultivierung bei 5% CO2 

 

3.3 Proteinstandards, Antikörper und Fluoreszenz-Marker 

3.3.1 Proteinstandards 

Produktname     Hersteller 

Precision Plus Protein Kaleidoscope  BioRad, Hercules, USA 

Precision Plus Protein Dual Color   BioRad, Hercules, USA 

3.3.2 Antikörper  

Produktname     Hersteller (Bestellnummer) 

Maus α-tubulin FITC    Sigma-Aldrich, Steinheim, D (F2168) 

  

Ratte Anti α-tubulin     ABD Serotec, Düsseldorf, D (MCA77G) 

 

Ziege anti Ratte Alexa Fluor® 488   Cell Signalling, Denver, USA (A-21210) 

 

Kaninchen Anti α-tubulin    ABcam, Cambridge, UK (AB18251) 

 

Ziege anti Kaninchen Alexa Fluor® 488  Cell Signalling, Denver, USA (A-11034) 

PARP Spaltprodukt (Asp214) Antikörper  Cell Signalling, Denver, USA (9457) 
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Human-spezifisch, Fluorescein Konjugat  

 

Kaninchen anti α-Tubulin E19-R Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, 

USA (sc-12462-R) 

 

Ziege anti CAS-C20  Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, 

USA (sc-1708) 

 

Ziege Anti Kaninchen IgG (H+L),  Thermo Scientific, Waltham, USA (31460) 

Peroxidase Conjugated 

 

Esel anti Kaninchen IgG-HRP Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, 

USA (sc-2020) 

 

3.3.3 Fluoreszenzmarker 

Marker      Hersteller 

Phalloidin-TRITC    Sigma-Aldrich, Steinheim, D  (P1951) 

 

DAPI, Dilactat     Sigma-Aldrich, Steinheim, D (D9564) 

 

BIS-ANS     Invitrogen, Darmstadt, D (B-153) 

 

BODIPY-FL-Vinblastin   Invitrogen, Darmstadt, D (V-12390) 

 

Colchicin  Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz,  

USA (SC-203005)  

 

Propidiumiodid  Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz,  

USA (SC-3541)  

 

Annexin V-PE     BD Pharmingen, Heidelberg, D (559763) 

 

7-AAD      BD Pharmingen, Heidelberg, D (559763) 
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3.4 Chemikalien und Reagenzien 

Soweit nicht gesondert angegeben, wurden Chemikalien der Firma Fluka (Neu-Ulm, 

D), Roth (Karlsruhe, D), Sigma-Aldrich (Steinheim, D), Riedel-de-Haen (Seelze,D), 

Merck (Darmstadt, D), Roche (Mannheim, D), oder Serva (Heidelberg, D) in jeweils 

höchster Reinheit verwendet 

 

Reagenz      Hersteller 

Aminosäuren, nicht-essentiell, 100x   GIBCO-Invitrogen, Karlsruhe, D  

 

Coelestin Blau      Sigma-Aldrich, Steinheim, D  

 

Coomassie Brilliant Blau G-250   Serva, Heidelberg, D 

 

Cytochalasin D     Fluka, Neu-Ulm, D 

 

Dimethylsulfoxide (DMSO)     Serva, Heidelberg, D  

 

DMEM High Glucose (4,5 g/l)    GIBCO-Invitrogen, Karlsruhe,D  

mit L-Glutamin PAA  

 

Ethanol absolut      Sigma Aldrich, Steinheim, D 

 

37 % Formaldehyd-Lösung     Roth, Karlsruhe, D 

 

Fötales Kälberserum (FCS)     GIBCO-Invitrogen, Karlsruhe, D 

 

McCoy’s 5A-Medium ohne L-Glutamin  GIBCO-Invitrogen, Karlsruhe,D 

 

Methanol absolut     Sigma Aldrich, Steinheim, D 

 

Natriumpyruvat-Lösung (100 mM)   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

 

Nocodazol       Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

 

Penicillin-Streptomycin-Lösung   Sigma Aldrich, Steinheim, D 

 

Proteinaseinhibitorcocktail    Roche, Mannheim, D 
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Propidiumiodid     Roche, Mannheim, D  

   

RNAse A      Roche, Mannheim, D 

 

Rinderserum Albumin (BSA)    Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

 

RPMI 1640 mit stabilisiertem Glutamin  PAA, Pasching, A 

 

SlimFast Schoko  Allpharm Vertriebs GmbH, Messel, 

D 

 

Staurosporin      Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
 
Super Signal West Pico Luminol Verstärker-  

Lösung       Pierce, Rockford, USA 

 

Super Signal West Pico Luminol Peroxid Lösung Pierce, Rockford, USA 

 

Triton X-100      Serva, Heidelberg, D 

 

Tween® 20      Serva, Heidelberg, D 

 

Trypsin-EDTA 0,05 %    GIBCO-Invitrogen, Karlsruhe, D 

 

U0126       Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
 
Vinblastin      Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
 
 

3.5 Puffer und Lösungen 

Puffer     Zusammensetzung 
 
5x SDS-Probenpuffer   0,3125 M Tris-HCl (pH=6,8) 

10% SDS 

50% Glycerin 

25% 2-Mercaptoethanol 

0,3 g Bromphenolblau 
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4x Sammelgel-Puffer   0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 

 

4x Trenngel-Puffer    1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 

 

Blotpuffer     48 mM Tris-HCl (pH 9,2)  

39 mM Glycin  

1,3 mM SDS  

20 % Methanol 

 

Bradford-Lösung 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 in  

50 ml Ethanol (95 %) lösen  

      100 ml Phosphorsäure (85 %) zufügen  

ad 1 l H2O  

Filtrieren  

 

 

Coelestin Blau Lösung   5 % Eisenammoniumalaun in 50 ml H2O 

     0,25 g Coelestin Blau zugeben; 3 min kochen 

     abkühlen lassen, filtrieren  

     7 ml Glycerin zugeben  

 

Coomassie-Lösung   0,1% Coomassie Brilliant Blau 

50% Methanol 

10% Essigsäure 

 

Formaldehyd-Fixierpuffer  100 mM K-Pipes pH 6,8 

     10 mM EGTA 

     1 mM MgCl2 

     0,1 % Triton X-100 

     3,7 % Formaldehyd 

 

Histopuffer    2 % BSA in TBS-T 

 

Lysispuffer    50 mM PIPES (pH 7,4) 

50 mM NaCl 

5 mM MgCl2 

5 mM EGTA 



3. Material 

 35 

0,1% NP40 

0,1% Triton X-100 

0,1% Tween 20 

 

PBS     10 mM Na2HPO4 

140 mM NaCl 

3 mM KCl 

pH 7,4 in H2O 

 

PI-Färbelösung   2.5 μg/ml Propidiumiodid,   

0.5 mg/ml RNase A  

0,05% Triton X-100  

in PBS. 

 

TBS     10 mM Tris-HCl (pH 7,4)  

150 mM NaCl  

 

TBS-T     0,1 % Tween 20 in TBS 

 

Tubulin-Puffer    80 mM Na-PIPES pH 6.9 

1 mM MgCl2  

1 mM EGTA 
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4. Methoden 

4.1  Zellbiologische Methoden 

4.1.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen 

Die Zellen wurden 37°C und 5% CO2 kultiviert. Nach Erreichen einer Konfluenz von 

80% wurde das Medium entfernt und es folgte eine Waschung mit PBS, um 

Mediumrückstände zu entfernen. Durch Inkubation der Zellen mit 2-4 ml 

Trypsin/EDTA-Lösung für 5 min, gefolgt durch leichtes Klopfen, konnten die adhärent 

wachsenden Zellen abgelöst werden. Daraufhin wurde diese Zellsuspension in 

Zellmedium aufgenommen. Für eine weitere Passagierung der Zellen wurde eine 

bestimmte Menge der Zellen in eine neue Zellkulturflasche mit frischem Medium 

überführt.  

4.1.2 Bestimmung der Zellzahl 

Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zählkammer (Roth, Karlsruhe, D) bestimmt.  

Hierbei wurde das Deckgläschen durch vorsichtigen Druck auf die Zählkammer 

platziert. Eine korrekte Fixierung des Deckgläschens durch die Wirkung von 

Adhäsionskräften wurde durch das Erscheinen von Newton`schen Ringen angezeigt. 

Die Zellsuspension wurde in die Kammer pipettiert und die Zählung der Zellen erfolgte 

per Mikroskop.  Die Zellen wurden 4 mal in den 16 äußeren Quadraten ausgezählt. 

Nach Mittelung der Werte konnte die Zellzahl durch Multiplikation mit dem Faktor 104 

(Zellen/ml) bestimmt werden.  

4.1.3 Kryokonservierung der Zellen 

Zellen wurden in 175 cm2 Zellkulturflaschen kultiviert,. Konfluente Zellen wurden mit 

Trypsin/EDTA-Lösung vom Boden der Kulturflaschen abgelöst und in 20 ml Medium 

aufgenommen und vereinzelt. Nach Quantifizierung der Zellen wurde das Zellmedium 

durch Zentrifugation (5 Min bei 1500 rpm) von den Zellen getrennt. Das Zellsediment 

wurde in spezifisches Zellmedium ohne Selektionsantibiotika mit einem 10% DMSO-

Zusatz resuspendiert. Hierbei richtete sich das Volumen des Zellmediums an die 

errechnete Gesamtzellzahl.  Schließlich sollte die Konzentration an Zellen 5 x 106 

Zellen/ml betragen. Hiervon wurden 200 µl Aliquots in vorbereitete Kryoröhrchen 

überführt. Diese wurden in der Folge in eine mit Isopropanol gefüllte Einfrierhilfe 

(Nalgene, Rochester, USA) platziert. Dadurch erfolgte innerhalb von 24 h bei -80°C 

eine langsame Reduktion der Temperatur von 1°C/min. Die Langzeitlagerung dieser 

Zellen wurde in flüssigem Stickstoff vollzogen. 



4. Methoden 

 37 

4.1.4 Auftauen von Zellen 

Nach Entnahme eines Kryoröhrchens aus dem Stickstofftank wurde dieses in ein 

Wasserbad bei 37°C platziert, um eine zügige Aufwärmung zu physiologischer 

Temperatur zu ermöglichen. Sofort wurde das Aliquot in eine mit erwärmtem Medium 

gefüllte Zellkulturflasche gegeben. Nach Inkubation der Zellen für 24 h wurde das 

DMSO enthaltende Kryomedium entfernt und das zelltyp-spezifische Kultur-Medium 

hinzugefügt. 

4.1.5 Isotopenmarkierung von HeLa Zellen mittels SILAC 

Die SILAC-Markierung des Proteoms von HeLa Zellen mit schweren Isotopen (heavy) 

und leichten Isotopen von Arginin und Lysin wurde mittels des DMEM-Flex Media Kits 

(Invitrogen, Karlsruhe, D) nach Herstellerangaben durchgeführt.  

Zunächst wurden die konfluenten Hela Zellen nach PBS-Waschung durch die 

Hinzugabe von Trypsin-EDTA-Lösung trypsiniert. Nachfolgend wurden jeweils 5 x 104 

HeLa Zellen in zwei Zellkulturschalen mit DMEM-Flex Medium und zusätzlichem L-

Arginin 13C6, 15N4 und L-Lysin 13C6  für den heavy-Ansatz oder mit zusätzlichem 

istopenleichten Arginin und Lysin für den light-Ansatz überführt. Nach 3 Tagen wurde 

dieses Medium erneuert. Die gesamte Inkubationszeit mit dem Medium für 6 Tage 

erlaubte aufgrund einer Teilungsrate von Hela-Zellen um die 24h den praktisch 

kompletten Einbau der Aminosäuren in das Proteom der Hela Zellen. Es folgte die 

Herstellung der Proteinextrakte mittels SILAC markierten Hela Zellen (siehe 4.2.3) für 

die nachfolgende SILAC basierte Affinitätschromatografie (siehe 4.2.5)  

4.1.6 Etablierung einer Taxol resistenten Hela-Zelllinie 

Es wurde ein Selektionsansatz gewählt, um die Anzucht einer Taxol resistenten 

HeLa-Zelllinie (HeLa-Txl) zu ermöglichen. Dazu wurden HeLa-Zellen in HeLa-

Zellmedium bei 7,5% CO2 und 37°C kultiviert. Es folgte für 72 h eine Behandlung mit 

Selektionsmedium 1, welches 50 nM Taxol enthielt. Die resistente Population wurde 

daraufhin für 4 Wochen in HeLa-Txl Selektionsmedium 2, behandelt und kultiviert. 

Hierbei wurde nach jeder Passage im Schnelltest die Vitalität der Zellen mittels des 

Trypan Blau-Tests (siehe 4.14) ermittelt. Bei jedem Test zeigte sich eine 

Überlebensrate von mindestens 80% der Zellen. Die auf diese Weise erhaltene Hela-

Txl Zelllinie wurde in Hela-Txl Medium kultiviert. 
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4.1.7 Fixierung von Zellen 

4.1.7.1  Formaldehyd-Fixierung 

Die Fixierung von Zellen mit Formaldehyd wurde für Testansätze im 96- und 384-

Lochplattenformat ebenso wie für auf Deckgläschen ausgesäte Zellen durchgeführt. 

Dieses geschah im Falle der gleichzeitigen Markierung von Aktinfilamenten, MT und 

DNA in den Zellen, da eine Methanol-Fixierung die Phalloidin-Bindungsstelle von F-

Aktin zerstört und die Visualisierung durch Phalloidin-TRITC verhindert hätte 

[153,154]. Hierfür wurde das Zellmedium abgenommen und die Zellen für 20 min mit 

Formaldehyd-Fixierpuffer behandelt. Es folgte eine dreimalige Waschung mit TBS-T. 

Diese Schritte wurden im 96- und 384-Plattenformat mit Hilfe des Immuno™ Washers 

(Nunc, D) durchgeführt. Die Multiwellplatten und Deckgläschen wurden in TBS bei 

4°C für die nachfolgende Färbung gelagert. 

4.1.7.2  Methanol-Fixierung  

Durch die Methanol-Fixierung wurde die Bildqualität bei der mikroskopischen Analyse 

der MTs optimiert. Nach Entfernen des Zellmediums von den Deckgläschen wurde 

100% eiskaltes Methanol hinzugefügt und die Zellen für 10 min  bei -20°C fixiert. Es 

folgte eine dreifache Waschung mit TBS-T. Diese Schritte wurden im 96-und 384-

Plattenformat mit Hilfe des Immuno™ Washers (Nunc, D) durchgeführt. Die Lagerung 

der Deckgläschen erfolgte bis zur Anfärbung in TBS bei 4°C. 

4.1.7.3  Ethanol-Fixierung für die FACS-Analysen 

Als Vorbereitung für die Propidiumiodid-Anfärbung der zellulären DNA für die FACS-

Analysen (siehe 4.1.11) wurden die Zellen mit Ethanol in ein 15 ml Röhrchen 

überführt, um mitotische und apoptotische Zellen nicht zu verwerfen. Die Ablösung 

der Zellen von der Lochplatte geschah durch Trypsin/EDTA-Lösung für 5 Minuten. 

Danach erfolgte eine Waschung der Zellen mit PBS sowie die Überführung der 

Suspension in das Röhrchen. Danach wurde die Zellsuspension für 5 Minuten bei 

1500 rpm zentrifugiert, um die Zellen zu sedimentieren. Das Sediment wurde in 1 ml 

PBS vollständig resuspendiert. Unter vorsichtigem Schütteln wurden 2,5 ml 100% 

eiskaltes Ethanol hinzugefügt. Die auf diese Weise in ca. 70% EtOH fixierten Zellen 

waren für mehrere Monate bei einer Aufbewahrung bei -20°C haltbar und wurden am 

Tag der Messungen mit Propidiumiodid angefärbt. 
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4.1.8 Färbungen zellulärer Bestandteile 

4.1.8.1 Fluoreszenzfärbung des Zytoskelettes und der DNA 

Die Markierung der Aktinfilamente erfolgte standardmäßig mit Tetramethyl 

Rhodamine Iso-Thiocyanate (TRITC) gekoppelten Phalloidin und die DNA wurde mit 

dem DNA-Interkalator 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) angefärbt. Die Markierung 

von α Tubulin wurde auf zwei verschiedene Methoden durchgeführt: a) direkte 

Detektion über fluoreszenzmarkierten Antikörper, b) indirekte Detektion über 

Sekundärantikörpersystem.  

Um unspezifische Bindestellen abzusättigen, wurden die fixierten Zellen für 1h mit 2% 

BSA enthaltenden Histopuffer inkubiert. Nach dem Entfernen des Puffers wurden die 

Zellstrukturen mittels spezifischer Fluoreszenzfarbstoffe markiert: Bei a) erfolgte die 

Färbung mit DAPI, anti α-Tubulin-FITC-Antikörper und Phalloidin-TRITC in Histopuffer 

für 1h in einem Schritt. Für eine indirekte Detektion von α-Tubulin nach b) erfolgte 

zunächst das Hinzufügen des α-Tubulin Antikörpers in Histopuffer für 1h. Daraufhin 

wurden DAPI, Phalloidin-TRITC und der entsprechende Alexa-Fluor® 

Sekundärantikörper für die α-Tubulin-Detektion für 1h in Histopuffer zu den Zellen 

hinzugefügt. Die einzelnen Verdünnungen der Fluoreszenzmarker sind der Tabelle 1 

zu entnehmen. Die Inkubation mit den Fluoreszenz-markierten Proben wurde stets im 

Dunkeln durchgeführt. Nach einer dreifachen Waschung mit TBS-T wurden die 

Proben bei 4°C in TBS gelagert. 

 
Tabelle 1. Verdünnungen der Fluoreszenzmarker 

Fluoreszenzmarker Verdünnung 

Phalloidin-TRITC 1:1000 

DAPI 1:10000 

Ratte anti α-tubulin-FITC 1:500 

Ratte anti α-tubulin 1:2000 

Kaninchen anti α-tubulin 1:300 

Ziege anti Ratte AlexaFluor 

488® 
1:500 

Ziege anti Kaninchen  

AlexaFluor 488® 
1:500 
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4.1.8.2 Coelestin Blau-Färbung 

Coelestin-Blau färbt Zellen unspezifisch, wodurch sich das Kontrastverhältnis für eine 

mikroskopische Analyse der Zellmorphologie verbessern lässt. Die Coelestin-Blau-

Lösung wurde hergestellt, indem eine Lösung aus 5% Ammonium-Eisensulfat-

Dodecahydrid (Ammonium-Eisen-Alaun) und 0,25 g Coelestin Blau für 5 Minuten 

unter Rühren zum Kochen gebracht wurden. Das Gemisch wurde daraufhin filtriert 

und es wurde 7% Glycerol hinzugefügt. Auf Mehrloch-Platten fixierte MDCK-F3-Zellen 

wurden für 2 min mit der Färbelösung inkubiert. Durch eine fünfminütige doppelte 

Waschung mit 70% EtOH wurden die Zellen bis zum gewünschten Grad entfärbt. 

Nach einer weiteren Waschung der Zellen mit TBS-T erfolgte die Lagerung der 

Proben in TBS bei 4°C.  

4.1.8.3 Fluoreszenzfärbung von PARP1 

Für mikroskopische Untersuchungen zur Apoptose wurde zelluläres PARP1 Protein 

[155-157] fluoreszenzmarkiert. Nach Fixierung der Zellen mit Formaldehyd wurden die 

Testansätze zunächst für 1h mit 2% Histopuffer zur Blockierung unspezifischer 

Bindestellen inkubiert. Zur Anfärbung von PARP1 in Zellen wurde ein Fluorescein 

gekoppelter Antikörper verwendet. Der Antikörper wurde 1:100 in Histopuffer verdünnt 

und mit den Zellen über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach einer doppelten Waschung für 

jeweils 5 min mit TBS-T erfolgte die Lagerung der Ansätze in TBS bei 4°C.  

4.1.9 Phänotypischer Screen in BSC-1 und HeLa Zellen 

Zur Identifikation potentieller antimitotischer oder Zytoskelett modulierender 

Substanzen mittels eines phänotypischen Screens wurden mit einer Ausnahme BSC-

1 Zellen verwendet. Im Screening Format von 96-Lochplatten (96 WELL, PS, F-Boden 

(Kaminform), μCLEAR, High Binding; 655097; Greiner, Solingen, D) wurde pro Kavität 

200 µl Zellsuspension appliziert. Bei der Verwendung von 384-Lochplatten (384WL, 

FB,BLK/CLR Thick BTM; 3985; Corning, Schiphol-Rijk, NL) waren es 50 µl. Tabelle 2 

zeigt die hierfür verwendeten Zellzahlen der jeweiligen Zelllinien.  

Tabelle 2. Verwendete Zellzahlen des BSC-1 / HeLa Zytoskelett Screens 

Zelllinie 
96 Lochplatte 

(Zellen / Kavität) 

384 Lochplatte 

(Zellen / Kavität) 

BSC-1 3000 700 

HeLa 8000 X 
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Die Zellen wurden in das jeweilige Plattenformat ausgesät und 24 Stunden kultiviert. 

Es folgte die Applikation der Testsubstanzen, wobei jede Substanz inklusive der 

Kontrollen Nocodazol Cytochalasin und DMSO in in Vierfachbestimmung auf die 

Platte appliziert wurde. Die Applikation der Substanzen in 384-Lochplatten geschah 

mit Hilfe des Pipettierroboters (siehe 4.3). Im Gegensatz dazu verlief die 

Substanzapplikation im 96-Lochplattenformat manuell. Im Anschluss daran wurden 

die Zellen für 18-20 h mit den Testsubstanzen inkubiert und danach mit Formaldehyd 

fixiert (siehe 4.1.7.1). Bestandteile des Zytoskelettes und die DNA wurden für die 

Mikroskopie visualisiert (siehe 4.1.8.1). Die mikroskopische Auswertung erfolgte auf 

mit dem automatisierten Mikroskop Axiovert 200M (Zeiss) (siehe 4.1.11.) 

 

4.1.10 MDCK-F3 Rücktransformationsassay 

Dieser Assay wurde im Screening-Format auf 96 Lochplatten (96 WELL, PS, F-Boden 

(Kaminform), μCLEAR, High Binding; 655097; Greiner, Solingen, D) und 384-

Lochplatten (384WL, FB,BLK/CLR, Corning CellBIND surface; 3683; Corning, 

Schiphol-Rijk, NL)® durchgeführt. Pro Kavität wurden in einer 96-Lochplatte 3 x 103 

Zellen in 200 µl Medium bzw. in einer 384-Lochplatte 700 Zellen in 50 µl Medium 

ausgesät. Nach 24 Stunden Inkubation im Brutschrank erfolgte die Applikation der 

Testsubstanzen, der Positivkontrolle U0126 (20 µM) sowie der Negativkontrolle 

DMSO. Jede Testsubstanz wurde in Vierfachbestimmung auf die Mikrotiterplatte 

appliziert. Die Applikation der Substanzen in 384-Lochplatten geschah mit Hilfe des 

Pipettierroboters (siehe 4.2.13). In 96-Lochplatten wurden die Substanzen hingegen 

manuell appliziert. Die Zellen wurden daraufhin für 20 h bei 37°C und 7,5 % CO2 

inkubiert, anschließend mit Formaldehyd fixiert (siehe 4.1.7.1) und mit Coelestin-Blau-

Färbung visualisiert (siehe 4.1.8.2). Die mikroskopische Auswertung erfolgte mit dem 

automatisierten Mikroskop Axiovert 200M (Zeiss) (siehe 4.1.11).  

4.1.11 Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie auf Mikrotiterplatten  

Die Aufnahme der Bilddaten für zelluläre Testsysteme im 96- und 384-

Lochplattenformat wurden mit dem automatisierten Mikroskop Axiovert 200M (Zeiss, 

Jena) in Verbindung mit der Software Metamorph (Molecular Devices, Downingtown, 

USA) durchgeführt. Die Aufnahmen der Bilder erfolgten mit einer CoolSnap ES 

Kamera (Roper Scientific Photometrics, Tucson, USA). Das automatisierte System 

wurde von der Firma Visitron Systems GmbH (Puchheim, Deutschland) bezogen. Das 

System erlaubt die automatisierte Aufnahme von Bildern in verschiedenen 

Mikrotiterplatten-Formaten zu unterschiedlichen Anregungs- und 

Emissionswellenlängen. Als Grundeinstellung für alle Anwendungen wurde in der 
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MetaMorph Software das Programm „SaschaMTAssayabsviersites“ verwendet. 

Zusammenfassend konnte dieses Programm für die automatische Aufnahme der 

Bilddaten des BSC-1 Phänotyp-Assays im 384-Lochplattenformat verwendet werden. 

Durch einfache Variation des Programmes war eine Anpassung auf jedes 

Plattenformat sowohl für die Fluoreszenzmikroskopie als auch für die 

Phasenkontrastmikroskopie im Zuge des MDCK-F3 Phänotyp-Assays möglich. Die 

Bilddaten zur Bestimmung der PARP1-Aktivität wurden manuell aufgenommen. 

4.1.12 Durchflusszytometrische Ermittlung des DNA-Gehalts 

Um die Wirkung von Substanzen auf den eukaryotischen Zellzyklus zu ermitteln, 

wurden FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)- Analysen durchgeführt. Für 

diese Experimente wurden diverse Zelllinien benutzt und jeweils 2 x 105 Zellen in jede 

Kavität einer 12-Lochplatte ausgesät. Nach 24 Stunden wurden die Testsubstanzen 

einschließlich der Positivkontrolle Nocodazol und der Negativkontrolle DMSO 

appliziert. Eine Kavität pro Ansatz wurde nicht behandelt und stellte im späteren 

experimentellen Verlauf die Referenzprobe. Nach 20 h erfolgte die Ablösung der 

DMSO Zellen von der 12-Lochplatte durch Trypsinisierung. Nach anschließender 

Ethanolfixierung (siehe 4.1.7.3) erfolgte die Propidiumiodid (PI)-Färbung der Zellen. 

Der Fluoreszenzfarbstoff PI interkaliert in der DNA [158]. Aufgrund der 

Fluoreszenzintensität pro Zelle können Rückschlüsse auf ihren DNA-Gehalt gezogen 

werden. Nach Vorbereitung der RNAse A-haltigen PI-Färbelösung wurden die in 70% 

EtOH fixierten und gelagerten Zellen nach Resuspension bei 1500 rpm für 5 Minuten 

vollständig vom EtOH getrennt. Es folgte das Hinzufügen der Färbelösung zu den 

Proben. Hierbei wurde die unbehandelte Referenzprobe nicht gefärbt, sondern 

ausschließlich mit 0,05% Triton-X-100 in PBS versetzt. Nach einer Inkubationszeit 

von 45 min bei RT im Dunkeln wurden 3 ml PBS hinzugefügt und die Zellen durch 

Zentrifugation sedimentiert. Nach Entfernung der verdünnten Färbelösung wurde das 

Zellsediment in 500 µl PBS resuspendiert und in FACS-Röhrchen für die Zellzyklus-

Analyse überführt. Es wurden 10.000 Zellen pro Probe im BD LSRII analyzer (BD 

Bioscience, Heidelberg, D) anhand der Intensität ihrer PI-Färbung sortiert und mit der 

Software BD FACS Diva v5.0.3 (BD Bioscience, Heidelberg, D) analysiert. Die 

Auswertung erfolgte mit dem Programm FlowJo v. 7.2.4 (Tree Star Inc., Ashland, 

USA).  

4.1.13 Durchflusszytometrische Ermittlung der Apoptose  

Zur Ermittlung einer etwaig eingeleiteten apoptotischen Zellantwort wurde die in 

apoptotischen Zellen aufgehobene Membran-Asymmetrie ausgenutzt. Das 

ausschließlich in apoptotischen Zellen an der Außenseite der Plasmamembran 
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4.1.14 Ermittlung der Zellproliferation mittels WST-1 Reagenz 

Mittels des WST-1-Zellproliferationstests wurde die Proliferationsrate eukaryotischer 

Zellen bestimmt. Für den WST-1 Test wurden die verwendeten Zellen auf 

durchsichtigen 96-Lochplatten in 100 µl Zellmedium ausgesät, wobei zur Bestimmung 

eines Hintergrundwertes vier Kavitäten ausschließlich mit Zellmedium gefüllt wurden. 

Das Zellmedium wurde nach Ablauf von 24h entfernt und die Testsubstanzen ebenso 

wie ein Kontrollansatz mit DMSO vierfach in 100 µl Zellmedium appliziert. Die für die 

jeweiligen Tests ausgesäten Zellzahlen und Inkubationsdauern mit den 

Testsubstanzen sind Tabelle 3 zu entnehmen. 

 

Tabelle 3. Die Bedingungen für die WST-1 Proliferationstests in den jeweiligen Studien. 
Die ausgesäte Zellzahl orientierte sich primär an der Inkubationsdauer mit den 

Testsubstanzen 

Zelllinie Zweck des Tests 
Dauer der 
Inkubation 

Anzahl der 
eingesetzten 

Zellen pro 
Vertiefung 

HeLa 

Untersuchung von 

Coreanosid F1 und 

Maistemonin 

24h 20.000 

HeLa 
Untersuchung von 

Podoverin A 
48h 10.000 

HeLa 
Untersuchung von 

Tubulexin A 
72h 1.000 

HeLa-Txl 
Untersuchung von 

Tubulexin A 
72h 1.000 

Nach der Inkubation der Zellen mit den Testsubstanzen wurden 10 µl des WST-1 

Reagenzes zu den Ansätzen hinzugegeben und diese für 20-30 min bei 37°C 

inkubiert,. Die Absorption wurde im Plattenlesegerät bei 450 nm ermittelt. Die 

Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel 2000 (MS Excel 2000, Microsoft Corp., 

Seattle, USA) und OriginLabs Origin v. 7.0 (Northampton, USA). Von den gemittelten 

Werten wurde der Mittelwert der Leerprobe abgezogen. Die Messwerte des 

Kontrollansatzes mit DMSO wurden auf den Wert 1 normalisiert. Die Werte der 



4. Methoden 

 45 

Messproben wurden zu diesem Wert ins Verhältnis gesetzt und beschreiben somit ein 

Vielfaches des DMSO-Wertes. 

4.1.15 Bestimmung der Zellvitalität und –proliferation mit Trypan Blau  

Die Trypan Blau-Färbung wurde verwendet, um die Vitalität von Zellen eines 

Testansatzes zu quantifizieren. Der Farbstoff Trypan Blau ist nicht zellpermeabel, 

somit werden vitale und früh apoptotische Zellen nicht gefärbt. 105 HeLa Zellen 

wurden pro Kavität in 2 ml Medium auf 12 Lochplatten ausgesät. Nach 24h wurden 

die Zellen mit der Testsubstanz oder DMSO in einer Vierfachbestimmung jeweils für 

weitere 24h inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS wurden die Zellen von der 

Oberfläche der 12 Lochplatte durch Trypsinisierung abgelöst und in 1 ml PBS 

überführt. Durch Zentrifugation für 5 min bei 100 x g erfolgte die Sedimentierung der 

Zellen. Der Überstand wurde verworfen und das Sediment in 1 ml PBS resuspendiert. 

400 µl dieser Suspension wurden im Verhältnis 1:1 mit 0,4% Trypan Blau (Invitrogen, 

Karlsruhe, D) für 3 bis 5 min inkubiert. Danach folgte die Bestimmung der 

Gesamtzellzahl sowie auch der Anzahl der Trypan Blau negativen Zellen mit einer 

Neubauer Zählkammer. Die Gesamtzellzahl und Vitalität der mit DMSO behandelten 

Zellen wurde jeweils auf den Wert 1 normalisiert. Hierzu wurden die entsprechenden 

Werte der Messprobe ins Verhältnis gesetzt. Somit ergab die relative Menge der 

gesamten Zellen einer Messprobe in Bezug auf DMSO behandelten Zellen die 

Proliferationsrate, wohingegen die relative Zahl ungefärbter Zellen den Einfluss der 

Substanz auf die Vitalität der Zellen anzeigte.  

4.1.16 Bestimmung der Caspase 3/7 Aktivität 

Zur Bestimmung der Menge apoptotischer Zellen eines Testansatzes wurde die 

Aktivität der Caspasen 3 und 7 bestimmt. Das ApoONE® Homogenous Caspase 3/7 

System (Promega, Mannheim D) erlaubt die Bestimmung von Caspase 3- und 

Caspase 7-Aktivitäten. Dieses System beinhaltet einen Puffer, der eine effiziente 

Permeabilisierung der Zellen und optimale Bedingungen für die Enzymaktivität 

ermöglicht. Rhodamin 110, bis-(N-CBZ-L-aspartyl-L-glutamyl-Lvalyl-L-

asparaginsäureamid; Z-DEVD-R110) dient hierbei als profluoreszentes 

Peptidsubstrat. Die Caspasen spalten das DEVD Peptid von Rhodamin 110 ab und 

erhöhen die Fluoreszenz des Rhodamin 110 Restes bei einer Anregungswellenlänge 

von 485 nm. Das Emissionsmaximum liegt bei 520 nm. Dabei verhalten sich die 

Aktivitäten der Caspasen direkt proportional zum Anstieg der Fluoreszenzintensität.  

In diesem Testsystem wurden 104 HeLa Zellen in 100 µl Zellmedium auf eine 

schwarze 96-Lochplatte mit durchsichtigem Boden (96 WELL, PS, F-Boden 

(Kaminform), μCLEAR, High Binding; 655097; Greiner, Solingen, D) ausgesät. In vier 
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Vertiefungen der Platte wurden zur Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz nur 100 

μl Medium ohne Zellen pipettiert. Nach 24 h erfolgte die Applikation der 

Testsubstanzen in Vierfachbestimmung. Als Kontrollsubstanzen wurden DMSO und 

der bekannte Kinase Inhibitor Staurosporin [160,161] verwendet. 24 h später wurden 

100 µl vorbereitetes Substrat pro Vertiefung nach Angaben des Herstellers appliziert 

und die Platte für 2h im Dunkeln inkubiert. Die Fluoreszenzmessung erfolgte im 

Plattenlesegerät bei einer Anregungswellenlänge von 485 nm und einer Emission bei 

520 nm. Nachdem die gemittelten Werte des Kontrollansatzes mit DMSO auf den 

Wert 1 normalisiert wurden, konnten die Fluoreszenzwerte der Messproben zu 

diesem Wert ins Verhältnis gesetzt werden. Somit beschreiben die Werte ein 

Vielfaches des DMSO-Wertes.  

4.1.17 Nachweis des PARP1 Spaltproduktes 

Für die Detektion von gespaltenen PARP1 als Apoptosemarker wurden pro 

Testansatz 105 HeLa Zellen in 1 ml Zellmedium in die Kavität einer durchsichtigen 24-

Lochplatte überführt. Nach 24 h erfolgte die Applikation der Testsubstanzen und der 

Kontrollsubstanzen DMSO und Staurosporin (1 µM). Nach weiteren 24h erfolgte die 

Fixierung der Zellen mit Formaldehyd (siehe 4.1.7.1) und die mikroskopische 

Detektion des PARP1-Spaltproduktes (siehe 4.1.8.3). Die mikroskopische Auswertung 

erfolgte manuell mit dem Zeiss Axiovert M200-Mikroskop (4.1.11). Hierbei wurden 

Phasekontrastaufnahmen der Zellen den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen 

PARP1 Spaltprodukt markierter Zellen gegenübergestellt, um das Verhältnis der 

Gesamtzellzahl zu der Zahl apoptotischer Zellen zu visualisieren.  

4.1.18 Mikrotubuli Repolymerisation in BSC-1 Zellen 

Der Boden einer Gewebekulturschale (15 cm Durchmesser, Becton Dickinson, 

Heidelberg, D) wurde komplett mit Deckgläschen (13 mm Durchmesser, Sarstedt, 

Nümbrecht, D) bedeckt. Hierauf wurden 9 x 104 BSC-1 Zellen in 6 ml Medium 

ausgesät für 24 h im Brutschrank inkubiert. Es folgte die Applikation der 

Testsubstanzen? für 20 h, wobei ein weiterer Ansatz mit DMSO behandelt wurde. Die 

Gewebekulturschalen wurden daraufhin für 30-60 min bei ca. 4°C auf Eis inkubiert, 

um das MT-Zytoskelett vollständig zu depolymerisieren. Die Repolymerisation der MT 

erfolgte bei 37°C für verschiedene Zeitspannen. Pro Zeitpunkt wurde ein 

Deckgläschen rasch aus der Gewebekulturschale entnommen und zur Fixierung in 

eine mit eiskaltem Methanol gefüllte 24-Lochplatte überführt. Als Kontrolle 

vollständiger MT-Depolymerisation wurde ein Deckgläschen pro Ansatz direkt nach 

Inkubation auf Eis fixiert. Nach Fixierung der Zellen wurden DNA und α Tubulin für 

doe Fluoreszenmikroskopie angefärbt. Die Deckgläschen wurden mit Aqua 
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Poly/Mount (Polysciences, Warrington, USA) auf Objektträgern (76/26 geschliffen, 

Diagonal, Münster, D) fixiert und für 24 h getrocknet. Zur mikroskopischen 

Auswertung wurde das Axiovert Observer Z1 Mikroskop (Zeiss, Jena, D) verwendet. 

4.2 Proteinbiochemische Methoden  

4.2.1 p53/MDM2 enzymgekoppelter Immunadsorptionstest 

Zur Etablierung eines Testsystems für die Identifikation möglicher Inhibitoren der 

p53/MDM2 Proteininteraktion wurde ein enzymgekoppelter Immunadsorptionstest 

(ELISA) etabliert. Hierfür notwendige Proteine und Chemikalien waren in einem Kit 

erhältlich (ImmunoSetTM p53/MDM2 complex ELISA development set, Assay Designs, 

San Diego, USA). Das Prinzip dieses Tests ist in nachfolgender Abbildung 9 

dargestellt. 

Die Messung einer Standardreihe wurde laut Herstellerangaben durchgeführt. Die 

Testung der Wirkstoffe erfolgte, indem zunächst der p53 Antikörper über Nacht auf 

eine 96-Lochplatte (96-well high-binding polystyrene microtiter plate, Assay Designs, 

San Diego, USA) gebunden wurde. Nach der Präinkubation von 0,32 µg/ml MDM2 mit 

den Testsubstanzen bei RT für 30 min wurde der vorgeformte Komplex von p53 

(1µg/ml) und MDM2 (0,32 µg/ml) im für 1 h bei RT gebildet. Es folgte die Verdünnung 

des Komplexes auf die in der Standardkurve ermittelte optimale p53-Konzentration 

von 12,5 ng/µl und die Hinzugabe der Testsubstanzen in Vierfachbestimmung. Pro 

Ansatz wurden jeweils 100 µl in eine Kavität der 96-Lochplatte überführt. Die 

Detektion des Komplexes wurde nach Herstellerangaben wie hier zusammenfassend 

beschrieben durchgeführt: Durch Hinzufügen des biotinylierten MDM2-Antikörpers zur 

Detektion des gebundenen Komplexes erfolgte die Bindung einer Streptavidin-

assozierten Peroxidase, welche die Umsetzung des 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine 

(TMB) Substrates (Assay Designs, San Diego, USA) ermöglichte. Die Reaktion wurde 

mit 1N HCl abgestoppt woraufhin die Ermittlung der Absorption bei 450 nm mit dem 

Plattenleser erfolgte. 
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Depolymerisationszyklus durchgeführt wurde. Die in vitro Tubulin-

Polymerisation wurde in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen der 

Testsubstanzen (6,25 bis 50 µM) oder DMSO und Nocodazol als Kontrollen 

ermittelt. Hierfür wurden 10 µM Tubulin und die Substanzen mit 0,8 µM 

Glutamat und 0,1 mM MgCl2 bei 30°C für 15 min inkubiert. Die Polymerisation 

wurde durch die Hinzugabe von 0,4 mM GTP zu einem Gesamtansatz von 150 

µl induziert. Die Absorptionsmessung in Quarzküvetten (105.200; Hellma, 

Müllheim, D) erfolgte bei 340 nm in dem Cary 100Bio spectrometer, (Varian, 

Darmstadt Germany). Das Signal wurde alle 24 s detektiert. Die Auswertung 

der Messung erfolgte in grafischer Form, indem die die Absorptionszunahme 

gegen die Zeit aufgetragen wurde. 

 

Methode 2: 

Aus Schweinehirn aufgereinigtes, lyophilisiertes Tubulin (Cytoskeleton, 

Denver, USA) wurde in Tubulin-Puffer zu einer 100 µM Lösung resuspendiert. 

Aliquots wurden schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. 

Der Polymerisationsansatz wurde bei 4°C angesetzt und enthielt 10 µM 

Tubulin, 1mM MgCl2 und 0,8 M Glutamat in Gegenwart verschiedener 

Konzentrationen der Testsubstanzen. Die Kontrollansätze enthielten DMSO 

oder 0,5 µM Nocodazol. Dieser Ansatz wurde nach Banerjee et al. für 20 min 

bei 30°C inkubiert [164]. Die Messproben wurden in Kavitäten einer 

durchsichtigen 96-Lochplatte (Microplatte, 96 Well, Half Area, Transparent, 

Fester Boden, Greiner, Solingen, D) überführt. Daraufhin wurden die Proben 

bei 4°C für 5 min abgekühlt, was nach der folgenden Hinzugabe von 0,5 mM 

GTP den Start der Polymerisation verlangsamte. Die Trübungsmessung wurde 

bei 340 nm im Plattenleser bei 30°C durchgeführt. Es wurde für 60 min 

gemessen, wobei alle 30 s ein neuer Messpunkt aufgenommen wurde. Die 

Auswertung erfolgte in graphischer Form bei Auftragung der Absorption bei 

340 nm gegen die Zeit.  

4.2.3 Herstellung von Proteinextrakten 

Zur Herstellung von Proteinextrakten wurden HeLa Zellen und mittels SILAC 

markierte HeLa Zellen ausgesät. Nach dem Erreichen von 80%iger Konfluenz wurden 

die Zellen nach der Waschung mit PBS durch Trypsin-EDTA von der Oberfäche der 

Zellkulturflasche abgelöst. Nach der Aufnahme der Zellen in 20 ml Medium wurde die 

Zellsuspension in 50 ml Falcon-Röhrchen überführt und durch Zentrifugation für 5 min 

bei 100 g sedimentiert. Das Sediment wurde zweimal mit PBS gewaschen und es 
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erfolgte die Hinzugabe von 1 ml Lysispuffer sowie das Überführen in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß. Die Zelllyse erfolgte bei 4°C unter gelegentlichem und vorsichtigem 

Schütteln. Danach wurde 20 min bei 15.000 g zur Abtrennung der nicht löslichen 

Zellfragmente von den im Überstand enthaltenen Proteinen zentrifugiert. Die 

Lagerung des Proteinextrakts erfolgte bis zur Verwendung bei -20°C, wobei ein 

Aliquot für die nachfolgende Bestimmung der Proteinkonzentration verwendet wurde 

(siehe 4.2.4) 

4.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Zunächst wurde eine Eichgerade mit Hilfe einer BSA-Konzentrationsreihe erstellt. Zu 

der Bradford-Lösung wurden die Proteinlösung pipettiert. Die Proben wurden dreimal 

invertiert und ruhten für 10 min bei RT. Daraufhin wurde die Extinktion bei 595 nm 

gegen eine Referenzprobe gemessen. Die den Extinktionswerten entsprechenden 

Proteinkonzentrationen wurden mithilfe der bestimmten Eichgeraden berechnet.  

4.2.5 Affinitätsaufreinigung potentieller Zielproteine mittels biotinylierter 
Derivate 

0,5 ml (4 mg/ml) einer Suspension von magnetischen Streptavidinpartikel (streptavidin 

magnetic beads, S1420S, New England Biolabs, Ipswich, USA) wurden mit 0,5 ml 

einer 10 µM Lösung der biotinylierten Testsubstanz in PBS für 30 min bei RT 

inkubiert. Nach Entfernen des PBS erfolgte eine Inkubation für 30 min mit 0,5 ml einer 

in PBS gelösten 10 µM Lösung der biotinylierten Substanz, worauf sich eine 

zweimalige Waschung mit je 0,5 ml PBS anschloss.  

Die Affinitätsaufreinigung geschah zur Identifikation (siehe 4.2.5.1) und Validierung 

(siehe 4.2.5.2) potentieller Zielproteine Zielproteine unter Verwendung von Hela 

Proteinextrakten (20 µg) bei 4°C für 1 h. 

4.2.5.1 SILAC basierte komparative Affinitätsaufreinigung 

Es wurden zwei Messreihen bestehend aus jeweils zwei Experimenten durchgeführt. 

Hierfür wurden SILAC markierte Proteinextrakte verwendet (siehe 4.1.5 und 4.2.3) 

verwendet. In der ersten Messreihe wurde die Affinitätssonde 1 des aktiven THPs 

Tubulexin A mit heavy markiertem Proteinextrakt und die inaktive Molekülsonde 2 mit 

light Proteinextrakt inkubiert. Diese Kombination wurde in der zweiten Messreihe 

umgekehrt: Hier wurde Sonde 1 mit light und Sonde 2 mit heavy Proteinextakt 

behandelt. Danach folgte eine zweimalige Waschung mit 75 mM MgCl2 zugesetztem 

Lysispuffer (ohne 2-Mercapto-EtOH) und eine doppelte Waschung mit PBS. Diese 

Schritte wurden jeweils für 10 min bei 4°C durchgeführt. Die gebundenen Proteine 

wurden nach der Hinzugabe von 5x SDS Probenpuffer bei 95°C für 10 min durch 
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Kochen von den Streptavidinpartikeln abgelöst. Zur nachfolgenden relativen 

Quantifizierung wurden jeweils 15 µl der heavy und light Proteinproben vereinigt. Die 

weitere Prozessierung erfolgte, wie in den Kapiteln 4.2.6 und 4.2.7 beschrieben.  

4.2.5.2 Validierung der potentieller Zielproteine mittels Immunodetektion 

Zur Validierung der Bindung biotinylierter Substanz an ein Zielprotein wurde sowohl 

für die aktive Sonde 1 als auch für das inaktive Kontrollmolekül 2  HeLa Proteinextrakt 

verwendet. 

Nach der Inkubation mit dem Proteinextrakt erfolgte eine zweimalige Waschung mit 

75 mM MgCl2-haltigem Lysispuffer (ohne 2-Mercapto-EtOH) und eine anschließende 

doppelte Waschung mit PBS. Diese Schritte wurden jeweils für 10 min bei 4°C 

durchgeführt. Die gebundenen Proteine wurden mit 5x SDS-Probenpuffer für bei 95°C 

und 10 min von den Streptavidinpartikeln für die anschließende SDS-

Gelelektrophorese (siehe 4.2.6) durch Erhitzung bei 95°C abgelöst. 

4.2.6 SDS-Gelelektrophorese 

Um Proteine aufzutrennen, wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese SDS-

PAGE) durchgeführt. Es wurden 20 µl der in SDS-Probenpuffer gelösten 

Proteinproben nach Laemmli [165] auf ein diskontinuierliches Gelsystem bestehend 

aus 6% Sammelgel und 12,5% Trenngel aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine 

erfolgte bei 25 mA in vertikalen Gelkammern der Firma BioRad. Sie wurde gestoppt, 

sobald das Bromphenolblau des Probenpuffers durch das Gel gewandert war. Im 

weiteren Prozess wurde das Gel entweder für die Immunodetektion von Proteinen 

weiterverwendet (siehe 4.2.8) oder zur Visualisierung der Proteine für 60 min bei RT 

mit Coomassie gefärbt. In diesem Fall schloss sich nach der Coomassie Färbung die 

Entfärbung mittels Wasser für mehrere Stunden an, so dass der tryptische Verdau der 

Peptide und die relative Quantifizierung der Proteine durchgeführt werden konnte 

(siehe 4.2.7).  

4.2.7 Identifikation und relative Quantifizierung nano-LC MS/MS 

Um die Proteine aus der SILAC basierten komparativen Affinitätsaufreinigung 

identifizieren zu können, wurde ein tryptischer Verdau durchgeführt. Als Vorbereitung 

für die Nano-LC-MS/MS wurden die Proteine nach Auftrennung mittels SDS_PAGE 

aufgetrennt und die Proteinbanden mittels Coomassie Färbung visualisiert (siehe 

4.2.6). Anschließend wurden die Gelbanden in 8 bis 10 gleich große Teile 

geschnitten. Jedes Teil wurde weiter in 1-2 mm große Stücke zerkleinert. Die 

Gelbruchstücke eines Abschnitts wurden für 30 min in 200 µl Waschlösung 1 bei 37°C 

geschüttelt. Diese wurde durch Waschlösung 2 ersetzt, woraufhin die Proben für 
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weitere 15 min bei 37°C geschüttelt wurden. Anschließend konnte die Waschlösung 

entfernt und durch 100 µl Reduktionslösung ersetzt werden. Nach einer weiteren 

Inkubation dieses Reduktionsansatzes unter Schütteln bei 37°C für 45 min schloss 

sich die Alkylierung durch Hinzugabe von 100 μl Alkylierungslösung an. Hierfür 

wurden die Proben für 1 h im Dunkeln bei RT inkubiert. Nach Entfernen der 

Alkylierungslösung wurde nochmals zweimal für je 15 min mit 200 µl Waschlösung 2 

gewaschen. Daraufhin wurde die Lösung entfernt, 50 µl Acetonitril zugegeben und die 

Gelstücke für 10 min entwässert. Nach Verwerfung des Acetonitrils wurden die 

Gelstücke im Abzug für 5 bis 10 min getrocknet. Anschließend wurde 10 bis 15 µl 

Verdaupuffer zugeben und die Gelstücke für 15 min bei Raumtemperatur quellen 

gelassen. Danach wurde nochmals 20 µl Verdaupuffer (ohne Trypsin) hinzugefügt. 

Dieser Ansatz wurde über Nacht bei 30 °C unter Schütteln inkubiert. Daraufhin 

wurden die Gelstücke bei 0 °C in einem Ultraschallbad für 30 min inkubiert und 

danach der Überstand abgenommen. Zur Entwasserung wurden 30 µl Acetonitril auf 

die Gelstücke gegeben. Nach 15 minütiger Inkubation wurde der neue Überstand mit 

dem alten vereinigt. Die Lösungen wurden im Vakuum eingeengt und in 15 μl 0.1 % 

TFA aufgenommen, worauf die Nano-LC-MS/MS Messung folgte. 

Die Identifikation der gebundenen Proteine anhand der MS/MS Spektren erfolgte 

durch einen Vergleich mit der IPI_human_3.52 decoy Datenbank durch Suche mit 

dem Programm Mascot (http://www.matrixscience.com) einschließlich des MOWSE 

(molecular weight search) Algorithmus‘ [166], wobei eine Fehlertoleranz von 1% 

zugelassen wurde. Die relative Quantifizierung gebundener Proteine wurde durch das 

Programm MaxQuant v.1.0.13.13 ermöglicht [167]. Wie in Kap. 4.2.5a beschrieben, 

wurden zwei Messfolgen der SILAC basierten komparativen Affinitätschromatographie 

durchgeführt. In dem Fall, dass der pulldown der Tubulexin A Affinitätssonde 1 mit 

heavy Proteinextrakt durchgeführt und die Affinitätssonde 2 mit light Extrakt inkubiert 

wurde, mussten potentielle Zielproteine von Tubulexin A eine 1,3-fach erhöhte relative 

Signalintensität der MS/MS Spektren heavy zu light markierter Proteine besitzen. Im 

umgekehrten Fall betrug dieser Wert 0,7. In beiden Fällen sollten zumindest zwei 

Peptidsequenzen eines potentiellen Zielproteins quantifiziert worden sein. 

4.2.8 Immunodetektion nach Affinitätsaufreinigung 

Die mittels SDS-PAGE getrennten Proteine  wurden auf eine Polyvinylidenfluorid 

(PVDF)-Membran übertragen und die zu untersuchenden Proteine anschließend über 

spezifische Antikörper nachgewiesen. Für den Transfer der Proteine nach dem Halb-

Trocken Blotverfahren wurde zunächst die PVDF-Membran in Größe des Gels mit 

Methanol aktiviert und daraufhin zusammen mit vier Stücken Filterpapier und dem Gel 
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für 10 min in Blot-Puffer getränkt. Das „Blotsandwich“ bestand aus zwei Stücken 

Whatman Papier auf der Anodenplatte, worauf nachfolgend das Gel sowie die PVDF-

Membran und wiederum zwei Stücke Whatman Papier platziert wurden. Die 

Übertragung der Proteine auf die Membran erfolgte bei konstanter Spannung von 20 

V für 45 min. Zu Beginn der Immunodetektion wurden zunächst unspezifische 

Bindestellen mit 2% Slim Fast Schoko in TBS-T-Puffer abgesättigt. Zur Detektion von 

α Tubulin wurde der anti α-Tubulin E19-R-Antikörper  aus dem Kaninchen in der 

Verdünnung von 1:5000 und für die Detektion des Proteins CAS der  anti CAS-C20-

Antikörper aus Ziege in der Verdünnung 1:1000 verwendet. Die Inkubation der 

Membran mit den Antikörpern erfolgte bei für 1h bei RT. Nach dreimaligem Waschen 

mit TBS-T für 5 min wurden gebundene Antikörper über einen entsprechenden 

sekundären Antikörper, gekoppelt an einer gekoppelten Meerrettichperoxidase, in der 

Verdünnung 1:10.000 in TBST detektiert. Es folgte eine weitere dreifache Waschung 

der Membran für 5 min mit TBS-T. Als Substratlösung wurden 1 ml des Super Signal 

West Pico Systems (Thermo Scientific, Waltham, USA) genutzt. Nach einminütiger 

Inkubation konnten die gebundenen Antikörper durch die Entwicklung und Fixierung 

eines für eine geeignete Zeit auf die Membran gelegten Röntgenfilmes durch 

Schwärzung nachgewiesen werden. 

4.2.9 Konformationsanalyse von Tubulin mittels Tryptophan Fluoreszenz 

Die Tryptophan Fluoreszenz wurde als ein Monitor etwaiger lokaler 

Konformationsänderungen von αβ Tubulin verwendet. Tryptophan fluoresziert, wenn 

es bei 280 nm angeregt wird und sein Emissionsmaximum liegt, abhängig von der 

Polarität der Umgebung, zwischen 308 und 355 nm [168].Zur Testung eventueller 

Substanz induzierter Konformationsänderungen von Tubulin wurde die Fluoreszenz 

der Aminosäure Tryptophan mittels Fluoreszenzspektrometrie beobachtet. Pro Ansatz 

wurde 4 µM αβ Tubulin in 200 µl Tubulin Puffer zusammen mit der Testsubstanz in 

einer Quarzküvette für 30 min inkubiert. Ein Ansatz mit DMSO und αβ Tubulin diente 

dabei als Negativkontrolle, während 10 µM Nocodazol als Positivkontrolle für eine 

Konforamtionsänderung genutzt wurde. Tryptophan wurde bei 280 nm angeregt, 

während die Emission kontinuierlich in Abständen von 2 nm zwischen 300 und 400 

nm im Fluoreszenzspektrometer (Perkin Elmer LS50B, Hamburg, D) aufgenommen 

wurde.  

4.2.10 Konformationsanalyse von Tubulin mittels BIS-ANS Fluoreszenz 

BIS-ANS (4,4'-Dianilino-1,1'-binaphthyl-5,5'-disulfonsäure) (Abbildung 10) wurde als 

Probe für die Konformationsanalyse von αβ Tubulin verwendet. Das amphiphile BIS-
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folgte die Applikation der Testsubstanzen für 30 min, wobei als Kontrollansätze 

DMSO und Vinblastin verwendet wurden. Die Fluoreszenzanregung des BODIPY-FL-

Vinblastin-αβ-Tubulin Komplexes erfolgte im Plattenleser bei einer Wellenlänge von 

480 nm, während die Emission bei 515 nm Wellenlänge detektiert wurde. Die 

Messwerte des Kontrollansatzes mit DMSO wurden auf den Wert 1 normalisiert und 

die Fluoreszenzwerte der Messproben zu diesen ins Verhältnis gesetzt und 

beschreiben somit ein Vielfaches des DMSO-Wertes. Es wurde eine sigmoidale 

Ausgleichsgerade auf die Messwerte zur Bestimmung der EC50 Werte gelegt. 

4.2.13 Bestimmung der GTPase-Aktivität von Tubulin 

Mittels eines Malachite Green Phosphate Assay Kits (Bioessay Systems) wurde die 

Freisetzung von freiem Phosphat aus GTP und somit die GTPase-Aktivität von αβ 

Tubulin bestimmt. Es wurde nach Herstellerangaben verfahren. Der Ansatz wurde für 

ein 96-Lochplattenformat vorbereitet. Zunächst wurden 5 µM αβ Tubulin in Tubulin-

Puffer gemischt und verschiedene Konzentrationen der Testsubstanzen hinzugefügt. 

Hierbei dienten Vinblastin, Nocodazol und DMSO als Kontrolle. Nach 30 minütiger 

Inkubation bei RT erfolgte die Hinzugabe von 100 µM GTP. Nach weiteren 20 min 

wurde die GTPase Reaktion von αβ Tubulin durch 1 M Perchlorsäure gestoppt. Es 

folgte die Überführung von 80 µl des Testansatzes in eine 96-Lochplatte und 

daraufhin die Applikation von 20 µl des vorbereiteten Malachit Grün-Reagenzes. Die 

96-Lochplatte wurde im Dunkeln für 30 min bei RT für die Entwicklung der 

Farbreaktion inkubiert. Daraufhin wurde die Messung der Absorption bei 620 nm im 

Plattenlesegerät durchgeführt. Die Messwerte des Kontrollansatzes mit DMSO 

wurden auf den Wert 1 normalisiert. Die Absorptionswerte der Messproben wurden zu 

diesen ins Verhältnis gesetzt und beschreiben somit ein Vielfaches des DMSO-

Wertes.  

4.3 Verwendung des Pipettierrobotors Sciclone ALH500 

Beim zellulären Screening der Wirkung von Testsubstanzen auf den Phänotyp von 

BSC-1 oder MDCK-F3 Zellen im 384-Lochplattenformat wurden die Testsubstanzen 

durch den Pipettierrobotor Sciclone ALH500 (Caliper Life Sciences GmbH, 

Rüsselsheim, D) auf Zell-behandelten Mikrotiterplatten appliziert. Hierbei wurde das 

von Dr. Sascha Menninger erstellte Programm „CellScreen384WP_SM.ptc“ 

verwendet [171]. Zusammenfassend wurden 10 mM in DMSO gelöste 

Testsubstanzen auf 384-Lochplatten in Zellmedium vorverdünnt. Diese Substanzen 

wurden schließlich in einer Endkonzentration von 30 µM zur Vierfachbestimmung auf 
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5. Ergebnisse 

5.1 Untersuchung einer Naturstoff-Substanzbibliothek mittels zellbasierter 
Assays 

Die in der Abteilung etablierten High Content Screening Systeme sollten für spätere 

Untersuchungen Naturstoff-basierter Substanzbibliotheken validiert werden. Zu 

diesem Zweck stand eine Substanzbibliothek aus 1500 strukturell diversen 

Naturstoffen von der Firma InterMed Discovery (Dortmund) zur Verfügung. Hierin 

enthalten waren Wirkstoffe mit bekannter zellulärer Aktivität. Eine Identifikation dieser 

Substanzen mittels der Screens würde somit zur Validierung der Testsysteme führen. 

Die Substanzbibliothek enthielt außerdem Substanzen mit unbekannter zellulärer 

Aktivität. Nach der Identifikation solcher Moleküle mittels der Screens sollten  

Folgeuntersuchungen deren Bioaktivität näher charakterisieren, um ihr Potential als 

Leitstrukturen für die Synthese Naturstoff-basierter Substanzbibliotheken abschätzen 

zu können. 

5.1.1 High Content Screening  

In der Arbeitsgruppe wurden zwei High Content Screens etabliert: der BSC-1 

Phänotyp-Assay und der MDCK-F3 Phänotyp-Assay [171]. Um das Potential dieser 

beiden Ansätze in der Identifikation interessanter Wirkstoffe zu evaluieren, wurden sie 

parallel für das Screening der Substanzbibliothek verwendet. Dieser doppelte Ansatz 

ermöglichte außerdem, eine große Spannbreite biologischer Aktivitäten der 

Naturstoffe aufzudecken.  

Mittels des BSC-1 Phänotyp-Assays sollten etwaige Modulatoren des eukaryotischen 

Zytoskelettes und der Mitose identifiziert werden. Die für den BSC-1 Phänotyp-Assay 

verwendeten BSC-1 Zellen aus der Niere der Grünen Meerkatze sind durch ein 

ausgeprägtes Zytoskelett gekennzeichnet. Mehrere Studien zeigten bereits, dass 

diese Zellen sowohl ein herausragendes System zur Identifikation chemischer 

Modulatoren des Aktin- und MT-Zytoskelettes als auch der Mitose sind [54,172-174]. 

Der MDCK-F3 Phänotyp-Assay wurde zur Identifikation etwaiger Inhibitoren Ras-

abhängiger Signalwege genutzt. Die mit dem viralen H-Ras-Onkogen stabil 

transfizierte Zelllinie MDCK-F3 besitzt eine von dem MDCK Wildtyp unterschiedliche 

Zellmorphologie. MDCK-F3 Zellen wachsen mesenchymal mit wenigen Zellkontakten, 

während MDCK Zellen eine epitheliale Zellmorphologie aufweisen. Aufgrund dieses 

charakteristisch unterschiedlichen Phänotyps eignen sich MDCK-F3 Zellen als 

System zur mikroskopischen Identifikation von potentiellen Inhibitoren des 

Ras/MAPK-Signalweges [175-178]. Inhibitoren des Ras/MAPK- Signalweges, wie der 
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Abbildung 16. Coreanosid F1 und Maistemonin induzieren Veränderungen des BSC-1 
Zytoskeletts. A. Strukturen der Naturstoffe Coreanosid F1 und Maistemonin. B. Der Effekt von 

Coreanosid F1 auf den Phänotyp von BSC-1 Zellen. Nach 20 stündiger Behandlung der Zellen mit den 

Wirkstoffen wurden Aktinfilamente (rot; TRITC-Phalloidin), α Tubulin (grün; anti-α-Tubulin-FITC) und 

DNA (blau; DAPI) histochemisch visualisiert. Maßstabbalken: 50 µm 

Die zytotoxischen Substanzen (Abbildung 13) wurden in den jeweiligen Testsystemen 

noch einmal bei niedrigeren Konzentrationen von 10 µM und 3 µM getestet. Durch 

ihre Zytotoxizität bei 30 µM waren diese Substanzen besonders interessant, da 

solche Substanzen mit hoher Wahrscheinlichkeit auch bei niedriger Konzentration 

Bioaktivität aufweisen. Mögliche Wirkungen wären hierbei antiproliferative 

Eigenschaften und mögliche Mitose- und Apoptose-regulierende Effekte. Die Tests 

wurden von Frau B.Sc. Bettina Stanitzki im 96-Lochplattenformat durchgeführt und 

führten zur Identifikation von Podoverin A. 10 µM des Naturstoffes induzierten den 

gleichen Phänotyp wie 1 µM Nocodazol und sogar eine Konzentration von 3 µM führte 

zu starken Effekten (Abbildung 17). Es war eine große Anzahl abgerundeter Zellen 

mit einem bipolaren Spindelapparat zu erkennen. Daher schienen diese Zellen in der 

Metaphase der Mitose arretiert zu sein. Das Auftreten von Membranbläschen zeigte 

weiterhin Zellmorphologie, die mit Apoptose-Induktion in Verbindung gebracht werden 

kann. Eine antimitotische und MT-Dynamik inhibierende Wirkung von Podoverin A 

wurde bisher nicht beschrieben, weshalb weitere Studien mit diesem Wirkstoff 

durchgeführt wurden (siehe 5.1.3).  
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das eukaryotische Zytoskelett musste daher die Wirkung auf die Aktinfilamente und 

die MT differenziert betrachtet werden. Nach Behandlung von BSC-1 Zellen mit 

beiden Substanzen im 96-Lochplattenformat wurden entweder F-Aktin und DNA oder 

α Tubulin und DNA histochemisch markiert, um eine mögliche Überlagerung der 

Fluoreszenzmarker zu verhindern. Die Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung 

zeigten, dass Maistemonin und Coreanosid F1 deregulierend auf das Aktin-

Zytoskelett in BSC-1 Zellen wirkten (Abbildung 18A; gezeigt für Coreanosid F1). 

Hingegen blieb die zelluläre Organisation der MT jeweils unbeeinflusst. Es bildeten 

sich ringartige Aggregate von Aktin in der perinukleären Region bei einer Behandlung 

von BSC-1 Zellen mit beiden Wirkstoffen in einer Konzentration von 30 µM. Zur 

Untersuchung, ob dieser Effekt Zelltyp-spezifisch ist, folgte eine Analyse in HeLa-

Zellen. Die Zellen wurden hierfür auf 96 Lochplatten ausgesät und mit verschiedenen 

Konzentrationen der beiden Substanzen behandelt. Nach Fluoreszenzmarkierung von 

F-Aktin zeigten sich in der mikroskopischen Analyse für beide Wirkstoffe starke 

Effekte in HeLa Zellen. In ihrer Qualität und Ausprägung waren sie stark vergleichbar 

zu den in BSC-1 Zellen beschriebenen Effekten (Abbildung 18B) 
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Phänotyp-Assay auf eine mögliche Bioaktivität getestet. Jedoch führte keine dieser 

Substanzen zu phänotypischen Veränderungen der BSC-1 Zellen. 

Die phänotypischen Veränderungen von BSC-1 Zellen durch Podoverin A deuteten 

auf eine Nocodazol-ähnliche inhibitorische Wirkung auf den Zellzyklus hin. Um daher 

den Einfluss von Podoverin A auf den Zellzyklus zu untersuchen, wurden diverse 

Zelllinien mit dem Wirkstoff behandelt. Die nachfolgende Färbung der Zellen mit 

Propidiumiodid ermöglichte die durchflusszytomertrische Quantifizierung des DNA-

Gehalts. Hierbei führten 5 µM des Wirkstoffes zu einem praktisch kompletten 

mitotischen Arrest der untersuchten Zelllinien in der G2/M-Phase (siehe Tabelle 4; 

Abbildung 21). Diese Wirkung war vergleichbar mit einer zellulären Behandlung mit 1 

µM Nocodazol.  

Tabelle 4. Analyse des Zellzyklus eukaryotischer Zelllinien nach Behandlung mit Podoverin A. 
Dargestellt sind die prozentualen Anteile der Zellpopulation in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus. 

DMSO zeigt die Normalverteilung an und 1 µM Nocodazol dient als die Positivkontrolle für G2/M-Arrest. 

2n = einfacher Chromosomensatz, der jeweiligen Zelllinie. 

  < 2n G1 (2n) G2/M (4n) > 4n Zelllinie 

DMSO 3.8 57.8 24.3 13.0 
HeLa 1 µM Nocodazol 14.1 3.3 66.2 15.7 

5 µM Podoverin A 14.6 5.0 59.0 19.8 
DMSO 0.9 37.4 39.3 22.2 

MCF-7 1 µM Nocodazol 1.5 4.5 63.6 30.2 
5 µM Podoverin A 2.9 5.4 66.1 25.3 

DMSO 1.0 40.0 34.8 24.0 

PC-3 1 µM Nocodazol 1.7 4.3 63.9 27.8 
5 µM Podoverin A 3.1 6.7 65.0 25.8 
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p53+/+ Zellen, als auch in den p53 negativen HCT-116 p53-/- Zellen führte, was einen 

p53-unabhängigen Effekt der Substanz als wahrscheinlich erschienen ließ.  

Tabelle 5. Analyse des Zellzyklus eukaryotischer Zelllinien nach Behandlung mit den 
Enantiomeren (-)-6k und (+)-6k. Dargestellt sind die prozentualen Anteile der Zellpopulation in den 

verschiedenen Phasen des Zellzyklus. DMSO zeigt die Normalverteilung an und 1 µM Nocodazol bildet 

die Positivkontrolle für einen G2/M-Arrest; 2n = einfacher Chromosomensatz, der jeweiligen Zelllinie. 

< 2n G1 (2n) G2/M (4n) > 4n Zelllinie 
 
DMSO 0,8 23,9 29,6 46,9  

HCT116 p53+/+ 1 µM Nocodazol 1,8 4,3 56,2 35,1 
10 µM (-)-6k 3,8 7,7 58,4 30,1 
10 µM (+)-6k 0,7 22,8 30,8 46,6  
 
DMSO 1,0 35,5 38,8 25,0 
1 µM Nocodazol 2,0 5,8 53,5 38,9 

HCT116 p53-/- 10 µM (-)-6k 9,4 5,5 49,6 34,9 
10 µM (+)-6k 1,0 35,9 37,8 25,6 
 
DMSO 0,6 49,2 28,0 22,5 
1 µM Nocodazol 3,2 8,7 65,7 22,3 

BSC-1 10 µM (-)-6k 14,7 8,8 53,0 22,3 
10 µM (+)-6k 0,7 51,8 28,6 19,4 

DMSO 1,4 37,1 28,3 32,5 
HeLa 1 µM Nocodazol 2,0 2,5 63,0 32,5 

10 µM (-)-6k 2,7 6,0 60,0 31,1 
10 µM (+)-6k 1,7 34,6 28,4 32,0  
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fehlerhafte MT-Organisation den mitotischen Spindelapparat beeinflusst, wurde in der 

Arbeitsgruppe von Prof. Thomas U. Mayer der Phänotyp mit (-)-6k behandelter HeLa-

L-Zellen während der Mitose studiert. Nach der Inkubation der Zellen mit beiden 

Enantiomeren erfolgte die Visualisierung von DNA und MT für die mikroskopische 

Auswertung. In den mit DMSO und (+)-6k behandelten HeLa-L Zellen waren in den 

verschiedenen mitotischen Phasen klare bipolare Spindeln erkennbar und die 

Zellteilung verlief ordnungsgemäß. Hingegen bewirkten 7,5 µM des Wirkstoffes (-)-6k 

eine Arretierung mehrerer Zellen in der Prometaphase der Mitose. Aufgrund der 

Bildung multipolarer Spindeln war die Organisation des Spindelapparates hierbei 

hochgradig gestört. In diesem Prozess kam es vermutlich zu einer chromosomalen 

Fehlverteilung. 
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höchste Aktivität wies Tubulexin A in HeLa Zellen auf. Es reichten 2 µM des 

Wirkstoffes aus, um eine signifikante relative Anzahl an Zellen in der G2/M-Phase zu 

arretieren (Abbildung 35). 

Tabelle 6. Analyse des Zellzyklus nach Behandlung mit Tubulexin A. Dargestellt sind die 

prozentualen Anteile an Zellen in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus. DMSO zeigt die 

Normalverteilung an und 1 µM Nocodazol bildet die Positivkontrolle für G2/M-Arrest; 2n=einfacher 

Chromosomensatz, der jeweiligen Zelllinie. 

  < 2n G1 (2n) G2/M (4n) > 4n Zelllinie 

DMSO 3,8 57,8 24,3 13,0 
1 µM Nocodazol 14,1 3,3 66,2 15,7 HeLa 
2 µM Tubulexin A 10,1 41,1 35,9 11,7 
10 µM Tubulexin A 14,8 7,2 60,0 16,3   

DMSO 0,6 49,2 28,0 22,5 
1 µM Nocodazol 3,2 8,7 65,7 22,3 BSC-1 
2 µM Tubulexin A 0,5 55,3 25,3 17,9 
10 µM Tubulexin A 16,3 3,4 65,1 15,3   

DMSO 0,1 32,3 43,6 24,2 
1 µM Nocodazol 1,0 7,0 46,5 45,5 PC-3 
2 µM Tubulexin A 0,4 26,1 37,0 36,5 
10 µM Tubulexin A 2,2 11,1 43,6 42,7   

DMSO 0,9 37,4 39,3 22,2 
1 µM Nocodazol 1,5 4,5 63,6 30,2 MCF-7 
2 µM Tubulexin A 1,5 35,8 37,5 25,3 
10 µM Tubulexin A 7,0 10,5 60,1 22,5   
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wenigen MT. Außerdem zeigten sich insbesondere bei Konzentrationen von 10 µM 

starke Anomalien der Morphologie des Zellkerns, da eine Beschädigung seiner 

Einheitlichkeit und das vermehrte Auftreten mehrkerniger Zellen beobachtet werden 

konnte.  

Zur Untersuchung, ob Tubulexin A mit der zellulären MT-Dynamik interferiert, wurde 

ein MT-Repolymerisationstest in BSC-1 Zellen durchgeführt. Nach der Behandlung 

von BSC-1 Zellen mit 10 µM Tubulexin A oder DMSO und Depolymerisation der MT 

durch Kältebehandlung wurde die Repolymerisation des MT-Zytoskelettes 

fluoreszenzmikroskopisch in Abhängigkeit von der Zeit analysiert. Die am MTOC 

startende MT-Repolymerisation wurde im DMSO-Kontrollansatz bereits nach einer 

Minute beobachtet, und das MT-Zytoskelett war nach 10 min praktisch vollständig 

wiederhergestellt. Hingegen führte die Behandlung von BSC-1 Zellen mit 10 µM 

Tubulexin A zu einer kompletten Inhibition der MT-Repolymerisation im gleichen 

Zeitraum. 
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5.3.4 Identifikation der Zielproteine der Tubulexine durch Chemische 
Proteomik 

Zur Identifikation potentieller Zielproteine der Tubulexine wurde unter Verwendung 

des bioaktivsten Wirkstoffes Tubulexin A und eines inaktiven THP-Derivats der 

Substanzbibliothek (siehe Tabelle 8; TV_AMS) eine SILAC basierte komparative 

Affinitätsaufreinigung durchgeführt. Die Synthese der hierfür benötigten 

Affinitätssonden erfolgte aufgrund der Ergebnisse der SAR-Analyse. Demnach schien 

eine Substitution an R3 möglich, weshalb für beide Substanzen an dieser Stelle die 

Kopplung mit einem Polyethylenglycol (PEG)-Biotin Linker erfolgte. Die auf diese 

Weise synthetisierten Affinitätssonden 1 und 2 wurden von Dr. Hugo Lachance 

hergestellt. Sonde 1 zeigte in allen relevanten zellulären Testsystemen stark 

vergleichbare Bioaktivität zu Tubulexin A, während 2 inaktiv war (Tabelle 8). 

Die SILAC-Markierung der HeLa Zellen wurde für die Aminosäuren Arginin und Lysin 

durchgeführt. Für die SILAC Markierung wurden HeLa Zellen für 6 Tage mit L-Arginin 
13C6, 15N4 und L-Lysin 13C6 zum Einbau der AS in das HeLa Proteom inkubiert. Nach 

der Herstellung von Proteinextrakten, Trypsin-Verdau der Proteine und 

massenspektrometrischer Analyse konnte der erfolgreiche Einbau der Aminosäuren 

Arginin 13C6, 15N4 und Lysin 13C6 zu ca. 98% in das HeLa Proteom bestätigt werden 

(persönliche Mitteilung von Frau Dr. Petra Janning). Parallel hierzu wurde unter 

Verwendung von normalem Arginin und Lysin ein weiterer Proteinextrakt hergestellt. 

Die SILAC markierten (heavy) und die unmarkierten (light) Proteinextrakte wurden für 

die nachfolgende Affinitätsaufreinigung der Bindungsproteine von Tubulexin A 

verwendet.    

Für die Affinitätsaufreinigung wurden die Affinitätssonden 1 und 2 an magnetischen 

Streptavidin-Partikeln immobilisiert und entweder mit heavy oder light Proteinextrakt 

inkubiert. Hierbei wurden zwei doppelte Messfolgen durchgeführt (siehe 4.2.5.1). Die 

Proteine wurden daraufhin durch Erhitzen in SDS-Probenpuffer bei 95°C für 10 min 

von den Streptavidinpartikeln getrennt, woraufhin die gebundenen Proteine beider 

Lysate vereinigt wurden. Daraufhin erfolgte die Trennung der Proteine mittels SDS-

Gelelektrophorese und ihre Visualisierung nach Coomassie-Färbung. Die Analyse 

und Auswertung der Proben erfolgte über tryptischen Verdau mittels Nano-LC-

MS/MS. Die Datenbanksuche wurde mittels Mascot durchgeführt. Hierbei ermöglichte 

das Programm MaxQuant eine relative Quantifizierung der SILAC markierten Peptide 

im Verhältnis zu nicht markierten Peptiden [167]. Wurde ein Protein nach Bindung an 

die Tubulexin A-Sonde 1 in signifikant höherem Maße im Vergleich zu der inaktiven 

Molekülsonde 2 quantifiziert (siehe 4.2.7), handelte es sich um ein potentielles 
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Tabelle 9. Zusammenfassung der mittels SILAC basierter RP-LC-MS/MS-identifizierten 
potentiellen Interaktionspartner des Tubulexin A Analogons 1. In Grau sind Proteine dargestellt, die 

in allen 4 Experimenten identifiziert wurden und in Schwarz Proteine, die in 3 von 4 Experimenten 

gefunden wurden. 

 

Wie Tabelle 9 zeigt, war die Identifikation vierer α- und β-Tubulin Proteine sehr 

auffällig, wobei sowohl α- als auch β-Tubulin in allen 4 Experimenten identifiziert 

wurden. Die Identifikation von αβ-Tubulin als potentielles Zielprotein war im 

Zusammenhang mit den zellulären Wirkungen von Tubulexin A und der Rolle der MT 

während der Mitose als höchst interessant zu bewerten (siehe 1.3, 6.3.1 und 6.3.2.3) 

Des Weiteren wurde das in 4 Versuchen identifizierte Protein CAS (cellular apoptosis 

Protein Funktion 

 
DnaJ protein 
homolog 2 

Co-Chaperon von Hsc70, Rolle im Proteinimport in 

Mitochondrien [211,212] 

 
Leucine-rich repeat-
containing protein 

59 

unbekannt 

Exportin-2; CAS, 
CSE1L 

 

Nukleärer Export Rezeptor für Importin-alpha, interagiert mit 

MT und mitotischen Spindeln 

Alpha-tubulin 6 
 

Isoform der α Einheit des αβ Tubulin Dimers 

Alpha-tubulin 1 
 

Isoform der α Einheit des α/β Tubulin Dimers 

Tubulin beta 1 
 

Isoform der β Einheit des α/β Tubulin Dimers 

Tubulin beta 2 
 

Isoform der β Einheit des α/β Tubulin Dimers 

Nucleostemin 
 

Einfluss auf die Proliferationskapazität von Stammzellen, 

potentiell wichtige Funktion in der Tumorigenese [213,214] 

APMCF1 
 

Untereinheit des SRP (signal recognition particle) Rezeptors 

und somit eine Funktion im Proteintransport [215-217] 
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Zur Identifikation der Bindestelle von Tubulexin A an αβ Tubulin wurden 

Verdrängungsexperimente durchgeführt. Um eine etwaige Bindung an die Colchicin-

Bindestelle aufzuklären, wurde ein kompetitiver Ansatz mit Colchicin gewählt. Die 

Eigenfluoreszenz von Colchicin erhöht sich nach seiner Assoziation mit αβ Tubulin, 

also führt eine Dissoziation von αβ-Tubulin aufgrund der Bindung eines anderen 

Liganden an die Colchicin-Bindestelle zu einer Verringerung der Fluoreszenz-

Intensität [170]. Dieses etablierte Prinzip wird häufig für die Identifikation von 

Liganden der Colchicin-Bindestelle verwendet [229-233]. Daher erfolgte nach der 

Bildung des Tubulin-Colchicin Komplexes die Zugabe verschiedener Konzentrationen 

von Tubulexin A, wobei Nocodazol als bekannter Ligand der Colchicin-Bindestelle als 

Kontrolle eingesetzt wurde [136]. Während Nocodazol zu einer drastischen 

Erniedrigung der Fluoreszenz führte, hatte Tubulexin A bis zu einer Konzentration von 

100 µM keinen derartigen Effekt, wodurch eine Bindung des Wirkstoffes an die 

Colchicin-Bindestelle ausgeschlossen werden konnte (Abbildung 46A).  

Zur Untersuchung, ob die Tubulexin A an die Vinca Alkaloid-Bindestelle von αβ 

Tubulin bindet, konnte ein fluoreszentes Analogon von Vinblastin (BODIPY-FL-

Vinblastin) verwendet werden. Frühere Studien zeigten dessen Fluoreszenzerhöhung 

nach Bindung an αβ Tubulin und auch eine Abnahme der Fluorezenzintensität nach 

Kompetition mit Vinblastin [234]. BODIPY-FL-Vinblastin wird häufig bei der 

Identifikation etwaiger Liganden der Vinca Alkaloid-Bindestelle verwendet 

[164,229,233,235,236]. Nach der Bildung des BODIPY-FL-Vinblastin-αβ-Tubulin-

Komplexes wurden verschiedene Konzentrationen von Tubulexin A, B, C oder 

Vinblastin als Kontrolle hinzugefügt, woraufhin eine eventuelle Kompetition mit 

BODIPY-FL-Vinblastin durch Bestimmung seiner Fluoreszenzänderung ermittelt 

wurde. Vinblastin und Tubulexin A führten zu einer konzentrationsabhängigen und 

ähnlich starken Kompetition  (Abbildung 46B). Die EC50 Werte von Vinblastin (2.95 ± 

0.63 µM) und Tubulexin A (2.67 ± 0.70 µM) zeigten unter den gewählten Bedingungen 

eine stöchiometrische Kompetition mit BODIPY-FL-Vinblastin an. Die EC50 Werte der 

ebenfalls getesteten Wirkstoffe Tubulexin B (4.66 ± 1.12) und C (4.92 ± 1.42) waren 

im Vergleich wenig höher.  
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Abbildung 47. Bestimmung der GTPase-Aktivität von Tubulin nach Behandlung mit Tubulexin A. 5 

µM Tubulin wurden in Gegenwart von Tubulexin A, Vinblastin oder DMSO und Nocodazol als Kontrolle 

für 30 min inkubiert. Nach 20 min Inkubation mit GTP wurde freigesetztes Phosphat und somit die 

GTPase-Aktivität von Tubulin mittels des Malachit Grün Assays bei einer Absorption von 620 nm 

bestimmt. Die Messwerte wurden auf die Absorption des DMSO-Kontrollansatzes normalisiert. 

Angegeben sind die Durchschnittswerte einer Dreifachbestimmung ± SD. Die Daten sind repräsentativ 

für drei unabhängige Messungen.  

5.3.6 Die Wirkung von Tubulexin A auf Taxol-resistente HeLa Zellen 

Aufgrund der Limitationen des Wirkstoffes Taxol als Krebsmedikament in der 

klinischen Anwendung durch zelluläre Resistenzmechanismen (siehe 1.3.2) war es 

interessant, die Wirkung von Tubulexin A auf Taxol-resistente Zellen zu testen. Hierfür 

wurde zunächst eine Taxol resistente HeLa-Zelllinie etabliert. Dieses geschah durch 

Exposition von HeLa Zellen über mehrere Wochen mit Taxol und Selektion und 

Kultivierung der resistenten Zellpopulation [239,240]. Hierdurch wurde die Zelllinie 

HeLa-Txl erhalten. Um die Resistenz der HeLa-Txl Zellen gegenüber Taxol zu 

ermitteln, wurden HeLa und HeLa-Txl Zellen für 72h mit dem Medikament behandelt 

und daraufhin die jeweilige Inhibition der Proliferationsrate mittels eines WST-1 

Proliferationstests bestimmt. Nach Bestimmung des IC50-Wertes für HeLa (5,1 +/-0,7 

nM) und HeLa-Txl Zellen (47,1 +/-9,9 nM) zeigte sich mit dem Resistenzfaktor von 

9,24 eine fast 10fach erhöhte Resistenz der HeLa-Txl Zellen gegenüber Taxol und 

somit eine erfolgreiche Etablierung der Zelllinie (Abbildung 48 A und C). Im Vergleich 

zu der Wirkung von Taxol auf die beiden Zelllinien wurde der antiproliferative Effekt 

von Tubulexin A auf die HeLa-Txl Zelllinie im Vergleich zu HeLa Zellen quantifiziert. 

Hier zeigte sich, dass der IC50-Wert für von Tubulexin A in beiden Zelllinien bei etwa 2 

µM lag (Abbildung 48B und C). Diese gleichbleibende Aktivität drückte sich auch in 
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6. Diskussion 

6.1 Untersuchung einer Naturstoff-Substanzbibliothek  

Im Rahmen der Dissertation sollte mittels einer Bibliothek aus Naturstoffen, die in der 

Abteilung vorhandenen High Content Screens validiert werden, um diese für eine 

mögliche Verwendung in Folgestudien zur Untersuchung Naturstoff-basierter 

Substanzbibliotheken einzusetzen. Diesbezüglich konnte der BSC-1 Phänotyp-Screen 

als besonders vielversprechend gewertet werden (siehe 6.1.1). Des Weiteren sollten 

eventuell in der Literatur unbeschriebene Wirkstoffe identifiziert und die biologische 

Wirkung charakterisiert werden, um potentielle Leitstrukturen für die Synthese von 

Substanzbibliotheken zu erhalten. Mit Podoverin A, Maistemonin und Coreanosid F1 

konnten anhand des BSC-1 Phänotyp-Assays solche Substanzen identifiziert werden 

(siehe 6.1.2). 

6.1.1 Validierung und Bewertung der High Content Screens 

Das High Content Screening der Naturstoffbibliothek führte zur Validierung der 

verwendeten Screens. Hierbei zeigte besonders der BSC-1 Phänotyp-Assay großes 

Potential, Wirkstoffe mit interessanter Bioaktivität zu identifizieren. So konnten sowohl 

diverse in der Literatur beschriebene Substanzen, die modulierend auf Bestandteile 

des Zytoskelettes und der Mitose wirken, als auch Apoptose-induzierende 

Substanzen identifiziert werden. Die Identifikation der Wirkstoffe Podophyllotoxin, 

Taxol und Chelidonin zeigte die Stärke des Testsystems, indem bekannte Mitose-

regulierende Substanzen aufgefunden werden konnten. Außerdem konnten mit 

Cucurbitacin B, Flavonoiden und Rotenon Moleküle identifiziert werden, die unter den 

gewählten Bedingungen sowohl im MDCK-F3 Phänotyp-Assay, als auch im BSC-1 

Phänotyp-Assay morphologische Anzeichen der Apoptose aufwiesen. Aufgrund 

dieser vielversprechenden Ergebnisse wurde der BSC-1 Phänotyp-Screen als 

validiertes System in Folgestudien als Startpunkt für die Identifikation zellulär aktiver 

Substanzen mittels des vorwärts gerichteten chemisch genetischen Ansatzes 

bewertet. 

Jedoch konnte mittels des MDCK-F3 Phänotyp-Screens innerhalb der 

Substanzbibliothek keine Substanz identifiziert werden, deren Wirkung eine 

Rücktransformation von MDCK-F3 Zellen und somit eine potentielle Inhibition der 

HRas abhängigen Signalwege vorschlug. Der Grund hierfür könnten die gewählten 

Bedingungen des Testansatzes sein. Hierbei könnte die für dieses Testsystem 

vergleichsweise niedrige Konzentration der Testsubstanzen von 30 µM verantwortlich 

sein. So induzieren andere mittels dieses Testsystems identifizierte bekannte 
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Modulatoren des Ras/MAPK Signalweges, wie Melophlin A und Palmostatin B, eine 

Rücktransformation nur bei höheren Konzentrationen [175,177]. In anderen Systemen 

weisen diese Substanzen eine vergleichsweise hohe Potenz auf. Ebenso ist es 

möglich, dass die genutzte Substanzbibliothek keine Inhibitoren Ras-abhängiger 

Signalwege enthielt. So identifizierten Stockwell et al. mit einem eleganten 

zellbasierten Ansatz, ausgehend von dem sogenannten synthetisch letalen 

Screening, die Substanz Erastin als einen Wirkstoff, der selektiv in durch onkogenes 

Ras transformierten Zellen den Zelltod auslöste [241,242]. Die in dieser Studie 

untersuchte Substanzbibliothek war mit 24.000 Substanzen weitaus größer als die der 

hier verwendeten 1500 Naturstoffe und somit auch die Wahrscheinlichkeit, solche 

Inhibitoren zu identifizieren.  

Eine Herausforderung bei der Anwendung des MDCK-F3 Phänotyp-Screens stellt die 

reine Fokussierung auf morphologische Veränderungen der MDCK-F3 Zellen dar. 

Diese sind häufig schwierig zu interpretieren. So kommt es im Zuge einer 

Rücktransformation aufgrund der erhöhten Expression von E-Cadherin zum Übergang 

von einem mesenchymalen zum epithelialen Phänotyp und zu vermehrten Zell-

Zellkontakten. Folgich besitzt die Morphologie solcher runder Zellen gewisse 

Ähnlichkeiten zu mitotischen Zellen. Aufgrund dessen können häufig Fehl-

Interpretationen die Folge sein [171].  

Aus den genannten Überlegungen gehen folgende Schlüsse für die zukünftige 

Identifikation von Substanzen, die eine Rücktransformation verursachen, hervor: a) Es 

sollte überlegt werden, die Startkonzentration der zu testenden Verbindungen zu 

erhöhen b) Der Screen sollte zur Identifikation neuer Leitstrukturen entweder für die 

Untersuchung relativ großer Substanzbibliotheken oder für eine fokussierte auf 

Leitstrukturen basierte kleine Substanzbibliothek angewandt werden. c) Um die 

morphologischen Veränderungen klar zu belegen, sollte eine Bestimmung der E-

Cadherin Expression mittels Immunfärbung in den Screen implementiert werden.  

Die beschriebenen Optimierungen wären wünschenswert, denn eine veränderte 

Aktivität Ras abhängiger Signalwege wird neben einer deregulierten Proliferation, 

auch mit der Invasion und Metastasierung von Tumorzellen in Verbindung gebracht 

und ist somit von hoher Relevanz für die Krebsforschung [243]. Im Prinzip hat der 

MDCK-F3 Phänotyp-Assay großes Potential für die Identifikation etwaiger 

Substanzen, die als Sonden zur Untersuchung Ras vermittelter, biologischer 

Prozesse eingesetzt werden können oder als Leitstrukturen potentieller Wirkstoffe 

verwendet werden können.  

Demnach ist festzustellen, dass der MDCK-F3 Phänotyp-Assay relativ kritisch 

bewertet wurde. Da eine weitgehende Optimierung dieses Systems nicht Ziel dieser 
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Arbeit war, wurde der BSC-1 Assay und dessen Prinzipien als gut validierter 

Startpunkt für den vorwärts gerichteten chemisch genetischen Ansatz in der 

Untersuchung BIOS-basierter Substanzbibliotheken betrachtet. 

6.1.2 Die Identifikation von Naturstoffen mit unbeschriebener Bioaktivität 

Der Screen mittels des BSC-1 Phänotyp-Assays führte zur Identifikation dreier 

Substanzen, deren beobachtete Bioaktivitäten in der Literatur nicht beschrieben 

waren. Diese wurden deshalb näher charakterisiert. Daher werden die Effekte von 

Podoverin A, Maistemonin und Coreanosid F1 in der Folge untersucht.  

6.1.2.1 Die zelluläre Wirkung von Podoverin A.  

Die zellulären Effekte von Podoverin A beinhalten eine erhöhte Anzahl mitotischer 

BSC-1 Zellen, die Induktion eines G2/M Arrests in diversen Zelllinien, die Inhibition 

der MT-Repolymerisation in BSC-1 Zellen und einen stark antiproliferativen Effekt in 

HeLa Zellen. Somit ist eine Wirkung dieser Substanz auf die αβ-Tubulin-Dynamik 

wahrscheinlich. Dieses war als besonders interessant zu bewerten, da der Wirkstoff 

bisher ausschließlich für seine entzündungshemmenden Eigenschaften bekannt war 

[244]. Die negativen Bioaktivitätstests der, zusammen mit Dr. Wolfram Wilk 

selektierten, strukturverwandten Wirkstoffe in dem BSC-1 Phänotyp-Assay legten 

außerdem eine große Spezifität der Podoverin A-Struktur gegenüber seinem 

molekularen Ziel nahe. 

Dass Podoverin A aus der Pflanze Podophyllum versipelle gewonnen wurde, in der 

eine große Menge des TBAs Podophyllotoxin und seiner Derivate vorhanden ist 

wurde kritisch bewertet [244,245]. Es war denkbar, dass Verunreinigungen der 

Podoverin A-Probe die beobachteten biologischen Effekte induzierten, denn diverse 

bioaktive Podophyllotoxin-Derivate wurden mittels des BSC-1 Phänotyp-Screens der 

Naturstoff-Substanzbibliothek mit ähnlicher Wirkung identifiziert.  Daher wurde die 

Podoverin A-Substanzprobe mittels massenspektrometrischer Analyse auf das 

Vorkommen dieser Podophyllotoxin-Derivate untersucht. Hiebei konnten jedoch keine 

Verunreinigungen der Podoverin A-Substanzprobe durch die in  

Abbildung 49 dargestellten Substanzen festgestellt werden (persönliche Mitteilung von 

Dr. Wolfram Wilk). 
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Die Wirkung der Substanzen in BSC-1 und HeLa Zellen führte zu einer perinuklearen  

Aggregation von Aktinfilamenten. Dieser Phänotyp war in beiden Fällen bei 5 µM 

sichtbar. Überraschenderweise führten diese Effekte innerhalb von 24 h jedoch nicht 

zu einer Inhibition der Proliferation, wie der WST-1 Proliferationsassay zeigte. Somit 

konnte eine eventuelle Induktion von G2/M- oder G1-Zellzyklusarrest, welche für viele 

Modulatoren der Aktin-Dynamik typisch ist, für beide Testsubstanzen bis zu der 

höchsten getesteten Konzentration von 30 µM ausgeschlossen werden [111]. 

Allerdings ist nicht auszuschließen, dass höhere Konzentrationen der Substanzen zu 

derartigen Effekten führen würden, falls die Potenz der Testsubstanzen relativ gering 

ist. Substanzen, die die Aktin-Dynamik beeinflussen, können analog zu TBAs in F-

Aktin destabilisierende und F-Aktin stabilisierende Substanzen eingeteilt werden 

[250,251]. Daher stellt sich die Frage, zu welcher Klasse die untersuchten Naturstoffe 

möglicherweise gehören. Die biochemischen Eigenschaften des in den 

mikroskopischen Untersuchungen verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes Phalloidin-

TRITC könnten hierüber Auskunft geben. So visualisiert dieser Marker sehr effektiv 

filamentöses Aktin, während G-Aktin praktisch nicht von Phalloidin gebunden wird 

[252]. Die Aktin-Aggregation in den durchgeführten Studien legen somit eine F-Aktin 

stabilisierende Wirkung von Maistemonin und Coreanosid F1 nahe. Würde dies 

bestätigt, müsste geklärt werden, ob es sich bei dem Wirkmechanismus dieser 

Substanzen um eine direkte oder indirekte Inhibition der Aktin-Dynamik handelt. Eine 

direkte durch die Testsubstanzen induzierte Inhibition der Aktin-Dynamik wäre 

überraschend, da bisher identifizierte F-Aktin stabilisierende Substanzen 

üblicherweise komplizierte Ringstrukturen bilden. Beispiele hierfür sind neben 

Phalloidin auch Jasplakinolid, Dolastatin 11, Hectochlorin und Doliculid [253]. Ebenso 

ist es möglich, dass die Substanzen als Modulatoren von Proteinen innerhalb von 

Prozessen wirken, welche die zelluläre Aktin-Dynamik regulieren. Hierbei wäre auf 

der einen Seite eine Vielzahl an Aktin bindenden Proteinen als Zielproteine möglich. 

Auf der anderen Seite sind auch molekulare Ziele innerhalb von Signalwegen, die 

abhängig von den Kinasen Rho, CDC42 und Rac Umstrukturierungen und 

Polymerisation der Aktinfilamente kontrollieren. [254-260].  

Gegen eine generelle Wirkung der beiden Naturstoffe auf die Aktin-Dynamik spricht 

die relativ unveränderte Organisation des Aktin-Zytoskelettes außerhalb der 

perinuklearen Gegend. Interessanterweise konnten kürzlich veröffentliche Studien von 

Khatau et al. die Existenz einer perinukleären Aktinkappe nachweisen, die aus 

kontraktilen Aktinfilamenten mit phosphoryliertem Myosin bestehen [261]. Von den 

Autoren dieser Studie wurde vorgeschlagen, dass die Funktion dieser Kappe in der 

Formgebung des Zellkerns liegt und von der Aktin-Assemblierung abhängt. Die 
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großes Potential für weitere biologische Untersuchungen mit dem Ziel der 

Identifikation der bindenden Proteine dieser Substanzen versprechen. 

6.2 Biologische Charakterisierung einer Spirooxindol Substanzbibliothek 

Nach der Validierung des BSC-1 Phänotyp-Assays konnte dieser routinemäßig für die 

Testung hauseigener Naturstoff-basierter Substanzbibliotheken verwendet werden. 

Nach der Testung einer Bibliothek bestehend aus 39 Spirooxindolen mittels des BSC-

1 Phänotyp-Screens erfolgte die Identifikation der Substanz 6k als vielversprechende 

Verbindung mit potentiellem antimitotischem Eigenschaften. 

6.2.1 Bewertung der biologischen Effekte von (-)-6k 

Die Substanz 6k induzierte in dem BSC-1 Phänotyp-Screen eine für antimitotische 

Substanzen charakteristischen Abrundung der BSC-1 Zellen [110]. Die antimitotische 

Wirkung konnte durch die Analyse des DNA-Gehaltes der BSC-1 Zellen und weiterer 

Zelllinien mittels FACS bestätigt werden. Diese Studien zeigten eine Induktion von 

G2/M Arrest durch die zelluläre Behandlung mit 6k. Die erhöhte Anzahl von Zellen mit 

reduziertem Chromosomensatz legte eine Apoptose-Induktion durch 6k nahe. Die 

parallele Untersuchung p53 positiver und negativer HCT-116-Zellen zeigte, dass 6k 

einen p53-unabhängigen G2/M Arrest induzierte. Fluoreszenzmikroskopische Studien 

zur Untersuchung etwaiger Veränderungen des in dem mitotischen Prozess 

essentiellen MT-Zytoskelettes zeigten sehr klar eine diffuse Organisation der MT. 

Nachdem der Effekt von 6k auf die in vitro Tubulin-Polymerisation von der 

Arbeitsgruppe von Prof. Mayer untersucht wurde, wurde eine direkte modulierende 

Wirkung von 6k auf die αβ Tubulin-Dynamik als sehr unwahrscheinlich betrachtet. 

Bemerkenswert war jedoch im zellulären Kontext von BSC-1 Zellen neben einer 

zeitlichen Inhibition der MT-Repolymerisation auch ein Verlust der räumlichen 

Organisation der MT. Hier ging die MT-Repolymerisation nicht nur von einem MTOC, 

sondern von mehreren Ausgangspunkten innerhalb der Zellen aus. Außerdem war 

eine erhöhte Anzahl mehrkerniger Zellen zu beobachteten. Analog zu dem Verlust der 

räumlichen Organisation durch das MTOC in den untersuchten BSC-1 Zellen wiesen 

mitotische HeLa-L Zellen nach 6k-Behandlung multipolare Mitosespindeln auf. Aus 

diesem Grund waren die Zellen in der Prometaphase arretiert und es gab Anzeichen 

einer chromosomalen Fehlverteilung. Diese beschriebenen Effekte von 6k waren 

enantiomerspezifisch, da nur (-)-6k in den erwähnten Testsystemen aktiv war, 

während das Enantiomer (+)-6k bei den untersuchten Konzentrationen keinen Effekt 

auslöste. Diese Wirkungen legen eine große Spezifität der Interaktion von (-)-6k für 

sein molekulares Ziel nahe.  
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Zusammenfassend beruht demnach die biologische Wirkung von (-)-6k auf einer 

Interferenz mit der zellulären αβ Tubulin Dynamik sowie insbesondere mit der 

räumlichen Organisation des MT-Zytoskelettes. Dieses zeigten die multiplen MT-

Nukleationsstellen während der MT-Repolymerisation in BSC-1 Zellen und der 

multipolare Spindelapparat von HeLa-L Zellen. Somit scheint die Substanz eine 

Funktionsstörung des MTOCs zu verursachen, was zu einer multipolaren Mitose führt 

[264,265]. Hierbei wäre sowohl eine Centrosomen-Multiplikation, als auch eine 

Teilung centrosomaler Komponenten denkbar, die weitere Ursprungsorte der MT 

ausbilden könnten [119]. Aufgrund der multipolaren Mitose kommt es im weiteren 

Verlauf der Wirkung von (-)-6k zu einer Aktivierung des Spindelkontrollpunktes und 

einem mitotischen Arrest. Daraufhin wird entweder Apoptose induziert oder es 

aufgrund fehlerhafter Mitose eine erhöhten Anzahl mehrkerniger Zellen gebildet 

[119,266]. Eine derartige Modulation der räumlichen MT-Organisation und 

multipolarer Mitose durch Spirooxindol Naturstoffe war bisher unbeschrieben.  

Somit führte die Identifikation des Spirooxindols (-)-6k zu einer weiteren Validierung 

des BIOS-Prinzips. Die Studie zeigte, dass auf der Grundlage evolutionär 

prävalidierter und bioaktiver Naturstoffe synthetisierte Naturstoff-basierte 

Substanzbibliotheken eine reiche Quelle an Substanzen mit unerwarteter Bioaktivität 

darstellen können.  

6.2.2 Bewertung des p53-unabhängigen biologischen Effekts von 6k 

Die Attraktivität, die Interaktion zwischen p53 und MDM2 zu inhibieren, ist in der 

bereits erwähnten Rolle dieser Proteine in der Regulation des Zellzyklus und der 

Apoptose zu begründen. Die Identifikation der Nutline als MDM2-Binder zeigte, dass 

die Nutzung niedermolekularer Verbindungen für die Inhibition der MDM2/p53 

Wechselwirkung möglich ist [105,106]. Aufgrund des großen klinischen Potentials 

einer spezifischen Inhibition der p53/MDM2-Interaktion beschäftigen sich zahlreiche 

Studien mit der Identifikation weiterer Wirkstoffe mit höherer Potenz. Hierbei zeigten 

Substanzen aus der Klasse der Spirooxindole hohe Bindungsaffinität zu MDM2 und 

starke zelluläre Aktivitäten in p53 exprimierenden Zellen [102,103,105,267]. Aus 

diesem Grund war es möglich, dass die in dieser Arbeit identifizierte Substanz 6k ihre 

Bioaktivität durch eine Inhibition dieser Protein-Proteininteraktion begründete. Wie 

jedoch die Ergebnisse des p53/MDM2 ELISA-Tests zeigten, wirken diese Substanzen 

nicht nach diesem Mechanismus. Dieser Effekt untermauerte die vorherigen 

Eindrücke eines p53 unabhängigen Effekts von 6k, der durch den gleichermaßen in 

HCT116 p53+/+ und HCT116 p53-/-  Zellen induzierten G2/M Arrest erhalten wurde.  
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6.2.3 Mögliche Zielproteine von (-)-6k 

Auf der Grundlage der diskutierten Effekte von 6k sollen nachfolgend seine möglichen 

Zielproteine besprochen werden. Trotz des nicht vorhandenen Effektes von 6k auf die 

in vitro Tubulin-Polymerisation stellt αβ Tubulin aus folgenden Gründen ein 

potentielles Zielprotein dar. Wie 6k kann auch die Wirkung anderer TBAs zu einer 

Interferenz mit der räumlichen MT-Organisation führen. So kann ihre Wirkung indirekt 

zelluläre Anomalitäten der MTOCs (Centrosomen) verursachen. Nach zellulärer 

Behandlung mit Colchicin oder Vinblastin werden häufig mehrfache MTOCs 

beobachtet, außerdem führt zelluläre Behandlung mit Taxotere, einem Derivat des 

Taxols, zur Dissoziation centrosomaler Komponenten [268-270]. Als Konsequenz 

eines hierdurch verursachten multipolaren Spindelapparates können mehrkernige 

Zellen die Folge sein [119,271-273]. Im Zusammenhang mit dem Effekt von (-)-6k ist 

die Wirkung der Noscapinoid-TBAs sehr interessant. Diese Substanzen verändern 

wie (-)-6k nicht die in vitro MT-Polymermasse, sondern induzieren einen G2/M Arrest 

und Apoptose durch Centrosomen Amplifikation und multipolare Mitose [274-276].  

Mögliche Zielproteine von (-)-6k könnten außerdem in direktem Zusammenhang mit 

den Centrosomen stehen, wodurch indirekt die zelluläre Inhibition der MT-Dynamik 

und der nicht vorhandene Effekt auf die in vitro Tubulin-Polymerisation erklärbar wäre. 

So ist es z.B. denkbar, dass das molekulare Ziel der Substanz ein Bestandteil des 

Centrosoms ist. Ebenso sind solche Proteine potentielle Ziele, die innerhalb des 

Reifungsprozesses des Centrosoms oder im Prozess der Centrosomen-Duplikation 

involviert sind. Daher soll die Biologie der Centrosomen näher erläutert werden. Das 

Centrosom besteht aus einem Centriolenpaar und dem PCM (pericentrioläres 

Material) (Abbildung 52 A). Nur die sog. Mutter-Zentriole besitzt distale Anhänge, 

welche wahrscheinlich für die Verankerung der MT wichtig sind [277]. Die 

Proteinzusammensetzung des PCMs ist dynamisch. Hierbei handelt es sich um 

Aggregate vieler verschiedener Proteine, bei denen einige, wie γ Tubulin, dort 

permanent vorkommen. Andere Proteine lokalisierten dort spezifisch abhängig von 

der Phase des Zellzyklus [278]. Neben der Verankerung der MT ist die MT-

Keimbildung ein wichtiger centrosomaler Prozess. Diese wird durch den aus γ Tubulin 

und anderen Proteinen bestehenden γ Tubulin Ring like Complex (γTURC) ermöglicht. 

Die Verankerung und Keimbildung der MT scheinen voneinander unabhängige 

Prozesse darzustellen (Abbildung 52B) [278,279]. Daher könnte spekuliert werden, 

dass (-)-6k auf Proteine wirkt, die entweder die Verankerungs- oder 

Keimbildungsfunktion des MTOCs stören. Aufgrund der wichtigen Funktion von γ-

Tubulin in der Keimbildungsfunktion ist dieses Protein ein mögliches Zielprotein von 

6k. Weitere mögliche Zielproteine könnten in der Regulation des Centrosomenzyklus 
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involviert sein (Abbildung 52C) [278,280]. In diesem analog zu dem Zellzyklus 

benannten Prozess erfährt das Centrosom einen Reifeprozess, um schließlich den 

bipolaren mitotischen Spindelapparat ausbilden zu können. Zunächst wird in der S-

Phase das vorhandene Centrosom durch den als Schlüsselinitiatior fungierendem 

CDK2/Cyclin E Komplex dupliziert. Nach der Centrosomen-Reifung in der G2 Phase 

erfolgt die Centrosomen-Teilung. Die beiden gereiften Centrosomen bilden die beiden 

Pole des bipolaren Spindelapparates während der Mitose. Nach der Zytokinese 

besitzt jede Tochterzelle wieder ein Centrosom. Der Centrosomenzyklus ist durch das 

komplexe Zusammenspiel diverser Kinasen, Phosphatasen und Tumorsuppressoren 

reguliert. In Abbildung 52C sind einige dieser Proteine dargestellt. Veränderungen in 

der Regulation des Centrosomenzyklus können zu schwerwiegenden Fehlern wie 

einer mehrfachen Centrosomen-Duplikation und nicht vollzogene Teilung von 

Centrosomenbestandteilen führen. Resultierende mögliche Folgen sind multipolare 

Mitose, Fehler in der Chromosomenteilung und Aneuploidie. Diese Effekte stehen in 

direktem Zusammenhang mit den für (-)-6k beobachteten, zellulären Wirkungen. 

Daher sind mögliche Zielproteine dieser Substanz möglicherweise unter den 

Centrosomen regulierenden Proteinen sowie deren nachgeschalteten Proteinen zu 

finden. 

Wie bereits erwähnt, handelt es sich bei der Eingrenzung der hier dargestellten 

möglichen Zielproteine um spekulative Überlegungen. Für die Identifikation des 

molekularen Ziels von 6k sollten daher weitere Untersuchungen folgen. Ein 

Ansatzpunkt wäre eine reduktionistische Herangehensweise, die auf Grundlage der 

erwähnten räumlichen Regulationsmechanismen der Tubulin-Polymerisation erfolgen 

kann. So könnten die Centrosomen und ihre Bestandteile nach Behandlung mit (-)-6k 

fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden. Davon unabhängig sollte ein genereller 

Ansatzpunkt wie die Affinitätschromatographie verwendet werden. Hilfreich wären 

SAR-Analysen der Spirooxindole. Auf Grundlage solcher Daten könnte die geeignete 

Position für eine chemische Modifikation der Wirkstoffstruktur ermittelt werden, die 

eine Immobilisierung der Substanz und Bindung potentieller Zielproteine ermöglicht. 

Aufgrund der biologischen Evaluierung der sehr fokussierten Substanzbibliothek von 

39 Spirooxindolen mit einer aktiven Substanz war die Erhebung solcher Daten im 

Rahmen dieser Arbeit nicht möglich. Daher sollten weitere Spirooxindole auf 

Grundlage der Leitstuktur von (-)-6k synthetisiert und biologisch evaluiert werden. 

Solche Daten können außerdem hilfreich für die Synthese von Spirooxindolen mit 

höherer Wirksamkeit als (-)-6k dienen. Mit dem bioaktiven Enantiomer (-)-6k und dem 

inaktiven Enantiomer (+)-6k sind Substanzen vorhanden, die sich nach Identifikation 

der geeigneten Position für eine chemische Modifikation hervorragend für die 
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6.3 Die Tubulexine  

Aus dem High Content Screen einer Kollektion von THPs zur Auffindung potentieller 

antimitotischer Substanzen wurde Tubulexin A identifiziert. Aufgrund des höchst 

interessanten zellulären Aktivitätsprofils des Wirkstoffs und seiner im Vergleich zu den 

später identifizierten Tubulexinen B und C höher bemessenen Bioaktivität wurde ein 

biotinyliertes Analogon von Tubulexin A zur Identifikation des Zielproteins der 

Tubulexine mittels einer SILAC-basierten komparativen Affinitätsaufreinigung 

verwendet. Durch proteinbiochemische Tests wurden die Zielproteine validiert und die 

Bindung näher charakterisiert. Basierend auf den Ergebnissen dieser 

Untersuchungen wurden weiterführende Überlegungen zur zellulären Wirkungsweise 

der Tubulexine angestellt und das Potential der Tubulexine als Ansatzpunkte für die 

Synthese potentiell klinisch interessanter Substanzen bewertet.  

6.3.1 Die zellulären Effekte der Tubulexine und ihre Struktur-Aktivitäts-
Beziehung (SAR) 

Nach der Identifikation von Tubulexin A mittels des HeLa Phänotyp-Screens als einen 

potentiellen Induktor mitotischen Arrests und der Apoptose erfolgte zunächst die 

Bestätigung dieser Befünde durch weitere Untersuchungen. Hierbei konnte der G2/M 

Arrest durch die Analyse des DNA-Gehaltes der HeLa Zellen klar belegt werden 

[110,281]. In dieser Zelllinie zeigte Tubulexin A die höchste Aktivität, da bei einer 

Konzentration von 2 µM eine erhöhte Zellzahl in G2/M arretiert war. Doch wurde auch 

in anderen untersuchten Zelllinien ein G2/M-Arrest beobachtet, wobei in BSC-1, MCF-

7 und HeLa Zellen der Arrest bei einer Konzentration von 10 µM maximal und 

vergleichbar mit dem Einfluss von 1 µM Nocodazol war. Die eindeutige Bestätigung 

einer durch Tubulexin A eingeleiteten Apoptose wurde durch das Vorhandensein 

mehrerer Apoptose-spezifischer Marker in HeLa Zellen erhalten, da eine erhöhte 

Caspase 3/7-Aktivität, erhöhtes PARP-1-Vorkommen und die Exposition von 

Phosphatidylserin an der äußeren Plasmamembran nachgewiesen werden konnte 

[282]. Des Weiteren konnte durch Farbstoff-Ausschlussmethoden unter Verwendung 

von Trypan Blau und 7-AAD gezeigt werden, dass der antiproliferative Effekt bis zu 

der höchsten untersuchten Konzentration von 30 µM Tubulexin A nicht mit einer 

Erhöhung der Nekroserate erklärt werden konnte. Daraus konnte geschlossen 

werden, dass der antiproliferative Effekt von Tubulexin A auf die Induktion von G2/M 

Arrest und Apoptose zurückzuführen ist. Dennoch gab es in den Versuchen eine 

geringe Fraktion Trypan Blau- und 7-AAD gefärbter Zellen. Hierbei handelte es sich 

jedoch mit größter Wahrscheinlichkeit um spät-apoptotische Zellen, da es in diesem 

Stadium schließlich zu einem Verlust der Membranintegrität kommt und somit die 
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zelluläre Aufnahme der Farbstoffe ermöglicht wird [283]. Im Falle einer nekrotischen 

Wirkung wären daher diese Zellanteile größer ausgefallen. Somit konnte 

ausgeschlossen werden, dass Tubulexin A wesentlich Nekrose auslöst. Da Nekrose 

zu einer porösen Plasmamembran führt, können toxische zelluläre Intermediate in die 

Zellumgebung freigesetzt werden und sowohl Entzündungsreaktionen des 

umgebenden Gewebes, als auch eine Autoimmunantwort die Folge sein [284,285]. 

Eine nekrotische Nebenwirkung ist ein Grund, weshalb z.B. Colchicin nicht als 

Krebsmedikament zugelassen wurde [286].  

Bei den niedrig mikromolaren Konzentrationen, bei denen Tubulexin A einen 

Zellzyklusarrest und Apoptose induzierte, konnte dessen modulierende Wirkung auf 

das MT-Zytoskelett gezeigt werden, während die Organisation der zellulären 

Aktinfilamente unbeeinflusst blieb. Eine Interferenz mit der zellulären αβ-Tubulin-

Dynamik wurde durch die äußerst stark inhibierende Wirkung von Tubulexin A auf die 

zelluläre MT-Repolymerisation kältebehandelter BSC-1 Zellen demonstriert. 

Außerdem zeigten die mikroskopischen Studien eine stark veränderte Morphologie 

des Zellkerns und ein erhöhtes Vorkommen mehrkerniger Zellen, welches als ein 

starkes Anzeichen einer gestörten chromosomalen Fehlverteilung gewertet werden 

kann. Zusammenfassend deuteten die zellulären Studien im starken Maße auf eine 

Interferenz mit der αβ Tubulin-Dynamik hin als deren Folge der ermittelte G2/M-Arrest 

und im weiteren Verlauf Apoptose induziert wird oder mehrkernige Zellen entstehen 

[119].  

Mittels des BSC-1 Phänotyp-Screens der aus 150 THPs bestehenden 

Substanzbibliothek konnten außerdem Tubulexin B und C als Substanzen mit 

gleichem Wirkprinzip wie Tubulexin A identifiziert werden und somit Informationen 

über die SAR der Tubulexine erhalten werden. Diese Ergebnisse waren sowohl für die 

Synthese einer Affinitätssonde von Tubulexin A, welche für die nachfolgende SILAC 

basierte Affinitätschromatorgraphie verwendet wurde, als auch für eine mögliche 

zukünftige Synthese Tubulexin basierter Substanzbibliotheken sehr hilfreich. 

6.3.2 Die SILAC basierte Affinitätschromatographie  

Als Methode zur Identifikation potentieller Zielproteine von Tubulexin A wurde eine 

SILAC basierte komparative Affinitätschromatographie gewählt, da die relative 

Quantifizierung potentieller Zielproteine gegenüber der klassischen komparativen 

Affinitätschromatografie diverse Vorteile besitzt.  
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6.3.2.1 Die Affinitätssonden 

Zunächst wurde der Wirkstoff Tubulexin A, ebenso wie eine strukturell möglichst 

ähnliche inaktive Substanz, mit einem Linker-Substituenten zur Immobilisierung an 

eine Streptavidin-Matrix chemisch modifiziert werden. Das THP TV_AMS, welches in 

allen relevanten zellbasierten Testsystemen inaktiv war, wurde als Vorlage für die 

Synthese der potentiell inaktiven Molekülsonde verwendet. Der Linker sollte einerseits 

lang genug sein, um sterische Behinderungen der Wirkstoff-Zielprotein-Interaktion zu 

vermeiden und andererseits keine zu hohe Hydrophobizität aufweisen, da diese zu 

einer Auto-Aggregation und einer Erhöhung der Bindung unspezifischer Proteine 

hätte führen können [287]. In jüngster Zeit wurden unterschiedliche Linker-Systeme 

entwickelt, die solche Eigenschaften besitzen. Die in verschiedenen Längen 

kommerziell erhältlichen Polmethylenglycol- oder Polyethylenglycol (PEG)-Linker 

kommen hierbei sehr häufig zum Einsatz, wobei die PEG-Konjugate bessere 

physikalische Eigenschaften besitzen und in vielen Fällen die Bindung unspezifisch 

bindender Proteine reduzieren. [59,288]. In der Tat handelt es sich bei dem PEG-

Biotin-Linker um die insgesamt am häufigsten gewählte Linker-Alternative, weshalb 

sie auch im Rahmen dieser Arbeit genutzt wurde [58]. Ein weiterer, wichtiger Punkt in 

der Synthese der Affinitätssonde ist die regioselektive Anknüpfung des Linkers ohne 

nachhaltigem Verlust der Aktivität des Wirkstoffes [60]. Hierfür sind die Ergebnisse 

von SAR-Studien sehr hilfreich [177,289,290]. Die für die THP-Substanzbibliothek 

durchgeführte SAR-Studie ließ schließen, dass R3 der THPs sehr verschiedenartig 

substituiert werden kann. Die Synthese der Affinitätssonde 1 wurde über eine 

Esterbindung der PEG-Biotin-Einheit zum Sauerstoff-Substituenten an R3 von 

Tubulexin A vorgenommen. Für die TV_AMS Affinitätssonde 2 wurde die PEG-Biotin-

Einheit über eine Ether-Bindung mit dem R3-Phenolsubstituenten an C2 des THP-

Kerns eingefügt. Eine zusätzliche Veresterung hätte, aufgrund der möglichen 

Hydrolyse des Phenylesters durch die im zellulären Proteinextrakt vorkommenden 

Esterasen, möglicherweise zu einem zu Stabilitätsverlust der Sonde geführt 

(persönliche Mitteilung von Dr. Hugo Lachance). Die unveränderte zelluläre Aktivität 

der Tubulexin A-Affinitätssonde in den relevanten zellbasierten Assays zeigte, dass 

eine derartige Substitution möglich ist. Somit konnte die Affinitätssonde 1 zur 

Identifikation potentieller Zielproteine von Tubulexin A eingesetzt werden.  

6.3.2.2 Bewertung der SILAC basierten Affinitätschromatographie  

Nach der erfolgreichen Markierung der HeLa-Zellen mittels SILAC konnte für die 

geplante komparative Affinitätschromatographie auf in der Abteilung bereits etablierte 

und erfolgreich angewandte Protokolle zurückgegriffen werden [291,292]. Im 
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Anschluß an die Affinitätschromatographie wurden die von den Affinitätssonden 1 und 

2 spezifisch gebundenen, unterschiedlich markierten Proteine zur relativen 

Quantifizierung vereinigt. Vor dem Trypsin-Verdau der Proteine und der 

massenspektometrischen Analyse wurden diese über eine SDS-Gelelektrophorese 

aufgetrennt und in mehreren Fraktionen prozessiert. Eine Analyse der gesamten 

Fraktion gebundener Proteine hätte selbst die maschinelle Tandem MS/MS-Analyse 

wahrscheinlich überfordert [293,294]. Die Konsequenz wäre, dass nur eine geringe 

Fraktion gebundener Peptide detektiert würde, wodurch potentielle Zielproteine 

möglicherweise nicht erkannt und im Hinblick auf den quantitativen SILAC Einsatz 

nicht korrekt quantifiziert worden wären.  

Die Identifikation und Quantifizierung gebundener Peptide aufgrund der MS/MS 

Peptidfragmente wurde durch eine kombinatorische Verwendung  der Mascot- und 

MaxQuant-Software ermöglicht [295]. Während die auf einem Wahrscheinlichkeits-

Algorithmus beruhende Mascot-Software in der Abteilung generell für die Identifikation 

potentieller Zielproteine in der komparativen Affinitätschromatographie eingesetzt 

wurde [291,292], war die alleinige Nutzung dieses Programms für den quantitativen 

proteomischen Ansatz schwer möglich. Wie Pilotstudien zur Evaluierung des 

Potentials von MaxQuant für SILAC zeigten, führt die Verwendung der MaxQuant 

Software zu einer drastischen Steigerung identifizierter heavy/light SILAC Peptidpaare 

von durchschnittlich 10-20% zu 73% und außerdem zu einer 6-fachen Erhöhung der 

Massengenauigkeit identifizierter Peptide [167]. Somit stellte diese bioinformatische 

Plattform zur Auswertung der chemisch proteomischen Daten ein sehr wertvolles 

Werkzeug dar.  

Aufgrund des ersten Einsatzes der SILAC-basierten Affinitätschromatografie zur 

Identifikation potentieller Zielproteine einer Substanz in der Abteilung gab es keine 

Erfahrungswerte, auf welche in der Daten-Auswertung der Peptidfragmente 

zurückgegriffen werden konnte. Daher mussten beliebige Schwellenwerte für die 

Unterscheidung spezifischer Zielproteine und unspezifischer Bindungsproteine von 

Tubulexin A gesetzt werden. Im Falle eines pulldown mit der Tubulexin-Sonde 1 mit 

heavy Extrakt und der Kontroll-Sonde 2 mit light Proteinextrakt sollte die relative 

Signalintensität zwischen identifizierten heavy und light Peptiden größer als 1,3 sein. 

Im umgekehrten Fall, d.h. bei der Inkubation von 1 mit light Proteinextrakt sollte dieser 

Wert kleiner als 0,7 sein. Außerdem sollten pro Versuch mindestens zwei 

Peptidsequenzen eines Proteins identifiziert und insgesamt in mindestens 3 von 4 

Versuchen quantifiziert worden sein. Diese Kriterien erwiesen sich als passende 

Kriterien. So wurde eine auffällig geringe Gesamtanzahl von nur 9 potentiellen 

Zielproteinen identifiziert. Hingegen wurden in vorherigen, in der Abteilung 
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durchgeführten komparativer Affinitätsstudien zur Identifikation potentieller 

Zielproteine von Testsubstanzen, eine Vielzahl potentieller Zielproteine identifiziert 

[291,292,296]. Aufgrund der Übernahme der Protokolle zur Affinitätsaufreinigung sind 

die Gründe der in dieser Arbeit stark reduzierten Proteinanzahl außerhalb des 

pulldowns zu suchen. So scheinen die Parameter und die veränderte bioinformatische 

Analyse per se sehr gut gewählt worden zu sein. Außerdem könnte die 

Affinitätssonde von Tubulexin A eine vergleichsweise hohe Selektivität gegenüber 

seinen potentiellen Zielproteinen aufweisen. 

Die identifizierten potentiellen Zielproteine und ihre biologischen Funktionen im 

Zusammenhang mit der THP-Studie werden detailliert im nachfolgenden Abschnitt 

dargestellt. Im technischen Zusammenhang mit dem verwendeten quantitativen 

proteomischen Ansatz ist die Identifikation von αβ-Tubulin als sehr interessant zu 

bewerten. Bei Tubulin handelt es sich um ein sehr hoch exprimiertes Protein. In 

Relation zu der gesamten zellulären Proteinmenge beträgt der Anteil von Tubulin in 

HeLa Zellen 4,3% [297,298]. Wie die Immundetektion von α-Tubulin nach 

Affinitätsaufreinigung zeigte, bindet auch die Affinitätssonde 2 der in den zellulären 

Testsystemen verwendeten, inaktiven Substanz TV_AMS an Tubulin. Aufgrund des 

hohen Vorkommens von Tubulin ist unspezifische Bindung von 2 nicht 

ausgeschlossen. Mit einem klassisch komparativen Ansatz, wäre die Identifikation von 

Tubulin als mögliches Zielprotein daher höchstwahrscheinlich durch die Bindung der 

inaktiven Molekülsonde maskiert worden. Somit zeigte die praktische Anwendung des 

quantitativ proteomischen Ansatzes im Rahmen dieser Arbeit eine weitere 

Bestätigung seines Potentials für die Identifikation Wirkstoff spezifischer Proteinziele. 

Dieses konnte am Beispiel des hochexprimierten und daher zu unspezifischer 

Interaktion neigenden Proteins Tubulin gezeigt werden [60,61,290,299].  

6.3.2.3 Die potentiellen Zielproteine von Tubulexin A 

Als potentielle Zielproteine von Tubulexin A wurden auf Grundlage der genannten 

Kriterien α- und β-Tubulin bewertet. Die Identifikation von αβ-Tubulin schlug vor, dass 

Tubulexin A aufgrund einer direkten Bindung mit der Dynamik von αβ Tubulin 

interferiert, was die zellulären Wirkungen von Tubulexin A erklären würde [119]. 

Eine Zelle kann diverse Isoformen von Tubulin exprimieren. Es wurden jeweils zwei 

Isoformen von α-Tubulin und β-Tubulin als potentielle Zielproteine von Tubulexin A 

identifiziert. Sowohl die α-Tubulin-, als auch die β-Tubulin-Isoformen besitzen 

untereinander eine sehr hohe Sequenzähnlichkeit. Ein Sequenzvergleich mittels 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) zeigt eine 96% ige Sequenzidentität von 

α-Tubulin-6 und α-Tubulin-1 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/ncbiblast/). Auch die 
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beiden β-Tubulin-Isoformen besitzen mit einem Wert von 97% eine große 

Sequenzidentität. Aufgrund des verwendeten Wahrscheinlichkeitsalgorithmus in der 

bioinformatischen Analyse kann die Isoform-spezifische Identifikation von αβ-Tubulin 

nicht als gesichert angenommen werden und durchaus auf Artefakte der 

bioinformatischen Analyse beruhen. Hingegen besitzen α-und β-Tubuline nur 40% 

Sequenzidentität, weshalb die Isolation der beiden Proteine als sehr gesichert 

erachtet werden kann [300]. 

Ferner war das Proteins CAS als potentielles Zielprotein von Bedeutung, da es durch 

seine Assoziation mit MT und dem mitotischem Spindelapparat mit MT in Verbindung 

gebracht wurde, weshalb für das Protein eine potentielle Rolle in der Zellteilung 

vorgeschlagen wurde [301]. Kürzlich lieferten weitere Studien nähere Informationen 

über CAS und seine biologischen Effekte, die im Zusammenhang mit seiner Funktion 

als MAP stehen. Diese Studien zeigten, dass eine erhöhte CAS-Expression zu einer 

verstärkten Assoziation von α- und β-Tubulin sowie zu einer verstärkten Tubulin-

Assemblierung führt [302]. Somit scheint CAS die Tubulin-Dynamik zu beeinflussen, 

indem es MT stabilisierend wirkt. Dieses wurde durch die CAS vermittelte Inhibition 

der Phosphorylierung von α- und β-Tubulin erklärt an Tyrosinen erklärt, einer 

posttranslationalen Modifikation, die wichtig für die αβ-Tubulin-Polymerisation ist 

[302,303]. CAS ist in diversen Krebszellen überexprimiert. Außerdem zeigen die 

Ergebnisse verschiedener Studien, dass CAS in der Regulation der Proliferation, 

Apoptose und Metastasierung von Krebszellen involviert ist [304-307]. Im 

Zusammenhang mit dieser Arbeit ist besonders erwähnenswert, dass ein knockdown 

von CAS in HeLa Zellen zu einem G2/M-Zellzyklusarrest und zu Zell-Phänotypen 

führt, die mit chromosomaler Fehlverteilung in Verbindung gebracht werden können 

[307,308]. Aufgrund der zellulären Wirkungen von Tubulexin A könnte CAS somit ein 

spezifisches Zielprotein der Substanz darstellen.  

Zusätzlich sei noch erwähnt, dass die zelluläre Lokalisation von CAS zwar 

hauptsächlich auf die MT im Zytosol beschränkt ist, jedoch kommt es auch im 

Nukleus vor (Abbildung 53A). Im Zellkern ist CAS, welches in diesem Zusammenhang 

als Exportin-2 bezeichnet wird, ein nukleärer Export-Faktor, indem es das Protein 

Importin α in das Zytoplasma exportiert [307]. Die Funktion von Importin α besteht 

wiederum darin, zusammen mit Importin β solche Proteine in den Zellkern zu 

transportieren, die dort wirken, u.a. Transkriptionsfaktoren wie p53. Im Zellkern wird 

Ran-GTP von diesem aus αβ Importin und dem für den Kernimport vorgesehen 

Protein bestehenen Komplex gebunden. Hierdurch wird der Proteinkomplex aufgelöst. 

Nach GTP-Hydrolyse mit Hilfe des Nukleotidaustauschfaktors RCC1 vermittelt CAS 
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einen direkten Zusammenhang mit der ermittelten zellulären Aktivität von Tubulexin A 

gebracht werden konnten.  

6.3.3 In vitro Studien zur Validierung der Zielproteine αβ-Tubulin 

Nach der Identifikation von αβ-Tubulin als potentielle Zielproteine der Tubulexine 

mittels SILAC basierter Affinitätschromatographie konnte durch die inhibitorische 

Wirkung von Tubulexin A auf die in vitro Tubulin-Polymerisation eine MAP- und somit 

auch eine CAS-unabhängige Wirkung von Tubulexin A auf die αβ−Tubulin-Dynamik 

dargestellt werden. Die Inhibition der in vitro Tubulin-Polymerisation stand in sehr 

gutem Einklang mit den zellulären Effekten von Tubulexin A. Dies galt insbesondere 

für die Inhibition der MT-Repolymerisation in BSC-1 Zellen. Somit konnte αβ-Tubulin 

als Zielprotein von Tubulexin A validiert und die zelluläre Aktivität von Tubulexin A 

ausreichend mit einer Inhibition der Tubulin-Dynamik erklärt werden [119]. Im 

Gegensatz zu Nocodazol führte Tubulexin A jedoch nicht zu einer kompletten 

Inhibition der in vitro Tubulin-Polymerisation. 

Durch die Inhibition der αβ-Tubulin-Polymerisation konnte Tubulexin A in die Gruppe 

der MT-destabilisierenden Substanzen eingeordnet werden. Daher wurde von der 

Untersuchung einer etwaigen Bindung von Tubulexin A an die Taxol-Bindestelle, an 

der gewöhnlich die MT-stabilisierenden Substanzen binden, abgesehen. Hingegen 

wurde eine Bindung von Tubulexin A entweder an die Colchicin-Bindestelle oder die 

Vinca Alkaloid-Bindestelle als wahrscheinlich erachtet. Durch Kompetitions-

Experimente konnte dargestellt werden, dass Tubulexin A mit BODIPY-FL-Vinblastin 

um die Vinca Alkaloid-Bindestelle αβ-Tubulins unter den gewählten Bedingungen 

stöchiometrisch konkurriert und zwar ähnlich stark wie Vinblastin. Hingegen war eine 

Kompetition mit Colchicin nicht vorhanden. Somit konnte gezeigt werden, dass 

Tubulexin A an die Vinca Alkaloid-Bindestelle von αβ-Tubulin bindet.  

Mittels der Bestimmung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz und der Bindung von 

BIS-ANS an αβ-Tubulin wurde ein möglicher Einfluss von Tubulexin A auf die αβ-

Tubulin-Konformation untersucht. Diese Methoden werden häufig in der 

Untersuchung von TBAs angewandt werden [231,233,275,309]. Es konnte jedoch 

keine veränderte Tubulin-Konformation durch die Tubulexin A-Bindung festgestellt 

werden. Somit erscheint es möglich, dass die Konformation von αβ-Tubulin durch die 

Bindung von Tubulexin A nur im geringen Maße oder gar nicht beeinflusst wird. 

Jedoch besitzen beide Methoden Nachteile, weshalb die Ergebnisse nicht 

überbewertet werden sollten. So wird der Tryptophanfluorophor nur durch 

Veränderungen der Polarität in seiner direkten Umgebung beeinflusst [168,310]. 

Dieses Ergebnis legt nahe, dass die Bindung von Tubulexin A nicht in unmittelbarer 
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Nähe von einem der acht in αβ-Tubulin vorkommenden Tryptophanreste stattfindet. 

Bei der Bestimmung der BIS-ANS Fluoreszenz hingegen handelte es sich um eine 

indirekte Methode, Konformationsänderungen von αβ-Tubulin festzustellen. Hierbei ist 

besonders zu beachten, dass durch die Bindung von BIS-ANS selbst die 

Konformation von Proteinen beeinflusst werden kann, was auch speziell für αβ 

Tubulin vorgeschlagen wurde [311]. Somit ist es möglich, dass durch die Bindung von 

BIS-ANS die Konformation von αβ-Tubulin insofern verändert wird, dass eine 

Modulation der αβ Tubulin-Bindestelle von Tubulexin A verursacht wird und somit die 

Bindung von Tubulexin A gestört ist. Aufgrund der Ergebnisse in Zusammenhang mit 

der kritischen Betrachtung der gewählten Methoden sollte zukünftig für die 

Konformationsanalyse von αβ-Tubulin alternative Testsysteme gewählt werden. Eine 

mögliche sensitive Methode wäre die Untersuchung von Veränderungen in der 

Sekundärstruktur von αβ-Tubulin durch CD (Circulardichroismus)-Spektroskopie 

[312,313].  

Sowohl Vinblastin als auch Tubulexin A hatten im Gegensatz zu Nocodazol keinen 

modulierenden Effekt auf die GTPase-Aktivität von αβ Tubulin. Viele Liganden der 

Vinca Bindestelle von αβ-Tubulin wie der Peptidligand Phomopsin A sind starke 

Inhibitoren der GTPase-Aktivität von nicht-polymerisiertem αβ-Tubulin [314,315]. 

Jedoch tritt dieser Effekt für Vinblastin nur in äußerst geringem Maße auf, was die 

Ergebnisse des wahrscheinlich nicht ausreichend sensitiven Malachit-Grün Tests 

erklären könnte. Interessanterweise konnte zudem für Tubulexin A keine veränderte 

GTPase-Aktivität ermittelt werden, was eine ähnliche Bindung beider Substanzen an 

die Vinca Bindestelle möglich erscheinen lässt. Cormier et al. analysierten in einem 

Vergleich die Kokristallstrukturen von αβ-Tubulin mit Vinblastin und αβ-Tubulin mit 

Phomopsin A [316,317]. Aufgrund des starken Kontakts von Phomopsin A mit der 

Aminosäure Tyr β 224, im Gegensatz zu Vinblastin, kamen sie zu dem Schluss, dass 

diese Aminosäure für die GTPase-Aktivität von αβ-Tubulin entscheidend sein muss. 

Es ist spekulativ, ob eine mangelnde Interaktion von Tubulexin A mit Tyr β 224 den 

Grund für die nicht veränderte GTPase-Aktivität von αβ-Tubulin darstellt. Innerhalb 

zukünftiger Untersuchungen Tubulexin A betreffend könnte seine molekulare 

Interaktion mit der Vinca Alkaloid-Bindestelle von αβ-Tubulin aufgeklärt werden. 

Solche Studien könnten zu einem durchdringenden Verständnis der molekularen 

Wirkung der Tubulexine führen. Dieses beinhaltet die Durchführung intensiver 

strukturanalytischer Studien. 
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6.3.4 Überlegungen zur Wirkung von Tubulexin A auf die Tubulin-Dynamik 
und die mögliche Involvierung von CAS 

Im Gegensatz zu den zellulären Untersuchungen, bei denen die bioaktivste 

Verbindung Tubulexin A einen äußerst starken Effekt auf die MT-Repolymerisation 

hatte, war der in vitro Effekt auf die αβ-Tubulin-Polymerisation geringer ausgeprägt. 

Nachfolgend sollen diesbezüglich mögliche Gründe diskutiert werden.  

Ein Teil der inhibitorischen Wirkung auf die MT-Assemblierung scheinen viele 

Liganden der Vinca Alkaloid-Bindestelle durch die Aggregation von αβ-Tubulin zu 

parakristallinen Strukturen zu begründen. Diese bilden sich aus Substanz induzierten, 

ringartigen Assemblierungen nichtmikrotubularer αβ-Tubulin-Polymere [315-319]. So 

führt z.B. die interdimäre Stabilisierung zweier αβ-Tubulin-Dimere durch Interaktion 

von Vinblastin mit β1-Tubulin und α2-Tubulin zur Bildung ringförmiger Aggregate 

[317,320]. Folglich könnte Tubulexin A als Ligand der Vinca Alkaloid-Bindestelle 

ähnliche Effekte besitzen. Die parakristallinen Strukturen könnten demnach 

möglicherweise zu einer Interferenz mit dem turbidometrischen in vitro Tubulin-

Polymerisations Ansatz geführt und den depolymerisierenden Effekt von Tubulexin A 

bis zu einem gewissen Grad maskiert haben [321]. Dieses könnte als Erklärung für 

die im Vergleich zu Nocodazol relativ gering ausgeprägte Inhibition der in vitro 

Polymerisation dienen. Eine Induktion nichtmikrotubularer αβ Tubulin Polymere durch 

die Tubulexine könnte etwa mittels Elektronenmikroskopie untersucht werden 

[322,323]. 

Außerdem ist es möglich, dass das durch die SILAC basierte 

Affinitätschromatographie identifizierte MAP Protein CAS eine Rolle in der zellulären 

Aktivität von Tubulexin A spielt. Auch in diesem Zusammenhang ist die Bindung der 

Tubulexine an die Vinca Alkaloid Stelle interessant. Es konnte gezeigt werden, dass 

eine zelluläre Behandlung mit Vincristin, einem weiteren Liganden dieser Bindestelle, 

zu einer Dissoziation von MT-gebundenem CAS führt [301]. Ein möglicher Grund 

hierfür könnte eine Kompetition von Vincristin und CAS und somit eine 

Überschneidung der Vinca Alkaloid-Bindestelle mit der αβ-Tubulin-Bindestelle von 

CAS sein. Ein Bezug zu der physiologischen Relevanz des Proteins CAS auf die 

Wirkung von Tubulexin A sollte näher untersucht werden. Möglich wäre eine Bindung 

von Tubulexin A sowohl an αβ-Tubulin als auch an CAS und eine 

polypharmakologische Wirkung durch Bindung beider Proteine. Dies könnte u.a. 

einen synergetisch inhibitorischen Effekt auf die αβ Tubulin-Polymerisation bedeuten. 

Dieses wäre unerwartet, da die Wirkung von CAS bisher mit einer aktivierenden 

Wirkung auf die αβ-Tubulin-Polymerisation in Verbindung gebracht wurde. Ein solcher 
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etwaiger dualer Wirkmechanismus der Tubulexine würde als einzigartig für TBAs 

gelten. Außerdem wäre eine physiologisch relevante Bindung von Tubulexin A an 

CAS sehr bedeutungsvoll, da die biologischen Funktionen dieses Protein zu einem 

möglichen Zielprotein für die Krebstherapie machen. 

6.3.5 Das Potential der Tubulexine als Leitstrukturen für TBAs 

Der Wirkstoff Taxol gilt als das erfolgreichste Krebsmedikament überhaupt, denn die 

Umsätze mit dieser Substanz und ihren Derivaten übersteigen 3 Milliarden US-Dollar 

jährlich [324]. Leider besitzt der Wirkstoff ebenso wie andere derzeitig klinisch 

angewandte TBAs - wie die Vinca Alkaloide - nennenswerte Einschränkungen. So ist 

der geographische Verbreitungsgrad der Erzeuger-Pflanze Taxus brevifolia und 

folglich die Bioverfügbarkeit von Taxol gering. Verschiedene etablierte Totalsynthesen 

dieses strukturell komplexen Wirkstoffes erwiesen sich als zu kostspielig für die 

industrielle Anwendung. Daher hängt die Produktion von Taxol und seiner Derivate 

von der Semisynthese aus Naturstoff-Vorgängersubstanzen ab, hierbei sind die 

Wirkstoff-Ausbeuten relativ gering [324,325]. Im Gegensatz dazu sind die in dieser 

Arbeit identifizierten und durch Dr. Tobias Voigt synthetisierten Tubulexine aufgrund 

ihrer im Vergleich zu Taxol und anderen TBAs relativ einfachen Struktur chemisch 

zugänglich und durch kombinatorische Synthese leicht derivatisierbar. 

Ein weiteres Problem in der klinischen Anwendung ist die Entstehung von zellulären 

Resistenzmechanismen gegenüber dem Wirkstoff. Daher wurde eine Taxol resistente 

HeLa Zelllinie etabliert und nachfolgende die Wirkung von Taxol und Tubulexin A auf 

diese HeLa-Txl Zelllinie bestimmt. Die Ergebnisse zeigten eine erfolgreiche 

Etablierung der HeLa-Txl Zelllinie, da eine fast 10fach erhöhte Resistenz gegenüber 

Taxol erreicht wurde. Diese Resistenz kann auf verschiedene Ursachen zurückgeführt 

werden, da unterschiedliche Mechanismen einer Zelle Taxol-Resistenz ausbilden 

[137,144,326]. Diese können in 5 Kategorien eingeteilt werden und ihre Wirkung an 

verschiedenen Schritten der TBA Wirkkaskade entfalten. Abbildung 54 zeigt eine 

Zusammenfassung dieser Resistenzmechanismen. Es wäre durchaus wissenswert, in 

Folgestudien den Resistenzmechanismus der HeLa-Txl Zelllinie zu ermitteln. Häufig 

steht der  Resistenzmechanismus sowohl gegenüber Taxol als auch den Vinca 

Alkaloiden in Verbindung mit der erhöhten Expression der βIII Tubulin-Isoform (siehe 

Abbildung 54E), weshalb ein Ansatzpunkt hierfür eine Protein-Analyse der in dieser 

Zelllinie exprimierten Tubulin-Isoformen sein könnte [327]. Aufgrund der Etablierung 

der Zelllinie durch Selektion einer resistenten Zellpopulation anstatt eines resistenten 

Klons ist es möglich, dass mehrere Resistenzfaktoren eine Rolle spielen. 

Interessanterweise war die Aktivität von Tubulexin A in der HeLa-Txl Zelllinie nicht 
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A deutlich stärkere Wirkung. Die SAR-Studien der Tubulexine zeigen mögliche 

Ansatzpunkte für die Verbesserung der zellulären Potenz der Tubulexine. Demnach 

scheint vor allem die para-Position an R2 der THP Struktur für die veränderte Aktivität 

der Tubulexine verantwortlich zu sein. Demnach eignet sich diese Stelle potentiell für 

eine Derivatisierung zur Synthese weiterer Tubulexine mit höherer Wirksamkeit. 

Außerdem wäre es interessant zu erfahren, inwieweit solche Derivatisierungen der 

Tubulexine im Falle eines dualen Wirkmechanismus auf αβ Tubulin und CAS (siehe 

6.3.4) mögliche Selektivitäten der Substanzen gegenüber diesen Proteinen 

verändern.  
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7. Zusammenfassung  
Der Zellzyklus und die Mitose werden durch ein komplexes Netzwerk von Proteinen 

reguliert und angetrieben. Fehler in diesen Prozessen können zu einer deregulierten 

Proliferation und folglich zur Entstehung von Krebszellen führen. Bestandteile des 

Zytoskeletts sind nicht nur von entscheidender Bedeutung während der Mitose 

sondern auch in nachfolgenden Prozessen der Krebsentstehung. Chemische 

Substanzen, die modulierend auf den Zellzyklus, die Mitose und Bestandteile des 

Zytoskelettes wirken können, sind daher von großem Interesse in der Krebstheraphie.  

Ein Ziel dieser Arbeit war die Validierung und Bewertung in der Abteilung vorhandener 

High Content Screens zur Identifikation solcher Substanzen innerhalb Naturstoff-

basierter Substanzbibliotheken. Daher wurde in einem Pilotprojekt ein paralleler 

Screen von 1500 Naturstoffen mittels des MDCK-F3- und des BSC-1 Phänotyp-

Screens durchgeführt. Die Identifikation mehrerer bekannter Naturstoffe mit 

antimitotischer und Zytoskelett-modulierender Wirkung zeigte hierbei eine besondere 

Eignung des BSC-1 Phänotyp-Screens.  

Ein weiteres Ziel war die nähere Charakterisierung der biologischen Wirkung von, 

durch das High Content Screening identifizierten Substanzen. Mit Podoverin A, 

Maistemonin und Coreanosid F1 konnten mittels des BSC-1 Phänotyp-Screens 

innerhalb der Naturstoff-Substanzbibliothek unbeschriebene Bioaktivitäten dieser 

Substanzen erkannt werden. Nachfolgend konnte Podoverin A als antimitotische 

Substanz mit inhibitorischer Wirkung auf die zelluläre MT-Dynamik charakterisiert 

werden. Die Naturstoffe Maistemonin und Coreanosid F1 hingegen führten zu 

Modulationen der zellulären Aktinfilament-Organisation. Maistemonin, Coreanosid F1 

und Podoverin A stellen daher interessante Leitstrukturen für die Synthese Naturstoff-

basierter Substanzbibliotheken dar. 

Mittels des BSC-1 Phänotyp-Screens wurde daraufhin eine von Dr. Andrey 

Antonchick synthetisierte Naturstoff-basierte Substanzbibliothek aus 39 

Spirooxindolen getestet. Die potentiell antimitotische Wirkung der hierdurch 

identifizierten Substanz (-)-6k konnte im weiteren Verlauf bestätigt werden. Neben 

einer Induktion von G2/M-Zellzyklusarrest führte die Substanz zu einer Inhibition der 

zellulären MT-Dynamik, wobei insbesondere eine Modulation der räumlichen 

Organisation des MT-Zytoskelettes auffallend war. Hierbei waren multiple MTOCs in 

BSC-1 Zellen und analog hierzu eine multipolare Mitose in HeLa-L Zellen erkennbar. 

Trotz der bekannten, inhibitorischen Wirkung des Spirooxindols Spirotrypostatin auf 

die αβ-Tubulin-Dynamik war die Wirkung von (-)-6k andersartig. Anhand eines 
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etablierten ELISA Assays konnte außerdem eine für gewisse Spirooxindole typische, 

inhibitorische Wirkung der Substanz auf die p53/MDM2 Proteininteraktion 

ausgeschlossen werde. Somit ist für die Substanz (-)-6k ein vorher unbeschriebenes 

Wirkprinzip der Spirooxindole als sehr wahrscheinlich. Die Identifikation des 

Zielproteins bietet einen interessanten Einstieg für weitere Untersuchungen zu dem 

Wirkstoff (-)-6k. 

Mittels des High Content Screenings einer, aus 150 THPs bestehenden 

Substanzbibliothek wurden Tubulexin A, B und C als antimitotische Substanzen 

identifiziert. Die zelluläre Untersuchung dieser Substanzen zeigte eine Induktion von 

G2/M-Arrest und Apoptose im niedrig mikromolaren Bereich. Außerdem inhibierten 

die Substanzen die MT-Repolymerisation kältebehandelter BSC-1 Zellen. Die Studien 

zeigten somit ein gemeinsames Wirkprinzip der Tubulexine. Zur Identifikation des 

Zielproteins des bioaktivsten Derivates Tubulexin A wurde ein quantitativer, 

proteomischer Ansatz mittels SILAC basierter komparativer Affinitätschromatographie 

verwendet. Anhand dieses Ansatzes wurden, unter Berücksichtigung der zellulären 

Studien, αβ-Tubulin und CAS als potentielle Zielproteine identifiziert. Die Isolierung 

durch die Tubulexin A Affinitätssonde konnte durch Immunodetektion bestätigt 

werden. Nachfolgend konnte die spezifische und physiologisch relevante Bindung von 

Tubulexin A an αβ Tubulin durch die inhibitorische Wirkung der Substanz auf die in 

vitro Tubulin-Polymerisation validiert werden. Dieses Ergebnis verdeutlichte, dass der 

zelluläre Effekt von Tubulexin A unabhängig von CAS erklärbar ist. Des Weiteren ist 

gezeigt worden, dass Tubulexin A ein potenter Ligand der Vinca Alkaloid-Bindestelle 

von αβ Tubulin ist: Unter den gewählten Bedingungen war dessen stöchiometrische 

Bindung an das Protein mit derer von Vinblastin vergleichbar.  

Die physiologische Wirkung von Tubulexin A betreffend ist neben einer spezifischen 

Bindung von αβ-Tubulin ein synergetischer Wirkmechanismus mit dem Protein CAS 

denkbar. Die Untersuchung eines solchen etwaigen Mechanismus bietet einen 

attraktiven Ausgangspunkt für weitere Studien. Aufgrund ihrer interessanten 

Bioaktivität, chemischen Zugänglichkeit, unverminderten Wirkung gegenüber Taxol 

resistente Zellen und einer möglichen synergetischen Wirkung auf αβ-Tubulin und 

CAS stellen die Tubulexine interessante Leitmotive für die Synthese Tubulexin-

basierter Substanzbibliotheken dar. Es ist wahrscheinlich, dass hierdurch Substanzen 

mit größerer Potenz und erhöhter Selektivität gegenüber den Zielproteinen erhalten 

werden können. 
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Nummer R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

27 F OH F OMe OMe OMe Ac 

28 F OH F H F H Ac 

29 F OH F H Cl H Ac 

30 F OH F 3–pyridyl Ac 

31 Cl OH H H OMe H Ac 

32 Cl OH H –OCH2O– H Ac 

33 Cl OH H OMe OMe H Ac 

34 Cl OH H OMe OMe OMe Ac 

35 Cl OH H H F H Ac 

36 Cl OH H H Cl H Ac 

37 Cl OH H 3–pyridyl Ac 

38 Cl OH H 2–thienyl Ac 

39 Cl OH Cl H OMe H Ac 

40 Cl OH Cl H OH H Ac 

41 Cl OH Cl OH OH H Ac 

42 Cl OH Cl OMe OMe H Ac 

43 Cl OH Cl H F H Ac 

44 Cl OH Cl H Cl H Ac 

45 OH H H H OMe H Ac 

46 OH H H –OCH2O– H Ac 

47 OH H H H OH H Ac 

48 OH H H OMe OH H Ac 

49 OH H H OMe OMe H Ac 

50 OH H H OMe OMe H Ac 

51 OH H H OMe OMe OMe Ac 

52 OH H H H F H Ac 

53 OH H H H Cl H Ac 

54 OH H H 3–pyridyl Ac 

55 H OH H –OCH2O– H H 

56 H OH H OMe OMe OMe H 

57 H OH H H F H H 

58 OMe OH H –OCH2O– H H 

59 OMe OH H OMe OMe OMe H 

60 OMe OH H H F H H 

61 OMe OH H H Cl H H 

62 OMe OH H 3–pyridyl H 

63 OH OBzl H –OCH2O– H H 

64 OH OBzl H OMe OMe H H 

65 OH OBzl H OMe OMe OMe H 
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Nummer R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

66 OH OBzl H 3–pyridyl H 

67 Br OH OMe H OMe H H 

68 Br OH OMe –OCH2O– H H 

69 Br OH OMe OMe OMe H H 

70 Br OH OMe OMe OMe OMe H 

71 Br OH OMe H F H H 

72 Br OH OMe 3–pyridyl H 

73 F OH F H OMe H H 

74 F OH F –OCH2O– H H 

75 F OH F H OH H H 

76 F OH F OMe OMe H H 

77 F OH F OMe OMe OMe H 

78 F OH F H F H H 

79 Cl OH H H OMe H H 

80 Cl OH H –OCH2O– H H 

81 Cl OH H H OH H H 

82 Cl OH H OMe OMe H H 

83 Cl OH H H F H H 

84 Cl OH H 3–pyridyl H 

85 Cl OH Cl H OMe H H 

86 Cl OH Cl –OCH2O– H H 

87 Cl OH Cl H OH H H 

88 Cl OH Cl OMe OH H H 

89 Cl OH Cl OMe OMe H H 

90 Cl OH Cl OMe OMe OMe H 

91 Cl OH Cl H F H H 

92 OH H H H OMe H H 

93 OH H H –OCH2O– H H 

94 OH H H H OH H H 

95 OH H H OMe OH H H 

96 OH H H OMe OMe H H 

97 OH H H OMe OMe H H 

98 OH H H OMe OMe OMe H 

99 OH H H H F H H 

100 H OH H OMe OH H Carbamat 

101 H OH H OMe OMe H Carbamat 

102 OMe OH H –OCH2O– H Carbamat 

103 OMe OH H OH OH H Carbamat 
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Nummer R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

105 Br OH OMe H OMe H Carbamat

106 Br OH OMe H OH H Carbamat

107 F OH F OMe OH H Carbamat

108 Cl OH H OMe OH H Carbamat

109 Cl OH Cl –OCH2O– H Carbamat

110 Cl OH Cl H F H Carbamat

111 OH H H H OMe H Carbamat

112 OH H H OMe OH H Carbamat

113 OH H H OMe OMe H Carbamat

114 H OH H H OMe H Carbonat 

115 H OH H OMe OMe H Carbonat 

116 H OH H H Cl H Carbonat 

117 H OH H 3–pyridyl Carbonat 

118 OMe OH H H OMe H Carbonat 

119 OMe OH H H OH H Carbonat 

120 OMe OH H OMe OH H Carbonat 

121 OMe OH H OMe OMe H Carbonat 

122 OMe OH H H F H Carbonat 

123 OH OBzl H 3–pyridyl Carbonat 

124 OH OH H OMe OH H Carbonat 

125 OH OH H H Cl H Carbonat 

126 Br OH OMe H OMe H Carbonat 

127 Br OH OMe –OCH2O– H Carbonat 

128 Br OH OMe H OH H Carbonat 

129 Br OH OMe OMe OH H Carbonat 

130 Br OH OMe OH OH H Carbonat 

131 Br OH OMe OMe OMe H Carbonat 

132 Br OH OMe H F H Carbonat 

133 F OH F H OMe H Carbonat 

134 F OH F H OH H Carbonat 

135 F OH F OMe OH H Carbonat 

136 F OH F H Cl H Carbonat 

137 Cl OH H H OMe H Carbonat 

138 Cl OH H H OH H Carbonat 

139 Cl OH H OMe OH H Carbonat 

140 Cl OH H OH OH H Carbonat 

141 Cl OH H OMe OMe H Carbonat 

142 Cl OH H H Cl H Carbonat 
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Nummer R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

143 Cl OH H 3–pyridyl Carbonat 
144 OH H H –OCH2O– H Carbonat 
145 OH H H H OH H Carbonat 
146 OH H H OMe OH H Carbonat 
147 OH H H OH OH H Carbonat 
148 OH H H OMe OMe H Carbonat 
149 OH H H H Cl H Carbonat 
150 OH H H 3–pyridyl Carbonat 
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10. Abkürzungsverzeichnis 
γTURC  gamma-tubulin ring complex 

3D  dreidimensional 

7-AAD  7-Aminoactinomycin 

 

ATP  Adenosintriphosphat 

 

BIS-ANS 4,4'-Bis (1-anilinonaphthalene 8-sulfonate) 
BLAST  Basic Local Alignment Search Tool 

BODIPY-FL Boron-dipyrromethene-fluorescein like 

BSA  Rinderserumalbuminbovine serum albumin 

bzw.  beziehungsweise 

 

CDK  cyclin dependent kinase 

 

DAPI   4’,6-Diamidino-2-phenylindol 

DMEM       Dulbeccos modified eagle’s medium 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

DTT  Dithiotreitol 

 

EC50  effective concentration 50% 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EGTA  Ethylenglycoltetraessigsäure 

ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay 

ESI  Electrospray-Ionisation 

Ex/Em  excitation/emission 

 

FACS  fluorescence activated cell sorting 

FCS   fötales Kälberserum 

FITC   Fluorescein-isothiocyanat 

GDP  Guanosindiphosphat                                        

GI50  growth inhibitory concentration 50%           

GTP  Guanosintriphosphat 
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h  hours(Stunden)                                       

HRP  horseradish peroxidase 

 

IC50  inhibitory concentration 50%                               

ICAT  Isotope-coded affinity tag  

ITRAQ  Isobaric tag for relative and absolute quantitation 

 

LC  liquid chromatography 

LINC   linker of nucleoskeleton and Zytoskeleton 

 

mA  Milliamper 

MAP  Mikrotubuli assoziiertes Protein  

MDM2  murine double minute 2 

min  Minuten 

mRNA  messenger ribonucleic acid 

MS  Massenspektrometrie 

MS/MS Tandem-Massenspektrometrie 

MT  Mikrotubuli 

MTOC  Mikrotubuli organisierendes Zentrum 

 

nm  Nanometer 

 

PCM  pericentriolares Material 

PBS  Phosphate buffered saline 

PEG   Polyethylenglykol 

PI  Propidiumiodid 

PIPES  Piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonsäure)  

PS  Phospahtidylserin 

PSSC  protein structure similarity clustering 

RNA  ribonucleic acid 

rpm  revolutions per minute 

RT  Raumtemperatur 

 

s  Sekunden 

SA-HRP strepatavidin horseradish peroxidase 

SAR  structure activity relationship 
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SCONP structural classification of natural products 

SD  Standardabweichung  

SDS  Sodium dodecyl sulfate  

SILAC  Stable isotope labelling of amino acids in cell culture 

siRNA  short interfering ribonucleic acid 

sog.  sogenannt 

 

TBA  Tubulin bindendes Agenz 

TFA  Trifluoroacetic acid 

THP  Tetrahydropyran 

TMB  3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin 

Tris  Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

TRITC  Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat 

 
WST   Water soluble tetrazolium 
 

z.B.  zum Beispiel 

 
�
Aminosäuren werden in der üblichen Weise durch den Dreibuchstaben-Code 

abgekürzt (vgl. IUPAC-IUB Comission of Biochemical Nomenclature, Pure 

Appl.Chem. 1982, 54, 1517 und 1525). 
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