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Si nous ne trouvons pas des choses agréables,  

nous trouverons du moins des choses nouvelles. 

 

Wenn wir schon nichts Schönes finden, 

so finden wir zumindest etwas Neues. 
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1. Einleitung 

1.1 Einführung in ausgewählte Aspekte der Chemischen Biologie 

 

Die Chemische Biologie ist eine Wissenschaft an den Grenzen von Chemie und 

Biologie, mit deren Hilfe versucht wird, molekulare Zusammenhänge der Biologie 

durch chemische Ansätze zu erkennen.[1] Die Ursprünge dieser Wissenschaft 

finden sich im 19. Jahrhundert. Bereits zu dieser Zeit wurden chemische 

Verbindungen eingesetzt, um biologische Effekte aufzuklären. Dies führte zur 

Frage, was der Zusammenhang zwischen den physikochemischen Eigenschaften 

und der Aktivität einer Substanz ist. Bereits 1868 wurde eine Verknüpfung 

zwischen der Löslichkeit verschiedener Salze einer Verbindung und ihrer 

biologischen Aktivität aufgestellt.[2] Diese Theorien wurden im Laufe der Zeit 

immer weiter entwickelt, bis Ferguson 1939 postulierte: „Die toxische Dosis einer 

Substanz ist ein konstanter Teil ihrer Wasserlöslichkeit“.[3] Das bedeutet, dass 

die Konzentration, die benötigt wird, um einen biologischen Effekt auszulösen, 

mit der Wasserlöslichkeit steigt. Dieser Zusammenhang ist allerdings nur in 

einem gewissen Bereich linear. Zum einen wird mit steigender Lipophilie ein 

Durchqueren der Zellmembran immer unwahrscheinlicher[2], und zum anderen 

können zum Beispiel ionisierbare Verbindungen zwei optimale ClogP-Werte 

besitzen, bei denen die intrazelluläre Konzentration dann ein Maximum 

erreicht.[2,4] Der ClogP-Wert ist der dekadische Logarithmus des 

Verteilungskoeffizienten einer Substanz zwischen einer wässrigen Phase und 

einer Phase aus 1-Octanol. Er wird genutzt, um die Hydrophobizität einer 

Verbindung als Zahl auszudrücken. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass ein 

einzelnes Kriterium, wie die Löslichkeit, allein nicht ausreicht, um die biologische 

Aktivität einer Substanz zu beschreiben, weshalb im Laufe der Zeit verschiedene 

verbesserte Modelle entwickelt wurden - von physikochemischen Modellen, 

welche unter anderem elektrostatische Potentiale[5] und dreidimensionale 

Atomabstände[6] nutzen, über chemoinformatische Modelle, die zum Beispiel 

Bindungsenergien vergleichen[7], bis zu pharmakologischen und chemischen 

Modellen. Das bekannteste pharmakologische Modell bezieht die Aufnahme, 

Verteilung, Metabolisierung, Exkretion und Toxizität einer Verbindung im 
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menschlichen Körper mit ein (ADMET).[8] Unter den rein chemischen Versuchen 

die Bioverfügbarkeit von Substanzen vorherzusagen ist das Modell von Lipinski et 

al. wahrscheinlich das bekannteste.[9] Als Angestellter von Pfizer Inc. hatte er 

1997 Regeln für die Entwicklung von bioverfügbaren Substanzen aufgestellt. 

Diese Regeln beinhalten vier Kriterien. Danach sollte eine Substanz höchstens 

fünf Wasserstoffbrücken-Donoren und höchstens zehn Akzeptoren besitzen, ein 

Molekulargewicht unter 500 g/mol und einen MlogP-Wert von unter fünf haben. 

Der MlogP-Wert wurde analog dem ClogP-Wert eingesetzt, da er auf einem rein 

mathematischen Verfahren beruht und dadurch auf alle chemischen Strukturen 

angewandt werden konnte, ohne weitere Experimente durchführen zu müssen. 

Schon in der Originalpublikation war allerdings eine Ausnahme von diesen vier 

Regeln für eine bioverfügbare Substanz zulässig und es wurden auch ganze 

Wirkstoffklassen ausgeschlossen.[9] 

All diese Methoden wurden entwickelt, um vorherzusagen, ob eine Substanz für 

den Organismus verfügbar ist. Wird dann ein biologischer Effekt beobachtet, kann 

die Substanz für weitere Untersuchungen eingesetzt werden. Wurde zum Beispiel 

die Modulation einer Enzymaktivität gefunden, kann im nächsten Schritt 

untersucht werden, wie sich diese Modulation auf eine Zelle oder einen ganzen 

Organismus auswirkt. Man spricht dann von einem rückwärtsgerichteten 

chemisch-genetischen Ansatz. Vorwärtsgerichtete Ansätze gehen von einem 

induzierten Phänotyp aus und versuchen dann die molekulare Ursache für diesen 

Effekt zu identifizieren. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 

antibiotischen Tests und auch der Wnt-Reportergen-Test, welche in späteren 

Kapiteln vorgestellt werden, verfolgen solche vorwärtsgerichteten chemisch-

genetischen Ansätze. Die Herausforderung dieses Verfahren besteht darin, aus 

der Vielzahl möglicher Wechselwirkungen der Substanz mit zellulären Prozessen, 

jene zu identifizieren, die den Phänotyp hervorrufen. 

Eine der Methoden, die für die Identifizierung des molekularen Ziels einer 

Verbindung in solch einem vorwärtsgerichteten Ansatz genutzt werden kann, ist 

die Affinitätsaufreinigung. Für diese Methode muss die Substanz an eine 

Trägermatrix gebunden werden. Diese wird dann mit zellulären Proteinen 

inkubiert, und mit geeigneten Puffersystemen gewaschen. Dadurch lassen sich die 

verbleibenden mit hoher Affinität an die Substanz bindenden Proteine reinigen, 

und in folgenden Untersuchungen analysieren. 
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Abbildung 1: Möglichkeiten der Affinitätsaufreinigung. Der hochaffine 
Bindungspartner ist in rot dargestellt. Die niederaffinen Bindungspartner sind in 
blau dargestellt. Der für jede Methode einzigartige Schritt ist mit einer roten 
Ellipse verdeutlicht. Die freie aktive Substanz in der kompetitiven 
Affinitätsaufreinigung ist als schwarzes Dreieck dargestellt. 
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In der Literatur werden drei gebräuchliche Methoden der Affinitätsaufreinigung 

beschrieben, welche in Abbildung 1 zusammengefasst sind.[10]  

In der ersten Methode der Abb. 1 wird das Proteinlysat 2-mal für eine 

Aufreinigung genutzt. Bei der ersten Reinigung binden hochaffine Proteine an die 

immobilisierte Substanz und bei der folgenden Aufreinigung sind die hochaffinen 

Bindepartner nicht mehr vorhanden, weshalb nur noch niederaffine und damit 

unspezifische Proteine identifiziert werden können. Proteine, die nur in der 

ersten Affinitätsaufreinigung dieser als seriell beschriebenen Methode gefunden 

werden, gelten als Zielproteine.[11] 

Die zweite Aufreinigungsmethode wird als kompetitive Methode beschrieben. Sie 

vergleicht die identifizierten Proteine einer Aufreinigung in Gegenwart der 

ungebundenen aktiven Substanz mit einer Aufreinigung ohne die ungebundene 

Substanz. Die Bindungspartner sind in diesem Fall jene Proteine, die nicht in 

Anwesenheit der freien Substanz identifiziert werden können.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die dritte Methode, die komparative 

Affinitätsaufreinigung, genutzt. Bei dieser Methode wird eine Aufreinigung mit 

einer immobilisierten aktiven Substanz durchgeführt. Diese Aufreinigung wird 

mit einer Aufreinigung verglichen, bei der eine inaktive Kontrollsubstanz an die 

Trägermatrix gebunden war. Idealerweise sind die Kontrollverbindung und die 

aktive Substanz strukturell sehr ähnlich. In solch einem Fall kann angenommen 

werden, dass alle nur an die aktive Substanz bindenden Proteine wirkliche 

molekulare Ziele der Substanz sind.  

Die Reinigung der bindenden Proteine ist allerdings nur der Anfang, dem immer 

die Identifizierung dieser Proteine folgt. Es gibt verschiedene Möglichkeiten, um 

möglichst viele der Bindungsparter zu identifizieren, wobei moderne Strategien 

oft den Abbau des Proteins zu Peptiden und deren Analyse mittels 

Massenspektrometrie nutzen.[12] Dafür werden in einem ersten Schritt die 

Cysteine der Proteine alkyliert und anschließend mit spezifischen oder 

unspezifischen Proteasen gespalten.[12,13] Die direkte Analyse unveränderter 

Peptidgemische ist eine faszinierende Möglichkeit, da sie im Prinzip sehr einfach 

und kostengünstig ist.[14] Tatsächlich sind die Genauigkeit und die Sensitivtät 

stark von den Proben abhängig, weshalb Markierungsstrategien entwickelt 

wurden. Eine dieser Strategien nutzt zum Beispiel isotopenmarkierte 

Aminosäuren (SILAC).[15] Dafür werden zwei Proteinlysate hergestellt und in 
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zwei parallelen Aufreinigungen eingesetzt. Eines der Lysate besteht aus Proteinen 

mit Aminosäuren normaler Isotopenverteilung; das andere Lysat enthält 

Proteine, deren Aminosäuren Arginin und Lysin teilweise aus schwerere Isotopen 

aufgebaut sind. Die charakteristischen Massenunterschiede der Isotope erlauben 

dann die sichere Zuordnung der Peptide zu einer der beiden Aufreinigungen und 

auch die Quantifizierung der Peptid- bzw. Proteinmengen.[15] Zudem gibt es die 

Möglichkeit, mittels modifizierter Protokolle Proteinmethylierungen, 

Bindungskonstanten und Dosis- Wirkungskurven zu bestimmen.[16,17] Andere 

Methoden (ITRAQ und ICAT), die ebenfalls eine Quantifizierung erlauben, 

inkorporieren die schweren Isotope in chemische Verbindungen, um damit 

entweder die Proteine oder die Peptide zu markieren.[18,19] Während die ICAT-

Methode - ähnlich wie SILAC - den Vergleich zweier Proben zulässt[18], können 

mittels ITRAQ bis zu acht Proben parallel analysiert werden[20,21]. Es kann 

allerdings nicht nur das Molekulargewicht einer Verbindung, sondern auch deren 

veränderte physikochemische Eigenschaften zur Analyse genutzt werden. Ein 

Beispiel ist die COFRADIC-Technologie, welche durch hydrophobe Markierungen 

die veränderten Chromatographieeigenschaften eines Peptids zur Analyse nutzt, 

wobei auch N-terminale Proteinmodifikationen identifiziert werden können.[22]  

All die oben beschriebenen Methoden und Analysen benötigen eine chemisch 

modifizierte aktive Verbindung. Wenn dies nicht möglich ist, da die Substanz z. B. 

durch Modifikation inaktiviert wird oder keine geeigneten Ankergruppen für 

Mofikationen vorhanden sind, können diese Aufreinigungen nicht durchgeführt 

werden. In diesen Fällen muss das molekulare Ziel der Verbindung mit anderen 

Technologien aufgeklärt werden. Eine Möglichkeit wäre dann das 

„Haploinsufficiency Profiling“, welches in Abbildung 2 dargestellt ist.[23] 



1. Einleitung 

 6 

 

Abbildung 2: Darstellung des „Haploinsufficency Profiling“. Durch das 
Ausschalten eines der zwei Allele eines essenziellen Gens wird die 
korrespondierende Proteinmenge reduziert. Diese Zelle wird sensitiver 
gegenüber Störungen dieses Proteins. Bei gleicher Konzentration einer Substanz, 
die die Funktion dieses Proteins beeinträchtigt, stirbt die haploide Zelle bereits, 
während die Diploide noch überlebensfähig ist.  
 

Der Vorteil dieser Methode ist die einfache Analyse.[23] Betroffene Zellen können 

nicht in Anwesenheit der Substanz überleben. Dieses Prinzip wurde vielfach 

angepasst, und so gibt es auch Hefezellen, welche jeweils ein Gen 

überexprimieren.[24] Diese Überexpressionsstämme sollten bei 

Substanzkonzentrationen überlebensfähig sein, bei denen Wildtypstämme nicht 

mehr wachsen. In Anlehnung an die Stämme mit veränderten Proteinmengen 

kann man auch das Metabolom[25] oder Transkriptom[26] in Wildtypstämmen 

untersuchen. Bei Verlust aktiver Enzyme sammeln sich charakteristische 

Metabolite in der Zelle an, und die Zelle wird versuchen, ihr Transkriptom 

dementsprechend anzupassen, um diesen Mangel zu beheben.  

Eine Methode, die die einfache Analyse der Ergebnisse der oben beschriebenen 

hefegenetischen Ansätze mit den Affinitätssonden kombiniert, ist der Hefe-3-

Hybrid Ansatz (Abb. 3).[27] 
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Abbildung 3: Darstellung der Hefe-3-Hybrid Technologie. Fusionsproteine 
sind durch eine einheitliche Farbgebung gekennzeichnet. Das Molekül-Linker-
Konstrukt besteht aus der zu untersuchenden Substanz, die mittels eines Linkers 
mit einem bekannten Bindepartner verbunden ist. Die DNA-Bindedomäne ist an 
ein Protein fusioniert, welches hochaffin an diesen Bindepartner bindet. Beispiele 
sind FK506 und FKBP oder Folsäure und DHFR.[10,27] Wenn sich alle Proteine 
durch die Verbindung in räumlicher Nähe zueinander befinden, findet die 
Transkription eines Reportergens statt, was durch einen Pfeil dargestellt ist. 
Dieses Reportergen vermittelt eine Enzymaktivität, wobei üblicherweise 
Galaktosidase genutzt wird, was auf entsprechenden Medien zu einer 
Blaufärbung der Hefekolonie führt.[27]  
 

Ein Vorteil dieser Methode ist, dass die relativen Proteinmengen in der Zelle 

keinen Einfluss auf das Ergebnis haben. Bei herkömmlichen 

Affinitätsaufreinigungen kann es dazu kommen, dass sehr schwach exprimierte 

Proteine nicht detektiert werden oder in der Analyse als wenig wahrscheinlicher 

Bindungspartner entfernt werden. Um dieses Problem zu umgehen, gibt es 

verschiedene Methoden, welche jedoch alle zwei Gemeinsamkeiten aufweisen. 

Die Methoden beginnen zum einen immer mit einem homogenen Proteingemisch, 

d. h., alle Proteine sind ungefähr gleich häufig vertreten, und zum anderen findet 

im Zuge der Aufreinigung eine Amplifikation der Proteine oder entsprechender 

Marker statt, die an die Substanz binden. Eine der Methoden nutzt genetisch 

modifizierte Phagen.[28] Diese Phagen tragen humane Proteine oder deren 
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Fragmente auf ihren Capsidproteinen und können dadurch in 

Affinitätsaufreinigungen eingesetzt werden. Die Amplifikation findet in Bakterien 

statt und die aus den Bakterien erhaltenen vermehrten Phagen können für 

weitere Affinitätsaufreinigungen mit derselben Affinitätssonde eingesetzt 

werden, bis nach mehreren dieser Runden nur noch einige wenige hochaffine 

Proteine enthalten sind und identifiziert werden können.[28] Ganz ähnlich 

arbeitet die „mRNA display“-Technologie.[10] Die Proteinexpression findet hier in 

vitro statt und die Amplifikation geschieht über eine PCR. 

Die vorgestellten Methoden haben alle dasselbe Ziel, nämlich den Nachweis des 

durch eine Substanz beeinflussten Proteins. Welche der Methoden für den 

jeweiligen Einsatz am geeignetsten ist, muss allerdings von Fall zu Fall 

entschieden werden. 

Auch wenn diese Einführung in das Gebiet der Chemischen Biologie auf die 

Auswahl biologisch aktiver Verbindungen und die Identifizierung der 

Bindungspartner dieser niedermolekularen Substanzen beschränkt bleiben muss, 

erstreckt sich die Chemische Biologie heutzutage über alle Bereiche der Biologie. 

Weitere Beispiele werden in den Kapiteln 3 und 4 sowie in verschiedenen 

Übersichtsartikeln[29-31] und Büchern [32,33]dargestellt.  

 

1.2 Erläuterung der biologischen Themengebiete dieser Arbeit 

 

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden verschiedene biologische 

Fragestellungen bearbeitet. Die Suche nach neuen Antibiotika und die 

Untersuchung von Modulatoren des Wnt-Signalwegs stellen die Schwerpunkte 

dieser Arbeit dar. Aus diesem Grund sollen diese Themengebiete im Folgenden 

näher erläutert werden, wohingegen die vorwärtsgerichteten chemisch-

genetischen Untersuchungen der ebenfalls untersuchten biologischen Prozesse in 

den jeweiligen Kapiteln eingeführt werden (Kap. 5.4.1 und 5.4.4). 

 

1.2.1 Bekämpfung bakterieller Infektionen 

Auch wenn der ehemalige Surgeon General of the United States W. H. Stewart, zu 

seiner Zeit ranghöchster Berater des Staates in Gesundheitsfragen, 
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fälschlicherweise mit den Worten zitiert wird, „dass es nun Zeit ist, das Kapitel 

der Infektionskrankheiten für beendet zu erklären“ („it is time to close the book 

on infectious diseases“), zeigt es doch, welche Einstellung 1967 vorherrschte.[34] 

Nachdem bis 1962 sieben verschiedene Antibiotikaklassen entdeckt wurden, 

dauerte es 38 Jahre, bis eine weitere Klasse vermarktet wurde.[35] Für diese 

Lücke gibt es mehrere Gründe. Verglichen mit anderen, insbesondere chronischen 

Krankheiten werden Antibiotika nur über einen kurzen Zeitraum genutzt und ihr 

Einsatz ist auch noch meist auf wenige bestimmte Infektionsarten beschränkt, 

welche zum Teil in der entwickelten Welt verhältnismäßig selten sind.[35,36] 

Diese Einschränkung reduziert zwar den Kreis der Anwender, aber es ist oft die 

einzige Möglichkeit die Überlegenheit eines neuen Antibiotikums zu 

demonstrieren.[36] Für eine Zulassung in den USA muss generell gezeigt werden, 

dass neue Medikamente Vorteile gegenüber bestehenden Therapien besitzen. Es 

ist aber schwer, in einer Studie den Vorteil eines Antibiotikums zu zeigen, 

welches beispielsweise ein geringeres Risiko trägt, Resistenzen zu erzeugen als 

herkömmliche Antibiotika. Bei einem direkten Vergleich sind das herkömmliche 

und das neuartige Antibiotikum nahezu gleich effektiv, da sich der Vorteil der 

Resistenzarmut erst über einen längeren Zeitraum auswirkt.[36] Die Entstehung 

von Resistenzen, d. h. Unempfindlichkeiten eines Bakterienstamms gegen ein 

bestimmtes Antibiotikum oder gegen eine ganze Klasse von Antibiotika, stellt eine 

großes Risiko dar. Tritt zum Beispiel bei einem Patienten während der 

Behandlung einer Pseudomonasinfektion eine Resistenz gegen das genutzte 

Antibiotikum auf, erhöht sich seine Sterberate um das 3-fache, seine 

Wahrscheinlichkeit, sich eine weitere Infektion zuzuziehen, verzehnfacht sich, die 

Dauer seines Klinikaufenthalts verdoppelt sich und es kommen zusätzliche 

Kosten in Höhe von ungefähr 12.000 $ auf das Gesundheitssystem zu.[37] Diese 

für die USA bestimmten Zahlen sind durchaus auch für Europa relevant, wenn 

man bedenkt, dass 10% aller Pseudomonaden während der Therapie Resistenzen 

entwickeln.[37,38] Die Entwicklung von Resistenzen im Krankenhaus stellt aber 

nur einen Aspekt dar. So werden Antibiotika wegen ihrer wachstumsfördernden 

Eigenschaften in großen Mengen in der Tierzucht eingesetzt.[39] In den USA 

werden Schätzungen zufolge 50 bis 70% aller Antibiotika für die Tierzucht 

genutzt[36], und auch in Europa waren die Zahlen in der Vergangenheit ähnlich. 

In den Niederlanden wurden 1996 1.500 kg Vancomycin zur Therapie von 
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Patienten eingesetzt, während gleichzeitig 80.000 kg Avoparin, ein Vancomycin-

Analogon, in der Tiermast genutzt wurden.[40] Die geringen Dosen, welche in der 

Tiermast eingesetzt werden, fördern die Entwicklung von Resistenzen, und so 

wurden im gleichen Zeitraum in den Niederlanden auf 80% der rohen 

Geflügelfleischprodukte Vancomycin-resistente Enterococcen (VRE) nach-

gewiesen.[41] Um zu verhindern, dass eine Übertragung der Bakterien auf den 

Menschen stattfindet und dass die Resistenzen zwischen verschiedenen 

Bakterienstämmen ausgetauscht werden - beides bereits beobachtete 

Phänomene[42,43] - wurden gesetzliche Maßnahmen ergriffen. Schweden und 

Dänemark verboten 1986 bzw. 1999 den Einsatz aller Antibiotika als 

Wachstumsförderer[40,44]; in der gesamten EU wurden in den folgenden Jahren 

mehrere Antibiotikaklassen verboten[44], und auch die amerikanische 

Aufsichtsbehörde FDA reagierte im Juli 2005 mit dem ersten Verbot eines 

Antibiotikums.[36] Um den Einsatz von Antibiotika für Masttiere in der EU weiter 

zu reduzieren, wird sogar über Impfprogramme nachgedacht.[45] 

Die Entwicklung von Resistenzen stellt in hochentwickelten Ländern der ersten 

Welt allerdings nur ein teures und behandlungsintensives Problem dar. In den 

unterentwickelten Ländern wird solch ein Problem lebensbedrohlich. In 

Mosambik, einem durchschnittlich reichen Land Afrikas, gemessen am 

Bruttoinlandsprodukt[46], standen 1988 für die Behandlung sexuell 

übertragbarer Krankheiten für jeden Patienten 0,13 $ für das gesamte Jahr zur 

Verfügung[47]. Dies macht deutlich, dass in diesen Ländern nur günstigste 

Antibiotika eingesetzt werden können. Durch diese geringe Auswahl an 

einsetzbaren Antibiotika sind Resistenzen besonders häufig und oft schwer zu 

therapieren.[47-49] Ein besonders drastisches Beispiel bietet das intrazelluläre 

Bakterium Mycobacterium tuberculosis, mit dem ein Drittel der Weltbevölkerung 

infiziert ist.[50] Bricht die Infektion aus, kommt es zum Krankheitsbild der 

Tuberkulose, die generell aber gut heilbar ist.[50] Da die Therapie mit vier 

verschiedenen Antibiotika aber sechs bis acht Monate dauert, stellt sie eine 

logistische Herausforderung für die weniger entwickelten Länder dar.[51] So 

entstand eine multiresistente Tuberkuloseform (MDR TB), deren bis zu zwei 

Jahre dauernde Behandlung 3- bis 100-mal so teuer ist.[52] Multiresistente 

Tuberkulosestämme, d. h. Bakterien, die gegen die gebräuchlichsten beiden 

Antibiotika Isoniazid und Rifampizin resistent sind, machen mittlerweile 5% der 
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jährlichen Neuinfektionen aus.[52] 2005 traten erstmals extrem resistente 

Tuberkulosefälle auf (XDR TB; englisch: „extensively drug resistant 

tuberculosis“), welche nicht nur gegen Rifampizin und Isoniazid, sondern auch 

gegen zwei weitere sog. Reservemedikamente (englisch: „second line drugs“) 

resistent waren. Ein Drittel aller HIV-positiven Patienten ist gleichzeitig mit 

Tuberkulose infiziert.[51] Für diese Patienten stellen MDR TB und XDR TB eine 

tödliche Gefahr dar. Bei einem Ausbruch von XDR TB unter 52 HIV-positiven 

Patienten in einer Region Südafrikas starben alle Patienten im Durchschnitt 16 

Tage nach dem Stellen der Diagnose.[53] Bedenkt man gleichzeitig, dass die 

effektivsten Tuberkulosemedikamente Rifampizin und Isoniazid vor mehr als 40 

Jahren entwickelt wurden, wird deutlich, wie dringend neue Antibiotikaklassen 

benötigt werden.[54] Trotz der kürzlich erzielten Fortschritte in der Behandlung 

bakterieller Infektionen durch chemische Verbindungen[35,54] und 

Antikörper[55] ist der Forschungsbedarf noch gewaltig, um sichere, billige und 

weltweit verfügbare Medikamente zu erhalten. So wird es wohl auch in 

absehbarer Zeit ein Wunschtraum bleiben, dass das Kapitel der 

Infektionskrankheiten für beendet erklärt werden kann. 

 

1.2.2 Der kanonische Wnt-Signalweg 

Vor 500 Millionen Jahren, im Erdzeitalter des Kambriums, gab es einen 

sprunghaften Anstieg in der Vielfalt tierischen Lebens. Dieser wurde begünstigt 

durch die damalige Lage der Kontinente nahe des Äquators und den steigenden 

Meeresspiegel, was zusammen zur Bildung warmer Flachwasserschelfe 

führte.[56] Zu dieser Zeit oder möglicherweise schon 50 Millionen Jahre früher 

entstanden die ersten Nesseltiere (lateinisch: Cnidaria), zu denen auch die bis 

zum heutigen Tag existierenden Süßwasserpolypen und Seeanemonen 

gehören.[57] Trotz ihres einfachen Körperbaus - sie haben nur zwei Keimblätter 

und nur eine Körperachse - nutzten sie zur Organisation und Entwicklung ihrer 

Organe und Körperteile den gleichen Signalweg wie Säugetiere.[58] Dieser 

Signalweg ist der Wnt-Signalweg, benannt nach seinem parakrinen aktivierenden 

Protein (Kap. 3.3.1).[59] Genaugenommen gibt es nicht einen Wnt-Signalweg, 

sondern es handelt sich um mindestens drei verschiedene Signalwege, welche je 

nach Gewebe oder Zellverband unterschiedlich miteinander in Wechselwirkung 
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stehen. Der bestuntersuchte dieser Wege ist der ß-Catenin-abhängige, sogenannte 

kanonische, Signalweg, der auch im Folgenden näher erläutert wird. Bei den 

beiden nicht-kanonischen Wegen handelt es sich um den kalziumabhängigen 

Wnt-Signalweg und den planaren Zellpolaritätssignalweg (PCP; englisch: „planar 

cell polarity“), die in Kapitel 1.2.3 und 1.2.4 vorgestellt werden. 

Aktiviert wird der Signalweg durch die Bindung des Signalmediators an den 

Rezeptor. Als Mediator tritt die Familie der Wnt-Proteine auf, von denen bei 

Menschen 19 Mitglieder in zwölf Unterfamilien bekannt sind.[60] 

Erstaunlicherweise fehlt bei den Cnidariern nur die Wnt9-Unterfamilie, das 

bedeutet, dass elf der zwölf Unterfamilien schon vor 500 Millionen Jahren 

vorhanden waren. Zusätzlich zu diesen elf mit dem Menschen homologen 

Unterfamilien besitzen Nesseltiere noch eine weitere Unterfamilie, welche beim 

Menschen fehlt, aber bei Insekten, wie zum Beispiel der Fruchtfliege Drosophila 

melanogaster, vorhanden ist. Die Fruchtfliege ist ebenfalls wie die Nesseltiere ein 

Modellsystem für die Erforschung von Entwicklungsprozessen, jedoch besitzt sie 

nur sechs der zwölf im Menschen vorkommenden Unterfamilien.[60] Das Beispiel 

der Familie der Wnt-Proteine macht deutlich, wie komplex die Unterschiede 

zwischen den Organismen sind. Aus diesem Grund soll im Folgenden soweit es 

möglich ist, der Zustand im menschlichen Organismus beschrieben werden. 

Die 19 humanen Wnt-Proteine sind Monomere und besitzen 22 konservierte 

Cysteine. Das erste Cystein (Aminosäure Nummer 77) ist palmitoyliert, und die 

anderen Cysteine sind wahrscheinlich durch Disulfidbrücken verknüpft.[61,62] 

Der Lipidrest ist essenziell für die Funktion, die korrekte N-Glykosylierung und 

den Transport der Proteine. Durch ihre geringe Wasserlöslichkeit wirken Wnt-

Proteine nur auf die 20 bis 30 angrenzenden Zellen, wobei der Transport 

vermutlich sowohl über aktive wie auch passive Prozesse stattfindet.[62]  

Wnt-Proteine binden an ihre „Frizzled“ (Fzd) genannten Rezeptoren hochaffin 

durch die N-terminale CRD-Domäne.[62] Die zehn im Menschen vorhandenen 

Frizzled-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) mit sieben 

Transmembranregionen; sie haben unterschiedliche Affinitäten gegenüber den 

Wnt-Proteinen und funktionieren sowohl als Monomere als als Homo- oder 

Heterodimere.[63,64] Verdrängungsexperimente mit freien CRD-Domänen von 

Fzd5, 7 und 8 zeigen einen IC50–Wert für das Wnt3a Protein von 2,0, 2,2 und 1,2 

nM, und in Zellexperimenten reichte eine Konzentration von 0,5 nM Wnt3a-
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Protein zur halbmaximalen Aktivierung des Signalwegs.[65] Die CRD-Domäne 

(englisch: „cysteine rich domain“) trägt ihren Namen aufgrund von zehn 

konservierten Cysteinen in ihrer Sequenz. Interessanterweise bindet diese 

Domäne auch das Amyloid-ß-Protein, welches zum einen eine Rolle als Aktivator 

der Synapsenaktivität spielt, und zum anderen als Ursache für die Alzheimer 

Erkrankung vermutet wird.[66,67] Inwieweit die Bindung zum Krankheitsbild 

des Morbus Alzheimer beiträgt, ist jedoch noch nicht ausreichend erforscht. 

Ebenfalls sehr wenig erforscht ist eine direkte Signalwirkung des Frizzled5-

Rezeptors in Nervenzellen. Erste Studien vermuten, dass ein 8 kDa schweres, 

durch Proteolyse des internalisierten Rezeptors entstehendes C-terminales 

Fragment in den Kern wandert und dort Signalwirkung besitzt. Dieser sogenannte 

„Frizzled Nuclear Import Pathway“ muss allerdings noch genauer untersucht 

werden, da bisher nur wenige allgemeine Fakten bekannt sind.[68] Sehr gut 

erforscht ist hingegen die Rolle der Frizzled-Rezeptoren im kanonischen wnt-

Signalweg. Ein C-terminales Lys-Thr-X-X-X-Trp-Motiv ist essenziell für die 

Aktivität, in dem es nach Aktivierung des Rezeptors wahrscheinlich die Bindung 

zu G-Proteinen der Gα0-Familie vermittelt.[69] Zwei dieser G-Proteine, GRK5 und 

6, phosphorylieren im nächsten Schritt der Signalkaskade die Korezeptoren LRP5 

oder 6.[70] LRP5 und 6 sind ebenfalls integrale Membranproteine, welche 

möglicherweise unterschiedliche Funktionen besitzen; das jedenfalls legen die 

unterschiedlichen Phänotypen von LRP5- und 6-knock out- Mäusen nahe.[71] Der 

aktive Frizzled-Rezeptor rekrutiert außerdem das cytoplasmatische Protein 

Dishevelled (Dsh).[72] Im menschlichen Organismus gibt es drei Dishevelled-

Proteine, Dvl1, Dvl2 und Dvl3 mit teilweise überlagernden aber noch nicht 

vollständig geklärten Aufgaben. Dsh wird an der Membran durch 

Phosphorylierung aktiviert und polymerisiert dadurch - ein einmaliger Vorgang, 

verglichen mit anderen Signalwegen.[73] Diese Dsh-Polymere interagieren mit 

einer Vielzahl von Proteinen; unter anderem binden sie die Kinasen GSK-3ß und 

CK1 sowie das Protein Axin, welches durch Dsh rekrutiert an den 

phosphorylierten Korezeptor LRP5 oder LRP6 bindet.[74,75] Die beiden Kinasen 

phosphorylieren LRP5 und 6 an weiteren Aminosäuren und stabilisieren dadurch 

die Bindung von Axin, gleichzeitig wird der Abbau von Axin durch diesen Prozess 

gesteigert.[76] Axin hat eine wichtige Aufgabe im Wnt-Signalweg. Ist der 

Signalweg nicht aktiviert, bildet es zusammen mit dem Protein APC ein 
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Grundgerüst für einen Proteinkomplex. Dieser Komplex besteht aus einer Vielzahl 

von Proteinen von denen die Proteine GSK-3ß, CK1 und ß-Catenin die wichtigsten 

sind.[76] Bei nicht aktiviertem Signalweg phosphoryliert CK1 ß-Catenin an Ser 

45.[77] Dieses monophosphorylierte Protein ist das Substat für die Kinase 

GSK-3ß, die ß-Catenin an mehreren zusätzlichen Stellen phosphoryliert, was dazu 

führt, dass das Protein von E3-Ubiquitin Ligasen gebunden und ubiquitiniert 

wird, was letztendlich zu seinem proteasomalen Abbau führt.[76,78] 

Wie oben beschrieben zerfällt der Proteinkomplex nach Aktivierung des Wnt-

Signalwegs, da die Proteine Axin, GSK-3ß und CK1 an die Membran rekrutiert 

werden, wo Axin ß-Catenin zwar noch bindet, aber es nicht mehr phosphoryliert 

wird.[79] Ohne den ständigen Abbau akkumuliert ß-Catenin deshalb im 

Zytoplasma und letztendlich auch im Kern. Dort bindet es an eines der vier 

Proteine der Familie der TCF/Lef Transkriptionsfaktoren. Durch die Bindung 

verdrängt ß-Catenin den Repressor TLE, dessen homologes Protein Groucho aus 

D. melanogaster weit bekannter ist, und induziert die Transkription von 

Zielgenen.[80] Dieser Prozess ist aber stark kontextabhängig. So wurden zum 

Beispiel auch Zielgene identifiziert, die durch Aktivierung des Signalwegs 

reprimiert werden[81], und es sind transkriptionelle und posttranslationale 

Modifikationen einzelner Mitglieder der TCF/Lef Familie bekannt, die ebenfalls 

die Transkriptionsstärke modulieren.[80] Aber auch weitere Proteinpartner wie 

zum Beispiel das bereits erwähnte Dishevelled (Dsh) oder der Repressor CtBP 

regulieren den Signalweg auf dieser Ebene.[74] Zusammenfassend gibt Abb. 4 

einen Überblick über die grundlegenden Schritte des Signalwegs. 
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Abbildung 4: Übersicht über den Wnt-Signalweg. Dargestellt sind nur einige 
ausgewählte Interaktionen. 
 

1.2.3 Der nicht-kanonische Wnt/Ca2+-Signalweg 

Von den 19 humanen Wnt-Proteinen sind nur einige in der Lage, den ß-Catenin-

abhängigen kanonischen Wnt-Signalweg zu aktivieren. Die anderen Wnt-Proteine 

sind aber nicht etwa inaktiv, sondern sie lösen zelluläre Antworten aus, die 

verschieden von den ß-Catenin-vermittelten Prozessen sind. So verändern sie 

zum Beispiel die Zellmobilität und reduzieren die Zelladhäsion.[82] 

Untersuchungen mit chimären Wnt-Proteinen und Frizzled-Rezeptoren zeigten, 

dass die humanen Frizzled-Rezeptoren 1, 3 und 6[82,83] und die Wnt-Proteine 4, 

5A und 11[82,84] bevorzugt diese ß-Catenin unabhängigen Antworten auslösen. 

Die von diesen Proteinen ausgelösten Antworten sind kalziumabhängig, weshalb 

dieser nicht-kanonische Signalweg auch den Namen Wnt/Ca2+-Signalweg trägt. 

Ein striktes Motiv, welches für diese Funktion verantwortlich ist, konnte weder 

bei den Rezeptoren noch bei den Wnt-Liganden gefunden werden, jedoch zeigte 

sich, dass der C-Terminus der Wnt-Proteine wesentlich für die beschriebene 

Funktion ist.[85] Aufseiten der Rezeptoren ist die Unterscheidung zwischen ß-

Catenin-abhängigen oder -unabhängigen Signalwegen stark kontextabhängig, wie 

Überexpressionsstudien zeigten.[86] Diese Studien verdeutlichten auch, dass 
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nicht LRP5/LRP6, sondern die integralen Membranproteine Knypek und Ror2 als 

Korezeptoren für diesen nicht-kanonischen Signalweg dienen.[87] Der 

Korezeptor Ror2 kann zusätzlich noch den kanonischen Wnt-Signalweg 

inhibieren, was eine Möglichkeit der Regulation beider Signalwege darstellt.[86] 

Diese Regulation geschieht möglicherweise durch CaMKII-abhängige Aktivierung 

der TAK1 MAP-Kinase (MAPK), welche wiederum die NLK MAPK aktiviert, was 

schließlich zur Phosphorylierung und Inaktivierung der TCF/Lef-

Transkriptionsfaktoren führt.[88] Durch diese Phosphorylierung wird die 

Bindung an die DNA verhindert und der ß-Catenin-abhängige Signalweg 

unterdrückt. Eine weitere Möglichkeit der Regulation besteht durch eine CaMKII-

unabhängige Verstärkung des ß-Catenin Abbaus, vermittelt durch Aktivierung 

von Siah1/2.[89] Studien mit GPCR Inhibitoren wie dem Pertussis Toxin haben 

gezeigt, dass der nächste Schritt des Signalwegs vom aktivierten Rezeptor- 

Korezeptorkomplex über G-Proteine zur Phospholipase C (PLC) führt.[90,91] Die 

Phospholipase C spaltet Phosphaditylinositol-3-Phosphat in Inositol-3-Phosphat 

(InsP3) und Diacylglycerol (DAG).[92] Inositol-3-Phosphat diffundiert zu den 

Rezeptoren und setzt Kalzium frei. Der Anstieg der intrazellulären 

Kalziumkonzentration aktiviert die CaMKII Kinase[93] und die Phosphatase 

Calcineurin[94]. DAG und Kalzium aktivieren gemeinsam die Protein Kinase C 

(PKC).[91] Da DAG nicht aus der Membran diffundiert, wird die PKC nur an der 

Plasmamembran aktiviert, wohin sie auch Dishevelled rekrutiert. Das aktive Dsh-

Protein bindet Daam1, ein Protein der Formin Familie, welches seinerseits Rho 

bindet, das durch ein bisher unbekanntes Rho-GEF aktiviert wird.[95] Als 

Ergebnis dieser Signalkaskade wurden die Phosphatase Calcineurin und die 

Kinasen CaMKII und PKC aktiviert. Des Weiteren wurde durch den Signalweg die 

kleine GTPase Rho aktiviert, die für die beobachtete erhöhte Zellmobilität 

verantwortlich ist, da sie auf das Aktinzytoskelett wirkt (Abb. 5).[82] Der Effekt 

der Kinasen und Phosphatasen ist zelltypabhängig. So aktiviert Calcineurin zum 

Beispiel den immunologisch wichtigen Transkriptionsfaktor NF-AT[94], während 

die Wnt-abhängige PKC-Aktivierung für das Knochenwachstum eine 

entscheidende Rolle spielt[96]. 
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Abbildung 5: Übersicht über den Wnt/Ca2+-Signalweg. Dargestellt sind nur 
einige ausgewählte Interaktionen. Die von Calcineurin ausgehenden 
Interaktionen sind nicht dargestellt. 
 

1.2.4 Der nicht-kanonische Wnt/PCP-Signalweg 

Für die Entwicklung höherer Lebewesen ist es nicht ausreichend, in jeder Zelle 

ein bestimmtes Repertoire an Genen abzulesen und in Proteine zu translatieren. 

Oft werden auch räumliche Signale benötigt, um Strukturen auszurichten, Organe 

zu entwickeln oder gerichtete Bewegungen von Zellen zu ermöglichen. Für diese 

Prozesse wird der Wnt/PCP-Signalweg genutzt, wobei PCP für „planare 

Zellpolarität“ (englisch: planar cell polarity) steht. Dieser Signalweg wird auch als 

Wnt/CE-Signalweg bezeichnet, wobei CE mit „einheitliche Ausdehnung“ 

(englisch: convergent extension) übersetzt werden kann und die gleichartige 

Bewegung von Zellen oder Zellverbänden meint. Diese Bewegungen sind von 

großer Bedeutung für die Entwicklung des Menschen. Von der Gastrulation bis 

zum Schließen des Neuralrohrs oder dem Wachstum der Nervenzellen werden 

diese Signale beispielsweise benötigt.[97,98]  

Da diese Prozesse äußerst kompliziert sind und - von wenigen Ausnahmen 

abgesehen[99,100] - nicht in Zellkulturen, sondern nur in gesamten Organismen 
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untersucht werden können, beschränken sich die vorhandenen Erkenntnisse auf 

Abläufe in einfachen Modellorganismen wie D. melanogaster. In D. melanogaster 

werden unter anderem die Orientierung der Haare auf den Flügeln sowie die 

Ausrichtung der Omatidien und der Borsten auf dem Körper durch den Wnt/PCP-

Signalweg gesteuert.[101] Für die Ausrichtung dieser zellulären Strukturen muss 

es eine intrazellulare Polarität geben, für die in D. melanogaster der Frizzled2-

Rezeptor verantwortlich ist.[102] Auf der proximalen Seite der Zelle ist der 

Frizzled-Rezeptor aktiv und rekrutiert das Protein Dishevelled an die Membran. 

Beim Wnt/Ca2+-Signalweg geschieht dies durch die DEP-Domäne von Dsh. 

Dadurch kommt es zur Polymerisation von Dsh, was zu einer Zusammenlagerung 

und Aktivierung weiterer Frizzled-Rezeptoren führt.[102] Der auf einer Zelle 

proximal lokalisierte Frizzled-Rezeptor interagiert mit dem distalen Van-Gogh-

Rezeptor (Vang; auch Stabismus (Stbm) genannt) auf der benachbarten Zelle. Das 

Protein Prickle wird durch aktives Vang/Stbm an die Zellmembran rekrutiert, 

und beide Proteine können Dsh binden, welches dann auf der distalen Zellseite 

nicht mehr für die Aktivierung von Frizzled-Rezeptoren zur Verfügung 

steht.[103,104] Die Bindung von Dsh durch Vang/Stbm und Prickle geschieht 

durch die basische PDZ-Domäne von Dsh, an die auch das Protein Diego binden 

kann.[105] Die Bindung von Diego an Dsh erfüllt zwei Aufgaben, die beide die 

Aktivität des Frizzled-Komplexes verstärken. Zum einen schließt sie eine Bindung 

von Prickle oder Vang/Stbm aus, und zum anderen aktiviert Diego Dsh, indem es 

dessen Phosphorylierung fördert.[105] In dem beschriebenen Prozess spielen 

allerdings noch weitere Proteine eine Rolle. Eines davon, Flamingo (Fmi), ist ein 

Transmembranprotein mit ungewöhnlicher Struktur. Es besitzt sieben 

Transmembranregionen, einen einzigartigen C-Terminus und neun extrazelluläre 

Cadherin-Domänen.[100] Mutantenanalysen zeigen, dass es zusammen mit 

Vang/Stbm den Wnt/PCP-Signalweg reguliert, auch wenn beide Proteine nicht 

direkt molekular miteinander interagieren, sondern nur zu einer gewissen 

Entwicklungsphase kolokalisieren.[106] Solch eine Kolokalisation wurde auch für 

den aktiven Frizzled-Komplex mit Fmi beschrieben.[100] Bisher ist für Fmi 

allerdings kein molekularer Interaktionspartner gefunden worden[107], und 

auch die Kolokalisation kann je nach zellulärem Kontext entweder zu einer 

Aktivierung oder zu einer Inhibierung der Frizzled-Aktivität führen.[108] Beide 

Sachverhalte erschweren die eindeutige Zuweisung einer Funktion von Fmi im 
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Wnt/PCP-Signalweg, wobei Mutantenanalysen klar zeigen konnten, dass es sich 

bei Fmi um ein wichtiges Protein des Wnt/PCP-Netzwerkes handelt.[109-111] Als 

Ergebnis dieses negativen Rückkopplungsmechanismus ist nur an der proximalen 

Zellseite ein aktiver Komplex aus Frizzled-Rezeptoren mit polymerisiertem Dsh 

vorhanden, der auf der distalen Seite durch Vang/Stbm und Prickle unterdrückt 

wird (siehe Abb. 4). Auf diese Weise wird der anfängliche geringe 

Aktivitätsunterschied des Frizzled-Rezeptorkomplexes an den Zellpolen in ein 

fast binäres Aktiv-/Inaktiv-Signal übersetzt.  

Welche Liganden diesen Signalweg auslösen, ist Gegenstand intensiver 

Forschungen. Wnt-Proteine kommen nicht infrage, werden sie doch entweder 

nicht in den entsprechenden Geweben oder nicht zur richtigen Zeit 

exprimiert.[112] Die aktuelle Hypothese, wie die initiale Orientierung des 

Frizzled/Vang-Systems erreicht wird, geht von einer Wechselwirkung der zwei 

nicht-klassischen Cadherine Fat (Ft) und Dachsous (Ds) mit dem Frizzled-

Komplex aus.[113] Ob das Fat-System tatsächlich den Frizzled-Komplex entlang 

der proximalen/distalen Zellachse ausrichtet, ist nicht bewiesen und Gegenstand 

aktueller Forschung.[111,114] Die beiden Proteine Ft und Ds wirken als Ligand 

und gleichzeitig als Rezeptor für den jeweils anderen Partner. Auf diese Weise 

kann die Menge von Ft und Ds auf einer Zelle die Verteilung auf der benachbarten 

Zelle beeinflussen.[113] Es entsteht ein Zellverband, der die Anzahl an Ft- und Ds-

Rezeptoren auf der Nachbarzelle genau messen und diese Information auch von 

Zelle zu Zelle weitergeben kann. Für eine Orientierung zellulärer Strukturen wird 

aber zusätzlich ein Gradient benötigt. Dieser Gradient entsteht, indem ein Wnt-

Signal die Expression von Ds fördert.[115] Gleichzeitig inhibiert dieses Wnt-

Signal die Aktivität von Four-jointed (Fj), eines weiteren regulatorischen Proteins 

dieses Signalwegs.[115] Fj ist eine am Golgi Apparat assoziierte Kinase, welche 

die Cadherin-Domänen von Ds und Ft phosphorylieren kann.[116] Die 

Phosphorylierung von Ft verstärkt seine Fähigkeit, Ds zu binden, während sie bei 

Ds die Fähigkeit reduziert, Ft zu binden.[117] In Abbildung 6 sind diese 

möglicherweise getrennt arbeitenden Signalwege zusammengefasst.  

Es ist interessant zu erwähnen, dass Ft und Ds über den Hippo-Signalweg 

(genauer: die Proteine Merlin, Expanded, Hippo, Salvador, Mats, Warts und 

Yorkie) auch die Zellproliferation und Apoptose regulieren können.[113,118] 

Dadurch kann in Zukunft möglicherweise der Zusammenhang zwischen 



1. Einleitung 

 20 

Organgröße, vermittelt durch die Zellproliferation und Apoptoseinduktion, und 

Organfunktion, vermittelt durch die polarisierten Zellen, hergestellt werden. 

[113,118]  

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Wnt/PCP-Signalwegs. Im oberen 
Teil sind die Gradienten veranschaulicht, die auf die Zellen einwirken. Im unteren 
Teil sind drei schematische Zellen dargestellt. Es ist keine Verbindung zwischen 
dem Fat/Dachsous- und dem Frizzled-System eingezeichnet, da diese noch nicht 
eindeutig bewiesen ist. Das Protein Flamingo ist nicht mit einer Funktion 
assoziiert, was durch ein Fragezeichen dargestellt ist, da diese noch nicht 
ausreichend geklärt ist. Die Gradienten im oberen Teil der Abbildung wirken 
dadurch auf die drei schematisch dargestellten Zellen, so dass die Aktivität von 
Four-jointed ansteigt und das Expressionslevel von Dachsous abnimmt.  
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2. Zielsetzung der Arbeit 

 

Die Chemische Biologie nutzt das Methodenspektrum der Biologie und der 

Chemie, um Sachverhalte aufzuklären, die nur durch das Zusammenspiel beider 

Wissenschaften effektiv zu lösen sind. Zu Beginn der Arbeit waren in der 

Abteilung bereits erste Voraussetzungen geschaffen worden, um die interne 

Substanzbibliothek an zellulären Systemen zu testen. Mit diesen 

Vorraussetztungen sollten Lösungen für verschiedene biologische 

Fragestellungen entwickelt werden. Dafür sollte zunächst aus der 

Substanzdatenbank eine Auswahl von Verbindungen erfolgen. Die 

Auswahlkriterien hatten sich an den Erfordernissen zellulärer Testsysteme zu 

orientieren. Das Ziel war, die eigentliche Auswahl computergestützt 

durchzuführen, wobei eine Rücksprache mit erfahrenen Medizinalchemikern der 

Abteilung stattfinden sollte. Es war geplant, die auf diese Weise erstellte 

Substanzauswahl in verschiedenen zellulären Tests einzusetzen. 

Ein Ziel war die Identifizierung und Untersuchung neuer antibakterieller 

Substanzen. Diese Tests sollten sich möglichst nahe an klinischen Fragestellungen 

orientieren und eine standardisierte Methodik nutzen, um eine hohe 

Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit der aktuellen Antibiotikaforschung zu 

gewährleisten. Aktive Substanzen sollten in nachfolgenden Untersuchungen 

näher charakterisiert werden. 

Hauptsächlich sollten jedoch eukaryontische Zellkulturen für die zellbiologischen 

Untersuchungen herangezogen werden. Besonderes Interesse galt dem 

kanonischen Teil des Wnt-Signalwegs. Die Aufgabe bestand darin, ein Testsystem 

zu etablieren, welches geeignet war, in höherem Durchsatz die Substanzauswahl 

und gegebenenfalls andere interessante Substanzbibliotheken untersuchen zu 

können. Wiederum sollten interessante Verbindungen in weiterführenden 

Experimenten genauer charakterisiert werden, wobei sowohl die Inhibierung als 

auch die Aktivierung des Signalwegs von Interesse war. Bei diesen 

Untersuchungen sollte die Aufklärung des Wirkorts und des Mechanismus der 

aktiven Substanzen im Vordergrund stehen. Hierzu sollte ein breites 

Methodenspektrum aus den Gebieten der Biochemie, Zellbiologie und 

Chemischen Biologie eingesetzt werden. Zudem war eine enge Zusammenarbeit 
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mit Chemikern der Abteilung vorgesehen. Durch diese Kooperationen sollten - 

basierend auf vorangegangenen Ergebnissen – neue, aktivere Moleküle und 

Sonden für chemisch-biologische Untersuchungen entwickelt werden. 
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3. Material  

3.1 Laborgeräte 

 

Laborname Firmenname Hersteller 

1,5 ml Reaktionsgefäß-

Inkubator 

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, D 

Agarose-Gelkammer Sub Cell GT BioRad, Hercules, USA 

Autoklav Varioklav® 400 Thermo Scientific, 

Whaltham, USA 

CO2-Inkubatoren NUAIRE IR Autoflow und 

NUAIRE DHD Autoflow 

Integra Biosciences, 

Fernwald, D 

Eismaschine AF 80 Scotsman, Vernon Hills, 

USA 

FACS-Gerät BD LSR II; Software: BD 

FACS Diva V5.0.3. 

Becton Dicinson, 

Heidelberg, D 

Fluoreszenz-

spektrometer 

Luminescence 

Spectrometer 50B 

Perkin Elmer, Waltham, 

USA 

Geldokumentation GelLogic200 Imaging 

System; Software: Kodak 

Molecular Imaging 

Software V4.0.5 

Raytest, Straubenhardt, D 

Inkubator INE 400 Binder, Tuttlingen, D 

LI-COR-Scanner Odyssey Infrared 

Imaging Systen 

LI-COR Biosciences, Bad 

Homburg, D 

Magnetrührer IKAMAG RH 

 

Janke & Kunkel IKA 

Labortechnik, Staufen, D 

Mikroskope Labovert; Axiophot; 

Axiovert 200m und Leica 

DM IBRE 

Ernst Leitz, Wetzlar, D; 

Zeiss, Oberkochen, D und 

Leica, Wetzlar, D 

Netzgeräte Power Pack Pac1000; 

Power Pack Basic und 

Power Pack HV 

BioRad, Hercules, USA 
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PCR-Maschine Mastercycler epgradientS Eppendorf, Hamburg, D 

pH-Meter CG 840 Schott, Mainz, D 

Pipetten und 

Mehrkanalpipetten 

verschiedene Versionen Gilson; Limburg-Offheim, 

D; und Eppendorf, 

Hamburg, D 

Plattenphotometer Infinite200M und ELISA-

Photometer MR 5000 

Tecan, Crailsheim, D und 

Dynatech, Denkendorf, D 

Protein-Gelelektro-

phoresesystem 

MiniProtean 3 Gele BioRad, Hercules, USA 

Reinstwassersystem Milli-Q Advantage A-10 Millipore, Billerica, USA 

Schüttelinkubator Minitron Infors HT, Bottmingen, 

CH 

Sequenziergerät ABI  3130xl Genetic 

Analyzer; Software: 

Sequencing Analysis 5.2 

Applied Biosystems, 

Darmstadt, D 

Sterilbänke HERA Safe HS 12 und 

NUAIRE NUS437-500E 

NuncNalge, Rochester, 

USA; und Integra 

Biosciences, Fernwald, D 

Schüttler Stuart mini gyro-rocker 

SSM3 und Swip KL2 

Bibby Scientific Limited, 

Stone, GB und Edmund 

Bühler, Hechingen, D 

Transferkammer für 

Western Blot 

Trans-Blot SD BioRad, Hercules, USA 

Ultraschallbad Sonorex RK 100 H Bandelin, Möhrfelden-

Wall, D 

Ultraschallspitze Sonoplus HD 2070 Bandelin, Berlin, D 

UV/VIS-Spektrometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg, D 

Vakuumkonzentrator Concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg, D 

Vortex-Apparat Vortex Genie2 Carl Roth, Karlsruhe, D 

Waagen CP3202 S und MC 210 P Sartorius, Göttingen, D 

Wasserbad WB 7 Memmert, Schwabach, D 

Zentrifugen 

 

Minispin; Centrifuge 

5415R und 5810R 

Eppendorf, Hamburg, D 
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3.2 Verbrauchsmaterialien 

Es wurden in der Zellkultur Verbrauchsmaterialien der Firmen Becton Dickinson 

(Heidelberg, D), Sarstedt (Nümbrecht, D), Nalgene (Rochester, USA), Carl Roth 

(Karlsruhe, D), Menzel (Braunschweig, D) und Corning (New York, USA) 

verwendet. Weitere Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Eppendorf 

(Hamburg, D), Gilson (Limburg-Offenheim, D) und Pierce (Rockford, USA) 

bezogen. 

Außergewöhnliche Verbauchsmaterialien sind in den jeweiligen 

Methodenbeschreibungen vermerkt. 

 

3.3 Chemikalien und Reagenzien 

Sofern nicht anders in den jeweiligen Methodenbeschreibungen vermerkt, 

wurden Chemikalen der Firmen Sigma Aldrich (Steinheim, D), Serva (Heidelberg, 

D), Riedel-de-Haën (Seelze, D), Carl Roth (Karlsruhe, D), Fluka (Buchs, CH), Merck 

(Darmstadt, D) und Promega (Mannheim, D) verwendet. 

Für die Zellkultur wurden folgende Medien und Zusätze verwendet. 

Produktname Hersteller 

DMEM High Glucose (4,5 g/l) mit L-

Glutamin 

PAA, Pasching, A 

Geneticindisulfat (G418)-Lösung 50 

mg/ml 

Carl Roth, Karlsruhe, D 

McCoy’s 5A-Medium ohne L-Glutamin PAA, Pasching, A und GIBCO-

Invitrogen, Karlsruhe, D 

MEM nicht-essenzielle Aminosäuren 

100x 

Sigma Alrich, Steinheim, D 

L-Glutamin-Lösung (2 M) Sigma Alrich, Steinheim, D 

Penicillin (10.000 U/ml)-Streptomycin 

(10 mg/ml) Lösung in 0,9% NaCl 

Sigma Alrich, Steinheim, D 

RPMI 1640 mit stabilisiertem Glutamin PAA, Pasching, A 

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

Trypsin-EDTA (1x) PAA, Pasching, A; und GIBCO-

Invitrogen, Karlsruhe, D 
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3.4 Puffer und Lösungen 

 

Puffer Zusammensetzung 

5x SDS-PAGE-Ladepuffer 0,3125 M Tris-HCl (pH=6,8) 

10% SDS 

50% Glycerin 

25% ß-Mercaptoethanol 

0,3 g Bromphenolblau 

10x SDS-PAGE-Laufpuffer 250 mM Tris-HCl (pH=8,3) 

1,92 M Glycin 

0,1% SDS 

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

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

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

50 ml Ethanol (95%) lösen 

100 ml Phosphorsäure (85%) zufügen 

und auf 1 l mit H2O auffüllen und filtrieren 

Coelestin Blau-Färbelösung 100 ml 5% Eisenammoniumalaun in Wasser 

0,5 g Coelestin Blau 

3 Min auf 95 °C erhitzen, 

abkühlen und filtrieren  

14 ml Glycin zugeben 

Coomassie-Färbelösung 0,1% Coomassie Brilliant Blau 

50% Methanol 

10% Essigsäure 

DNA-Probenpuffer 10 mM Tris-HCl (pH=7,2) 

30% Glycin 

25 mM EDTA 

1 Spatelspitze Orange G 

Entfärberlösung 5% Methanol 

10% Essigsäure 

Fixierpuffer 100 mM K-Pipes (pH=6,8) 

10 mM EGTA 
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1 mM MgCl2 

0,1% Tween20 

3,7% Formaldehyd 

K-HEPES-Puffer 50 mM HEPES (pH=8,0) 

den pH-Wert durch Zugabe von KOH 

einstellen 

Kern-Extraktionspuffer 50 mM ß-Glycerolphosphat (pH=7,3) 

420 mM NaCl 

1,5 mM MgCl2 

0,2 mM EDTA 

1 mM DTT 

25% Glycerol 

Kolloidale Coomassie-

Färbelösung 

Lösung A: 

2% (v/v) H2PO4 

10% (w/v) (NH4)2SO4 

 

Lösung B: 

5% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250 

 

Fertige Färbelösung: 

1 Teil Lösung B 

40 Teile Lösung A 

10 Teile Methanol 

Luziferase-Lysis-Puffer 25 mM Tris-HCl (pH=7,5) 

150 mM NaCl 

5 mM MgCl2 

1% NP-40 

1 mM DTT 

5% Glycerol 

Luziferase-Reagenz 0,5 mM CoenzymA 

Tris zum Einstellen des pH (pH=7,8) 

0,5 mM EDTA 

0,5 mM ATP 
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10 mM MgCl2 

40 mM Tricin 

0,5 mM Luciferin 

10 mM DTT 

PBS 50 mM Na2HPO4 (pH=7,4) 

150 mM NaCl 

Pulldown-Lysispuffer: 50mM PIPES (pH=7,4) 

50mM NaCl 

5mM MgCl2 

5mM EGTA  

0,1% NP40 

0,1% Triton X-100 

0,1% Tween20 

Ripa-Puffer 50 mM Tris-HCl (pH=7,4) 

150 mM NaCl 

1 mM EDTA 

0,25% Natrium-Desoxycholat 

1% NP-40 

1 mM PMSF 

1 µg/ml Aprotinin 

1 µg/ml Leupeptin 

1 µg/ml Pepstatin 

1 mM Na3VO4 

1 mM NaF 

Stripping-Puffer 7 M Guanininium Hydrochlorid (pH=10,8) 

50 mM Glyzin  

0,05 mM EDTA 

0,1 mM KCl 

20 mM Mercaptoethanol (frisch zugeben) 

TAE 40 mM Tris (pH=8,5) 

1 mM EDTA  

20 mM Essigsäure 

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

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

150 mM NaCl 

1% Tween20 

TE 10 mM Tris-HCl (pH=7,4) 

50 mM EDTA 

TES 10 mM Tris-HCl (pH=8,0) 

10 mM EDTA 

2% (w/v) SDS 

TFB1 30 mM Kaliumacetat (pH=5,0) 

100 mM RbCl 

50 mM MnCl2 

10 mM CaCl2 

15% (v/v) Glycerol 

TFB2 10 mM MOPS (pH=8,0) 

10 mM RbCl 

75 mM CaCl2 

15% (v/v) Glycerol 

Transferpuffer 48 mM Tris-HCl (pH=9,2) 

39 mM Glycin 

1,3 mM SDS 

20% Methanol 

Zell-Waschpuffer 50 mM ß-Glycerolphosphat (pH=7,3) 

1,5 mM EGTA 

1 mM EDTA 

1 mM DTT 

0,1 mM Na3VO4 

50 µg/ml PMSF 

10 µg/ml Aprotinin 

10 µg/ml Leupeptin 

Zytoplasma-Extraktionspuffer 40 mM HEPES (pH=7,3) 

0,1% NP-40 

5 mM EDTA 
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5 mM MgCl2 

1 mM DTT 

1 mM Benzamidine 

1 mM Na3VO4 

50 µg/ml PMSF 

10 µg/ml Aprotinin 

10 µg/ml Leupeptin 

 

3.5 Nährmedien 

3.5.1 Nährmedien für die Zellkultur 

Zelllinien Zusammensetzung 

HEK293; HeLa; BSC-1; MCF7; L-Zellen, 

C57MG 

10% FCS  

1x nicht-essenzielle Aminosäuren 

1x Natriumpyruvat 

50 U/ml bzw. 50 µg/ml Penicillin-

Streptomycin-Lösung  

in DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 

Glutamin (5% CO2) 

Wnt-Reportergen-Zelllinie; Wnt3a-

Zellen 

10% FCS  

1x nicht-essenzielle Aminosäuren 

1x Natriumpyruvat 

50 U/ml bzw. 50 µg/ml Penicillin-

Streptomycin-Lösung  

250 µg/ml G418 

in DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 

Glutamin (5% CO2) 

HepG2, SW480 10% FCS  

50 U/ml bzw. 50 µg/ml Penicillin-

Streptomycin-Lösung  

in RMPI 1640 (5% CO2) 

HCT116 10% FCS  

2 mM Glutamin 
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in Mc’Coys 5A-Medium (5% CO2) 

 

3.5.2 Nährmedien für die Bakterienkultur 

Nährmedium Zusammensetzung 

LB-Medium 10 g NaCl 

5 g Hefeextrakt 

10 g Bacto-Trypton-Extrakt 

auf 1 l mit H2O auffüllen (pH=7,4), 

nach Bedarf 100 µg/ml Ampicillin 

(für Agar-Platten 10 g Bacto-Agar  

und 50 µg/ml Ampicillin) 

Müller Hinton-Boullion 2 g Rindfleischinfusion 

17,5 g Caseinhydrolysat 

1,5 g Stärke 

auf 1 l mit H2O auffüllen (pH=7,4) 

(Die Boullion wurde als Pulver von der 

Firma Carl Roth, Karlsruhe, D bezogen; 

Bestellnr.:X927.1) 

 

3.6 Biologisches Material  

3.6.1 Eukaryontische Zelllinien 

Name Bestellnummer Ursprung 

HEK293 ATCC CRL-1573 und 

DSMZ ACC 305  

humane embryonale Niere 

SW480 DSMZ ACC 313  erzeugt aus einem humanen 

Dickdarmkrebs (Grad 4) 

HCT116 ATCC CCL-247 und DSMZ 

ACC 581  

erzeugt aus einem humanen 

Dickdarmkrebs 

Reportergen 

Zelllinie 

erhalten von Park et. 

al.[119] 

basierend auf HEK293  

HepG2 ATCC HB-8065  erzeugt aus einem humanen 
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Leberkarzinom 

HeLa ATCC CCL-2 und DSMZ 

ACC57  

humane Epithelzellen 

(Gebärmutterschleimhaut) 

BSC-1 ATCC CCL-26  epitheliale Nierenzellen aus 

Cercopithecus aethiops (Grüne 

Meerkatze) 

MCF7 ATCC HTB-22  erzeugt aus einem humanen 

Brustkrebs 

C57MG erhalten von J. Kitajewski, 

Department of Pathology, 

Columbia University, New 

York 

Brustdrüsenepithel der Maus 

Wnt3a-Zellen ATCC CRL-2647  L-M(TK)-Zellen (ATCC CCL-1.3), 

die Wnt3a produzieren 

L-Zellen ATCC CRL-2648  L-M(TK)-Zellen (ATCC CCL-1.3), 

die als Kontrolle mit Leervektor 

transfiziert wurden 

 

3.6.2 Bakterienstämme 

3.6.2.1 Für Klonierungen genutzte Stämme 

Escherichia coli TG1 

Genotyp: K12 (lac-pro), thi-1, supE, hsdD5, [F’traD36, proAB+, lacIQ, lacZΔM15] 

 

3.6.2.2 Für antibiotische Untersuchungen genutzte Stämme 

Bakterienstamm Nummer in der Stammsammlung 

Escherichia coli DSMZ 1103 

Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 29213 und DSMZ 2569 

Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC und 25923 DSM 1104 

Pseudomonas aeruginosa DSMZ 1117 

Acinetobacter baumannii DSMZ 30008 
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3.7 Enzyme und Kit-Systeme 

Produktname Hersteller 

Qiagen Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden, D 

Qiagen Plasmin Maxi Kit Qiagen, Hilden, D 

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden, D 

BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit 

Perkin Elmer, Überlingen, D; Bestellnr. 

4337457 

ATP Determination Kit Invitrogen, Karlsruhe, D 

3.8 Protein- und DNA-Standards 

3.8.1 Proteinstandards 

Produktname Hersteller 

Precision Plus Protein Dual Color BioRad, Hercules, USA 

Precision Plus Protein Kaleidoscope BioRad, Hercules, USA 

 

3.8.2 DNA-Standards 

Produktname Hersteller 

Gene Ruler 1 kB Fermentas, St. Leon-Rot, D 

 

3.9 Oligonukleotide 

CysGFP_rev  

5’ TTGAATTCTCAGCACTTGTACAGCTCGTCC 

TevGFP_forw 

5’ AAGAGCTCCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGTGAGCAAGGGCGAGG 

NusTag Primer (Novagen Standard Primer, forward) 

5’ AAAAGCCGGAGCACTGATTATG 
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3.10 Antikörper 

3.10.1 Erstantikörper 

Antigen Art des 

Antikörpers 

Ursprungs-

organismus 

Hersteller Verdünnung 

humanes  

ß-Catenin 

polyklonal Kaninchen Santa Cruz sc-

7199 

WB 1:1000 

humanes  

ß-Catenin 

monoklonal Maus BD 

Transduction 

Laboratories 

610153 

WB 1:5000 

IF 1:500 

humanes 

Vinculin 

monoklonal Maus Chemicon 

International 

MAB1674 

IF 1:250 

humanes 

Vinculin 

monoklonal Maus Santa Cruz sc-

59803 

IF 1:250 

humane 

Cdc2 

monoklonal Maus Santa Cruz sc-

54 

WB 1:1000 

Maus-

Cytokeratin- 

Endo-A 

monoklonal Ratte Developmental 

studies 

hybridoma 

bank TROMA-I 

IF 1:25 

humanes 

20S-

Proteasome- 

Core- 

Subunits 

polyklonal Kaninchen Calbiochem 

ST1053 

IF 1:500 

Pes1 polyklonal Maus Abnova  

H00023481-

B02 

WB 1:100 

humanes 

Vang1 

polyklonal Maus Abcam ab69227 WB 1:100 

α-Tubulin  Kaninchen Santa Cruz sc- WB 1:3000 
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7979-R 

 

3.10.2 Markierte Zweitantikörper und Naturstoffe 

Antigen/Naturstoff Ursprungs-

organismus 

Markierung Hersteller Verdünnung 

Thiostrepton  FITC synthetisiert 

durch S. 

Schoof 

IF 10 µM 

Maus Ziege HRPO Thermo 

Scientific 

WB 

1:15.000 

Streptavidin  Cy3 Invitrogen 

43-8315 

IF 6 µg/ml 

Kaninchen Ziege HRPO Thermo 

Scientific 

31460 

WB 

1:15.000 

α-Tubulin  FITC Sigma Aldrich 

F2168 

IF 1:500 

Phalloidin  TRITC Sigma Aldrich 

P1951 

IF 1:1000 

(Lsg. 

1mg/ml) 

DAPI   Sigma Aldrich 

32670 

IF 1:1000 

(Lsg. 

1mg/ml) 

Propidium Iodid   Sigma Aldrich 

81845 

50 µg/ml 

Kaninchen Ziege Alexa 555 Invitrogen 

A21429 

IF 1:500 

(Proteasom- 

Färbung) 

MitoTracker Red 

CMXRos 

  Invitrogen 

M7512 

IF 150nM 

(für 30 min 

vor der 

Färbung) 
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4. Methoden 

4.1 Molekularbiologische Methoden 

 

4.1.1 Isolierung von Nukleinsäuren aus Bakterien 

Bei der DNA-Isolierung muss zwischen der Aufreinigung von Plasmiden und der 

von genomischer DNA unterschieden werden. Die Reinigung von Plasmiden 

erfolgte mit Kitsystemen von Qiagen. Falls kleine Mengen Plasmid-DNA benötigt 

wurden, wurde das „Mini Plasmid Isolation Kit“ benutzt; für große Mengen das 

„Maxi Plasmid Isolation Kit“. Beide Kitsysteme wurden genau nach Angaben des 

Herstellers benutzt. 

Genomische DNA wurde nach einem Protokoll von C. K. C. Syn und S. Swarup 

isoliert.[120] Dafür wurden 50 ml einer Bakterienkultur mit einer optischen 

Dichte bei 600 nm von 1,2 bis 1,6 genutzt. Die Bakterien wurden pelletiert und 

zwei mal mit 20 ml einer 1% Kochsalzlösungen gewaschen um extrazelluläre 

polymere Stoffe (EPS) zu entfernen. Das Bakterienpellet wurde in 15 ml TES-

Puffer resuspendiert und für 15 min bei 75 °C erhitzt. Die Lösung wurde auf 

Raumtemperatur gebracht und zweimal mit einer Phenol-Chloroform-Mischung 

extrahiert. Dazu wurden 15 ml einer Lösung aus drei Volumenteilen Phenol und 

einem Volumenteil Chloroform hinzu gegeben und die Lösung wurde gründlich 

invertiert. Es bilden sich zwei Phasen aus, wobei die Nukleinsäuren in der 

wässrigen Phase verbleiben und die Proteine sich in der Interphase anordnen. Die 

wässrige Phase wird noch einmal mit Phenol-Chloroform extrahiert; durch das 

Wiederholen dieser Extraktion lassen sich die Nukleinsären effizient von den 

bakteriellen Proteinen abtrennen. Die wässrige Phase wurde mit 15 ml 

Chloroform versetzt invertiert und 5 min bei 15.000 g und Raumtemperatur 

zentrifugiert. Die organische Phase wurde verworfen. Auf diese Weise wurde die 

wässrige Phase von Phenolresten gereinigt und anschließend mit 1,5 ml 3 M 

Natriumacetat und 15 ml Isopropanol versetzt. Durch Inversion und 

Zentrifugation bei 4 °C und 15.000 g für 15 min wurden die Nukleinsäuren gefällt. 

Das erhaltene DNA-Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen und erneut bei 4 °C 

und 15.000 g für 15 min zentrifugiert. Durch erneute Zugabe von 70% Ethanol 
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wurde das Pellet vom Boden des Reaktionsgefäßes gelöst, in ein neues 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt und bei 4 °C und 15.000 g für 10 min zentrifugiert. Der 

Überstand wurde vollständig entfernt und das Pellet wurde in TE-Puffer mit 2 

µg/ml RNAse (Fermentas, St. Leon-Rot, D) resuspendiert. 

 

4.1.2 DNA-Konzentrationsbestimmung 

Zur Bestimmung der Konzentration einer DNA-Lösung wurde eine geeignete 

Verdünnung in TE-Puffer hergestellt. Diese Verdünnung wurde in einem 

Eppendorf-BioPhotometer vermessen, wobei reiner TE-Puffer als Referenz 

genutzt wurde. Die erhaltenen Konzentrationswerte wurden anschließend mit 

dem Verdünnungsfaktor multipliziert. 

 

4.1.3 Erzeugung bakterieller Kryokulturen 

Es wurden für jeden bakteriellen Stamm oder Klon zwei verschiedene Arten der 

Kryokonservierung angewendet. Dazu wurden einer Übernachtkultur 500 µl 

entnommen und in zwei Kryogefäße pipettiert. Zu dem einen Gefäß wurden 500 

µl einer sterilen 7% DMSO-Lösung und zu dem anderen 500 µl einer sterilen 80% 

Glycerollösung gegeben. Beide Gefäße wurden invertiert und bei -80 °C 

eingefroren und gelagert. Durch die Arbeit mit sehr verschiedenen 

Bakterienstämmen wurden verschiedene Anforderungen an das Kryomedium 

gestellt. Die Möglichkeit, immer zwei Methoden parallel zu nutzen, erhöhte die 

Wahrscheinlichkeit, eine stabile Kryokultur zu erzeugen. 

 

4.1.4 Polymerasekettenreaktion 

Polymerasekettenreaktionen (PCR) wurden in einem Thermocycler der Firma 

Eppendorf durchgeführt. Bei einem Gesamtvolumen von 50 µl wurden 200 µM 

Desoxynukleotide, je 5 µM der genspezifischen Primer, 5 µl 10-fach-Puffer, 150 ng 

DNA und 1,25 U Pfu-Polymerase eingesetzt. Im Falle einer Kolonie-PCR wurden 

nicht 150 ng DNA verwendet, sondern es wurde eine Bakterienkolonie in 5 µl 

destilliertem Wasser resuspendiert und anschließend für 10 min bei 95 °C 

inkubiert; alle anderen Reagenzien wurden in den beschriebenen 
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Konzentrationen eingesetzt. Ein typisches PCR-Programm sah folgendermaßen 

aus: 

 1. Denaturierung bei 95 °C für 3 min 

 2. Denaturierung bei 95 °C für 1 min 

 3. Anlagern der Primer bei einer geeigneten Temperatur (Standard 58 °C) 

     für 30 s 

 4. DNA-Synthese bei 72 °C für 1,5 min pro 1 kb 

 5. Finaler Synthesezyklus bei 72 °C für 2 min 

Die Schritte zwei bis vier wurden wiederholt, um genügend PCR-Produkt zu 

synthetisieren. Im Falle einer analytischen PCR wurden 35 Zyklen durchgeführt 

im Gegensatz zu 25 Zyklen bei anschließender Restriktionsspaltung. Der 

Reaktionspuffer und die Polymerasen wurden von Fermentas bezogen. 

Polymerasekettenreaktionen wurden mit dem Qiagen PCR Purification Kit 

gereinigt.  

 

4.1.5 DNA-Gelelektrophorese 

Da DNA-Fragmente nach dem Logarithmus ihres Molekulargewichts getrennt 

werden, wurden je nach Größe Agarose-Gele mit 0,6% bis 2% (w/v) Agarose 

genutzt. Als Puffersystem wurde TAE-Puffer verwendet. Die Proben wurden mit 

Probenpuffer versetzt, bei 8 bis 14 V/cm aufgetrennt und nach einer 

zehnminütigen Färbung in einem Färbebad mit 250 µM Ethidiumbromid mittels 

eines Transilluminators und entsprechender Software dokumentiert. 

 

4.1.6 Restriktionsspaltung 

Restriktionsspaltungen wurden mit Enzymen und Puffern der Firma New 

England Biolabs durchgeführt. Restriktionsspaltungen wurden in 20 µl 

Gesamtvolumen mit 2 µl DNA, was mindestens 200 ng entsprach, und 5 U Enzym 

in dem entsprechenden Puffersystem mit gegebenenfalls 200 µg/ml BSA 

durchgeführt. Für Restriktionsspaltungen mit mehreren Enzymen wurden von 

jedem Enzym 5 U eingesetzt und das für alle bestmögliche Puffersystem gewählt. 

Restriktionsspaltungen wurden immer zwei Stunden bei 37 °C inkubiert und 

anschließend mittels Qiagen PCR Purification Kit gereinigt. Falls die Fragmente 
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auf diese Art nicht zu trennen waren, wurden sie in einem Gel aufgetrennt 

aufgereinigt und durch das Qiagen Gel Extration Kit aufgereinigt. 

 

4.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten 

Für Ligationen wurden 100 ng des Vektors eingesetzt. Es wurden immer drei 

parallele Ansätze durchgeführt. Der erste Ansatz beinhaltete nur das zu ligierende 

Plasmid und diente als Kontrolle der Effizienz der vorangegangenen 

Restriktionsspaltung. Die anderen beiden Ansätze enthielten einen dreifachen 

und einen sechsfachen Überschuss des DNA-Fragments, welches eingesetzt 

werden sollte. Bei den Ligationen diente die Stoffmenge als Grundlage der 

Berechnungen. Das Gesamtvolumen der Ligationen betrug 20 µl; die eingesetzten 

Enzyme wurden von der Firma Fermentas bezogen. 

 

4.1.8 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellen waren chemisch kompetent. Die 

Methode ist entnommen aus Sambrook et al..[121] Über Nacht wurde eine 

Einzelkolonie des gewünschten Bakterienstammes bei 37 °C und 150 rpm 

angezogen. Diese Kultur diente als Ausgangsmaterial für eine 100 ml Kultur, die 

bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm von 0,3 bis 0,5 wuchs. Die Bakterien 

wurden bei 4.000 g und 4 °C in 5 min sedimentiert und das Pellet wurde in 30 ml 

eiskaltem (4 °C) TFB1-Puffer resuspendiert und für 90 min bei 4 °C inkubiert. Die 

Zellen wurden nun bei 4.000 g und 4 °C in 5 min sedimentiert und das Pellet 

wurde diesmal in 4 ml eiskaltem TFB2-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden in 

Aliquots von 300 µl in flüssigem Stickstoff schockgefroren und waren bei -80 °C 

mehrere Monate haltbar. Es war für die Transformationseffizienz von besonderer 

Bedeutung die Zellen während des gesamten Vorgangs immer bei 4 °C zu halten. 

 

4.1.9 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen 

Für jeden erzeugten Vektor wurde ein Aliquot der chemisch kompetenten E. coli-

Zellen aufgetaut. Pro Transformation wurden 100 µl der Zellen benötigt, deshalb 

konnten immer drei parallele Experimente durchgeführt werden. Eines der 
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Experimente enthielt die Ligation mit dem dreimolaren Überschuss an Insert, 

eines den sechsmolaren Überschuss und das dritte Experiment enthielt nur den 

ligierten leeren Vektor als Kontrolle. Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und 

zu je 100 µl in bereitgestellte kalte 1,5 ml Reaktiongefäße überführt. Es wurde 1 

µl des Ligationsansatzes zugegeben und die Zellen wurden für genau 60 s bei 42 

°C inkubiert. Anschließend kamen sie für 120 s auf Eis und wurden danach in 900 

µl 37 °C warmen LB-Medium aufgenommen und 1h bei 37 °C und 400 rpm 

inkubiert. Auf eine bereitgestellte Platte aus LB-Agar mit den entsprechenden 

Antibiotika wurden 100 µl der Bakteriensuspensien ausplattiert. Die 

verbliebenen 900 µl wurden zentrifugiert, in einem geringeren Volumen 

aufgenommen und ebenfalls ausplattiert. Die Bakterien wurden über Nacht im 

Brutschrank bei 37 °C mit dem Boden nach oben inkubiert. Die Auswertung 

erfolgte direkt im Anschluss an die Inkubation. 

 

4.1.10 Sequenzierung von DNA-Fragmenten 

Die Sequenzierungen wurde in einer zentralen Einrichtung am Max-Planck-

Institut durchgeführt. Dazu wurden die Sequenzierungs-PCRs und die Fällungen 

selbstständig durchgeführt. Die Analyse und das Erstellen des Chromatogramms 

wurden in der zentralen Einrichtung übernommen. Für die PCR wurden in einem 

Gesamtvolumen von 20 µl 3,2 pmol Primer, 200 ng DNA und 8 µl „BigDye 

Terminator Mix“ vorgelegt. Das PCR-Programm für Sequenzierungen beinhaltete 

die folgenden Schritte: 

 1. Denaturierung bei 95 °C für 3 min 

 2. Denaturierung bei 95 °C für 1 min 

 3. Anlagern der Primer bei 58 °C für 30 s 

 4. DNA-Synthese bei 72 °C für 1,5 min pro 1 kb 

 5. Finaler Synthesezyklus bei 72 °C für 2 min 

Die Schritte zwei bis vier wurden 30-mal wiederholt, um genügend PCR-Produkt 

zu synthetisieren. 

Im Anschluss an die PCR wurde die neusynthetisierte DNA gefällt. Durch die 

Fällung wurden freie fluoreszenzmarkierte Nukleotide, die die Analyse der PCR 

stören würden, entfernt. Die PCR-Lösung wurde dazu in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt und mit 2 µl einer 125 mM EDTA-Lösung, 2 µl einer 3 M 
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Natriumacetatlösung und 50 µl  Ethanol versetzt. Nach einer Inkubation bei 

Raumtemperatur für 15 min wurde die Lösung für 10 min bei 15.000 g und 4 °C 

zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand entfernt, das Pellet 

getrocknet und zur Sequenzierung gegeben. 

 

4.1.11 Bestimmung des intrazellulären pH-Werts von Bakterienzellen 

Die Messung beruht auf den Fluoreszenzeigenschaften des Carboxy-Fluoreszein-

Diacetat-Succimidylesters (cFDASE) und wurde aus P. Breeuwer et al. 

adaptiert.[122] Dieser Farbstoff diffundiert ungehindert in Zellen und dient dort 

als Substrat intrazellulärer Esterasen, wodurch zwei Essigsäureester am Farbstoff 

abgespalten werden. Bei physiologischem pH-Wert ist er dadurch negativ geladen 

und die Diffusion aus der Zelle ist deutlich reduziert. Die Succimidylestergruppe 

des Fluoreszeins kann gleichzeitig das gebundene Fluoreszein durch Umesterung 

an ein freies Amin übertragen. Auf diese Art werden intrazelluläre Proteine stabil 

mit Fluoreszein markiert. Durch die Veränderung der Fluoreszenzeigenschaften 

einer pH-Wert-sensitiven Wellenlänge relativ zu einer nicht veränderlichen ließ 

sich nach einer Eichung der intrazelluläre pH-Wert einer Bakterienzelle 

bestimmen.  

Dazu wurde eine Übernachtkultur angelegt, zentrifugiert und in dem 5-fachen 

Volumen an frischem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden noch einmal für 

rund drei Stunden bei 37 °C und 150 rpm bis zum Erreichen einer optischen 

Dichte bei 600 nm von 0,6 inkubiert. Für jeden Messpunkt wurden 2 ml der 

Suspension bei Raumtemperatur und 4.000 g für 3 min zentrifugiert und der 

Überstand wurde entfernt. Die Zugabe des gleichen Volumens K-HEPES-Puffer 

wie der Überstand diente dem Waschen der Bakterien. Die Bakterien wurden bei 

Raumtemperatur und 4.000 g für 3 min zentrifugiert, der Überstand wurde 

entfernt und das Pellet wurde in einem halben Volumen K-HEPES-Puffer, dem 

1 µM cFDASE zugesetzt war, resuspendiert und für 10 min bei 30 °C inkubiert. 

Anschließend wurde das Pellet mit 50 mM K-Phosphat-Puffer (pH=7,0) 

gewaschen und nach Zugabe von Glukose in einer Endkonzentration von 10 mM 

für 30 min bei 30 °C inkubiert. Zweimaliges Waschen mit 50 mM K-Phosphat-

Puffer (pH=7,0) entfernte nicht an Proteine gebundenes Fluoreszein, das durch 

die Zugabe der Glukose aktiv sekretiert wurde. Die Zellen waren nun stabil mit 
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Fluoreszein markiert. Gemessen wurde die Veränderung der Fluoreszenz der pH-

sensitiven Wellenlänge von 490 nm im Verhältnis zur nicht sensitiven 

Wellenlänge von 440 nm. Die Erstellung der Eichgerade erfolgte durch Lyse der 

Bakterienzellen in 50 mM K-Phosphat-Puffer verschiedener pH-Werte (Abb. 7). 

 

Abbildung 7: Verhältnis der Wellenlängen in Abhängigkeit des pH-Werts. 
Dargestellt ist das Intensitätsverhältnis der Emission bei 440 nm im Verhältnis zu 
490 nm. 
 

 

4.1.12 Antibakterielle Assays 

Die antibakterielle Aktivität wurde mithilfe der Mikrodilutionsmethode nach der 

DIN 58940 bestimmt. Ein Müller/Hinton-Medium mit 2% Natriumchlorid wurde 

hierzu mit fünf unabhängigen Kolonien der zu testenden Bakterien beimpft. Die 

Bakterien wurden nach Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase auf 

1x106 bis 5x106 koloniebildende Einheiten pro ml verdünnt und für die Testung 

verwendet (DIN 58940-81). Welche optische Dichte dieser Bakterien-

konzentration entsprach, musste für jeden Bakterienstamm individuell bestimmt 

werden. Die Testung wurde in 96-Loch-Platten mit zwei Antibiotika (Tetracyclin 

1 mg/l; Ampicillin 0,26 mg/l) als Kontrollen durchgeführt. Die 

Inhibitorkonzentrationen wurden so gewählt, dass die geringste getestete 

Konzentration wenigstens zwei Verdünnungsstufen über der minimalen 

inhibitorischen Konzentration lag. Die Bakterien wurden 24 Stunden mit System-

Duetz-Abdeckungen (System Duetz, Niederlande) bei 37 °C mit 180 
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Umdrehungen pro Minute in einem linearen Schüttler kultiviert. Das Wachstum 

der Bakterien wurde anschließend über die optische Streuung bei 543 nm, 575 

nm oder 600 nm bestimmt. Als Kontrolle diente das Wachstum der Bakterien 

ohne Inhibitoren. 

 

4.1.13 Bestimmung der Zellwandintegrität einer Bakterienzelle 

Diese Methode wurde verwendet, um die Zellwandintegrität einer Bakterienzelle 

zu bestimmen. Dazu wurde der nicht-membrangängige Fluoreszenzfarbstoff 

Propidiumiodid verwendet, der nur bei Lyse der Zelle mit der DNA in 

Wechselwirkung treten konnte. Durch Anregung bei 535 nm und Messung bei 

617 nm wurde dies fotometrisch erfasst. 

Dazu wurde aus einer Vorkultur eine neue Kultur angeimpft und bis zu einer 

optischen Dichte von 0,8 bei 600 nm wachsen gelassen. Diese Kultur wurde bei 

4.000  g und 3 min zentrifugiert und anschließend einmal mit PBS gewaschen. Die 

Bakterien wurden in einem Viertel des ursprünglichen Volumens mit PBS 

resuspendiert und in der Messung eingesetzt. Durch Zugabe von Propidiumiodid 

in einer Endkonzentration von 40 mg/l wurde die Messung gestartet; nach 

Erreichen einer gleichmäßigen Kinetik wurde die Substanz zugegeben.  

 

4.2 Zellbiologische Methoden 

 

4.2.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen 

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80% passagiert. Dazu wurde einmal 

mit PBS gewaschen und anschließend 1,5 ml Trysin/EDTA-Lösung für 3 bis 5 min 

bei 37 °C zugegeben. Die Zellen wurden gegebenfalls durch mechanische Stöße 

weiter vereinzelt und in vorgewärmtem Kulturmedium resuspendiert. Es wurden 

10% der Gesamtzellen, das entsprach 50.000 bis 1.000.000 Zellen, in eine neue 75 

cm2 Kulturflasche mit 10 ml neuem Medium überführt.  
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4.2.2 Bestimmung der Zellzahl 

Die Zellen wurden mithilfe einer Neubauer Zählkammer (Carl Roth, Karlsruhe, D) 

gezählt. Dafür wurde das Deckglas fest auf die Zählkammer gedrückt, Newtonsche 

Ringe zeigten den richtigen Sitz des Deckgläschens an, und die Zellsuspension 

wurde in den entstandenen Hohlraum gegeben. Unter dem Mikroskop konnten 

die Zellen in den 16 Kleinquadraten der vier Großquadrate gezählt und 

anschließend durch vier gemittelt werden. Die erhaltene Zahl mit 10.000 

multipliziert entsprach den Zellen pro Milliliter. 

 

4.2.3 Kryokonservierung eukaryontischer Zellen 

Eukaryontische Zellen wurden in ihrem idealen Wachstumsmedium ohne 

Antibiotikum, aber zusätzlich mit 10% FCS und 10% DMSO eingefroren. Dazu 

wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, mit 1,5 ml Trysin/EDTA-Lösung für 

3 bis 5 min bei 37 °C abgelöst und in 10 ml neuem Medium resuspendiert. Mit 

einer Neubauer Zählkammer wurden die Zellen gezählt und anschließend bei 

Raumtemperatur für 3 min bei 2.000 g pelletiert. Die Menge des Kryomediums 

wurde so gewählt, dass die Zellzahl zwischen 2x106 und 4x106 Zellen pro ml lag. 

500 µl dieser Suspension wurden in ein Kryoröhrchen gegeben und durch einen 

„Cryo 1 °C Freezing Container“ (Nalgene) bei -80 °C eingefroren. Dieser Container 

garantiert einen gleichmäßigen Temperaturabfall von 1 °C pro Minute und ist 

dadurch besonders schonend für die Zellen. Nach 24 Stunden wurden die Zellen 

für eine dauerhafte Lagerung in flüssigen Stickstoff überführt.  

 

4.2.4 Auftauen eukaryontischer Zellen 

Eukaryontische Zellen wurden aufgetaut, indem sie in einem 37 °C Wasserbad 

erwärmt und in eine 75 cm2 Zellkulturflasche mit 10 ml vorgewärmten Medium 

überführt wurden. Am nächsten Tag wurde das Medium erneuert, um das DSMO 

des Kryomediums restlos zu entfernen. 
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4.2.5 Bestimmung der Zytotoxizität einer chemischen Verbindung. 

Die Zytotxizität einer Substanz wurde durch den WST-Assay bestimmt. Der für 

diesen Test benötigte Formazanfarbstoff wurde als gebrauchsfertige Lösung von 

der Firma Roche bezogen. Der Test wurde, wie in Tabelle 1 gezeigt, für 

verschiedene Zwecke mit unterschiedlichen Zellzahlen zu Beginn der 

Untersuchung durchgeführt. Falls die Inkubationsdauer nicht gesondert 

angegeben wurde, wurde die Toxizität der Substanz nach 24 Stunden bestimmt. 
 

Tabelle 1: Bedingungen für die Messung von Zytotoxizitätswerten bei 
unterschiedlichen Fragestellungen. Variationen fanden ausschließlich in der 
Anzahl der eingesetzten Zellen und bei der Inkubationsdauer statt. 
Zelllinie Zweck des Tests Dauer der 

Inkubation 

Anzahl der einge-

setzten Zellen pro 

Vertiefung 

Verschiedene allg. Untersuchung zur Toxizität 

verschiedener Substanzen in 

verschiedenen Zelllinien 

24 Stunden 20.000 

Verschiedene allg. Untersuchung zur Toxizität 

verschiedener Substanzen in 

verschiedenen Zelllinien 

48 Stunden 10.000 

Verschiedene allg. Untersuchung zur Toxizität 

verschiedener Substanzen in 

verschiedenen Zelllinien 

72 Stunden 4.000 

HEK293 Kontrolle der Wnt3a- 

abhängigen Luziferase- 

Messungen 

12 Stunden 20.000 

MCF7 und 

HT29 

Untersuchung von 

Thiostrepton-Analoga 

72 Stunden 4.000 

MCF7 und 

HT29 

Untersuchung von 

Jasplakinolid- und Chondramid- 

Analoga 

72 Stunden 4.000 

Für den Test wurden 100 µl einer Zellsuspension mit der entsprechenden Zellzahl 

in jede Vertiefung  einer 96-Loch-Platte vorgelegt. Nach 12 Stunden erfolgte die 

Substanzzugabe durch einen Austausch des Mediums mit einem Medium, welches 

die entsprechende Substanzkonzentration enthielt. Das Endvolumen bei 
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Versuchen, die 24 Stunden oder kürzer durchgeführt wurden betrug 100 µl, bei 

längerer Inkubation wurden 200 µl Endvolumen gewählt. Die Messung wurde 

durch die Zugabe von 10 µl gebrauchsfertiger WST-Lösung gestartet. Zu 

verschiedenen Zeiten wurde die Absorption bei 440 nm gemessen. Zwischen den 

Messungen wurden die Zellen bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Jeder Messwert 

wurde vierfach bestimmt. Als Kontrolle wurde auf jeder Platte eine geeignete 

Substanz mitgeführt, so wurde zum Beispiel Staurosporin bei einer Konzentration 

von 20 nM für 72 Stunden eingesetzt und Doxicyclin bei 1 µM für 24 Stunden. Die 

Auswertung erfolgte durch Normierung der Messwerte auf einen Wert mit Zellen 

und DMSO in der höchsten auf der Platte verwendeten Konzentration als 100% 

und einen Wert, der nur Medium und DMSO enthielt als 0%. Von den 

verschiedenen Messungen einer Platte wurde diejenige mit dem höchsten z-

Faktor verwendet, wenn gleichzeitig die optische Dichte der Kontrolle ohne 

Substanz über 0,5 lag.  

 

4.2.6 Anfärbemethoden für die Mikroskopie 

4.2.6.1 Immunofluoreszenz-Anfärbung 

Färbungen mit fluoreszenten Farbstoffen wurden sowohl in 96-Loch-Platten als 

auch auf Deckgläschen durchgeführt. Die Zellen wurden dafür zweimal mit PBS 

gewaschen und anschließend durch eine 20-minütige Inkubation in Fixierpuffer 

fixiert. Durch dreimaliges Waschen mit TBS-T für 5 min wurde der Fixierpuffer 

vollständig entfernt um im nächsten Schritt die Zellen für mindestens eine Stunde 

in einer Lösung aus 2% BSA in TBS-T zu blockieren. Die für die Färbung 

genutzten Antikörper, Farbstoffe und fluoreszenten Naturstoffe wurden auch in 

2% BSA in TBS-T verdünnt. Die Färbung fand für eine Stunde im Dunkeln statt. Im 

Falle der auf Deckgläschen gewachsenen Zellen fand die Inkubation in einer 

feuchten Kammer statt. Nach der Färbung wurden die Zellen zweimal für 5 

Minuten mit TBS-T gewaschen. Im Falle der Färbung mittels fluoreszierendem 

Thiostrepton wurde dreimal für je 10 Minuten gewaschen. Bei Färbungen in 96-

Loch-Platten wurden die Zellen nun in einer Lösung aus 0,1% Natriumazid in PBS 

im Kühlschrank gelagert, bis sie mikroskopiert werden konnten. Deckgläschen 

wurden noch einmal mit doppelt destilliertem Wasser gespült und durch 

AquaPolyMount (Polysciences Inc., USA) auf Objektträger geklebt. Das 
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AquaPolyMount härtete über Nacht bei Raumtemperatur im Dunkeln aus und die 

Objektträger wurden bis zur Auswertung bei 4 °C gelagert. 

 

4.2.6.2 Coelestin Blau-Färbung 

Für die Coelestin Blau-Färbung wurden die Zellen zweimal mit PBS gewachsen 

und anschließend für 20 min bei RT mit Fixierpuffer fixiert. Im folgenden Schritt 

wurden die Zellen zweimal mit Wasser gewaschen und danach für eine Minute in 

Coelestin Blau-Lösung inkubiert. Die Lösung wurde entfernt und die Zellen 

wurden für 5 min in 70% Ethanol entfärbt. War der Grad der Entfärbung nicht 

ausreichend, wurde dieser Arbeitsschritt wiederholt. Die Zellen wurden mit PBS 

gewaschen und auch in PBS bei 4 °C bis zur mikroskopischen Analyse aufbewahrt. 

 

4.2.6.3 Giemsa-Färbung 

Für die Giemsa-Färbung wurden die Zellen mit Methanol fixiert. Dafür wurden die 

Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschließend für 20 min bei -20 °C mit 

vorgekühltem reinem Methanol fixiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen 

zweimal mit PBS gewaschen und in einer gebrauchsfertigen Giemsa-Lösung von 

Carl Roth (Karlsruhe, D) überschichtet. Nach 45 Minuten wurden die Zellen 

zweimal mit Wasser gespült und in PBS bei 4 °C bis zur mikroskopischen Analyse 

aufbewahrt. 

 

4.2.6.4 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Für diese Anfärbung wurden die Zellen zuerst mit Hämatoxylin gefärbt (nach 

Mayer) und anschließend mit Eosin gegengefärbt. Dazu wurden die Zellen 

zweimal mit PBS gewaschen und für 20 min mittels Fixierpuffer fixiert. Die Zellen 

wurden nun zweimal für 5 Minuten mit PBS und einmal für 5 min mit Wasser 

gewaschen. Die Färbung erfolgte durch einminütige Zugabe von Hämatoxylin-

Färbelösung (nach Mayer), welche als gebrauchsfertige Lösung von Carl Roth 

(Karlsruhe, D) bezogen wurde. Die Färbung wurde für 15 min mit ständig 

erneuertem Wasser entwickelt (gebläut) und anschließend erfolgte für eine 

Minute die Gegenfärbung mit 0,5% Eosin G-Lösung (Carl Roth, Karlsruhe, D). Es 

erfolgte im nächsten Schritt eine Entfärbung mit ständig erneuertem Wasser, in 

dem die Zellen bei 4 °C auch bis zur mikroskopischen Analyse aufbewahrt 

wurden. 
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4.2.7 Herstellung von Wnt3a- und L-Zell-Medium 

Medium, welches mit Wnt3a angereichert war, diente zur Aktivierung des Wnt-

Signalwegs in zellulären Experimenten. Zur Herstellung wurden Zellen genutzt, 

die Wnt3a in den Kulturüberstand sekretieren. Als Kontrolle diente eine 

identische Zelllinie, der allerdings das Transgen zur Wnt3a-Produktion fehlte. 

Diese Zellen werden L-Zellen genannt. Beide Zelllinien sind über 

Stammsammlungen erhältlich (Kapitel 3.6.1), wurden in diesem Fall jedoch 

freundlicherweise durch die Arbeitsgruppe O. Müller der Abteilung Strukturelle 

Biologie zur Verfügung gestellt. Zur Herstellung des Wnt3a- und des L-Zell-

Mediums wurden 2x105 Wnt3a- bzw. L-Zellen derselben Passage in eine 79 cm2 

Schale gesät und für vier Tage kultiviert. Danach wurde das Medium 

abgenommen, bei 4.000 g für 5 Minuten zentrifugiert und anschließend steril 

filtriert. Nach der Zugabe von frischem Medium wurden die Zellen für weitere 

zwei Tage kultiviert. Das Medium wurde wieder abgenommen bei 4.000 g für 5 

Minuten zentrifugiert, steril filtriert und mit dem ersten Medium vereinigt. Das so 

erhaltene Medium war für mehrere Monate in Glasgefäßen lagerbar. 

 

4.2.8 Luziferasebasierte Messung der Wnt-Aktivität 

Die verwendete Reportergen-Zelllinie wurde von S. Oh bereitgestellt (siehe 

Kapitel 3.6.1). Für den Test wurden 3,5x103 Zellen in jede Vertiefung einer aus 

weißem Plastik gefertigten, 96-Loch-Platte (Corning, New York, USA) gesät. Die 

Zellen hafteten innerhalb von vier Stunden am Boden der Platte an. Es war 

deshalb möglich, bereits nach vier Stunden das Wachstumsmedium durch Wnt3a-

angereichertes Medium mit einer entsprechenden Substanzmenge zu ersetzen. 

Die Zellen wurden 14 Stunden in Gegenwart der chemischen Verbindung und des 

Aktivators Wnt3a kultiviert. Es erfolgte anschließend eine Lyse der Zellen durch 

Zugabe von 30 µl Ripa-Puffer bei Raumtemperatur für 10 Minuten, nachdem das 

Wachstumsmedium vollständig entfernt worden war. Für die Messung wurde ein 

Infinite 200M Plattenlesegerät (Tecan, Crailsheim, D) verwendet. Nach Zugabe 

von 100 µl  Luziferase-Reagenz wurde die Messung gestartet. Im Programm zur 

Messung der synthetisierten Menge von Luziferase-Enzym erfolgte zuerst ein 

Schritt, in dem für fünf Sekunden mit einer Amplitude von 2 mm linear 

geschüttelt wurde. Das entspricht bei diesem Gerät einer Geschwindigkeit von 
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113,7 rpm. Die anschließende Messung erfolgte ohne die Verwendung von 

Filtern, wobei das Signal pro Vertiefung über den Zeitraum von einer Sekunde 

integriert wurde. Jede gemessene Konzentration wurde als Vierfachwert 

bestimmt. Die Normalisierung der Daten erfolgte durch eine Normierung des 

gemessenen Signals auf nur durch Wnt3a-Medium aktivierte Zellen, die sich auf 

der gleichen Platte befanden. Es wurden weiterhin auf jeder Mikrotiterplatte 

immer Zellen mit L-Zell-Medium und mit einem beschriebenen Inhibitor 

behandelt, um auch die Expression von Luziferase ohne Wnt3a-Stimulation und 

die Inhibierung der Luziferase-Expression zu überprüfen. 

 

4.2.9 Immobilisierung von Zellen auf mikrostrukturierten 

Oberflächen 

Die Immobilisierung von Zellen auf mikrostrukturierten Oberflächen wurde 

analog zur Kultivierung von Zellen (Kapitel 4.2.1) durchgeführt. Der mit einer 

Mikrostrukturierung versehene Glasträger wurde dafür in einer 79 cm2 

Zellkulturschale mit einer Zellsuspension überschichtet und für 24 Stunden bei 

37 °C inkubiert. Die Zellen hafteten prizipiell auch auf der Glasoberfläche. Um die 

auf den Mikrostrukturen besser haftenden Zellen besser unterscheiden zu 

können, wurden die Kulturschalen mit den Zellen gegen einen anderen 

Gegenstand geschlagen. Durch die dabei auftretenden seitlichen Scherkräfte 

konnten schwach haftende Zellen effektiv von der Oberfläche gelöst werden. Die 

Färbung und Mikroskopie erfolgte anschließend wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben. 

 

4.3 Proteinbiochemische Methoden 

 

4.3.1 Herstellung von Zelllysaten 

Für die Herstellung von Zelllysaten wurden 3,5 cm Schalen oder 6-Loch-Platten 

verwendet. Beide Formate habe eine Fläche von 9,6 cm2. 500.000 Zellen wurden 

12 Stunden vor der Behandlung ausgesäht. Die Behandlungsdauer betrug in der 

Regel vier Stunden und die Zellen wurden danach einmal mit eiskaltem PBS 

gespült und durch Zugabe von 100 µl eiskaltem RIPA-Puffer lysiert. Nachdem die 



4. Methoden 

 50 

Zellen mit RIPA-Puffer für 10 min auf Eis inkubiert worden waren, wurden sie 

unter Zuhilfename eines Zellschabers (Beckton Dickinson; Heidelberg, D) in ein 

1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Die Zellen wurden anschließend 

homogenisiert. Dies geschah entweder durch mehrmaliges Aufziehen durch eine 

Kanüle oder durch die Behandlung mit Ultraschall. Für den Aufschluss mittels 

Ultraschall wurden zwei zehnsekündige Pulse mit 40 Watt (30% 

Maximalleistung) genutzt, zwischen denen die Probe auf Eis gekühlt wurde. Nach 

einer Zentrifugation von 10 min bei 4 °C und 15.000 g wurde der Überstand in ein 

neues 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt und bis zur Proteinbestimmung bei -20 

°C gelagert. 

 

4.3.2 Herstellung von zytoplasmatischen und nukleären Extrakten 

Die Zellen wurden in 75 cm2 Zellkulturschalen angezogen und einmal mit 

eiskaltem PBS gewaschen. Nach Zugabe von 500 µl Zell-Waschpuffer wurden die 

Zellen abgeschabt und in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Das Gefäß wurde 

5 min bei 4 °C und 7.500 g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das 

Zellpellet wurde in 200 µl Zytoplasma-Extraktionspuffer aufgenommen, kurz 

gevortext und wieder für fünf Minuten bei 4 °C und 7.500 g zentrifugiert. Der 

Überstand enthielt die Proteine des Zytoplasmas und wurde in ein neues 1,5 ml 

Eppendorfgefäß überführt. Das Pellet wurde in 200 µl Kern-Extraktionspuffer 

aufgenommen, zweimal für je fünf Sekunden mit 40 Watt (30% Maximalleistung) 

Ultraschall behandelt und wieder für fünf Minuten bei 4 °C und 7.500 g 

zentrifugiert. Der Überstand enthielt die Proteine der nukleären Fraktion und 

wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Die Fraktionen konnten bei 

-20 °C gelagert werden. 

 

4.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach der Methode von 

M. Bradford 

Für die Proteinkonzentration wurde die Methode von M. Bradford 

angewandt.[123] Dazu wurden 5 µl der Proteinlösung mit 20 µl bidestilliertem 

Wasser verdünnt, mit 1 ml Bradford-Reagenz versetzt und für 10 Minuten 

inkubiert. Die optische Dichte der Lösung wurde bei 595 nm gemessen und die 
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Proteinkonzentration wurde durch Vergleich mit einer BSA-Eichgerade ermittelt 

wobei der Verdünnungsfaktor zu beachten war. 

4.3.4 SDS-Gelelektophorese 

Für Western Blots wurden 30 µg Gesamtzellprotein mit einer entsprechenden 

Menge 5x SDS-PAGE-Ladepuffer versetzt und für 15 Minuten bei 95 °C erhitzt. Die 

Proben wurden anschließend auf ein diskontinuierliches Gelsystem nach 

Laemmli[124] mit einem 6% Sammelgel und einem 12,5% Trenngel aufgetragen 

und bei 25 mA (für Minigele) aufgetrennt. Die Trennung wurde gestoppt, sobald 

das Bromphenolblau durch das Gel gewandert war.  

 

4.3.5 Immunodetektion von Proteinen 

Das Gel wurde mit allen darin enthaltenen Proteinen auf eine 

Nitrozellulosemembran in Transferpuffer bei einer konstanten Spannung von 

20 V bei Raumtemperatur für 45 min übertragen. Vor der Immunodetektion 

wurden unspezifische Bindungsstellen durch eine einstündige Behandlung mit 

2% Slim Fast Schoko, gelöst in TBS-T-Puffer, abgesättigt. Für die Bindung der 

Antikörper wurde die Membran über Nacht bei 4 °C inkubiert. Unspezifisch 

gebundene Antikörper wurden durch dreimaliges Waschen für je zehn Minuten 

mit TBS-T-Puffer entfernt. Um die Bindung des ersten Antikörpers an das 

gesuchte Protein nachzuweisen, wurde ein zweiter Antikörper eingesetzt, 

welcher an den ersten bindet und mit einer Meerrettichperoxidase oder, im Falle 

des LI-COR Systems, mit einem Fluoreszensfarbstoff gekoppelt ist. Dafür wurde 

die Membran mit einer entsprechenden Verdünnung des sekundären Antikörpers 

für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Membran dreimal 

für 10 min mit TBS-T-Puffer gewaschen. Nach einminütiger Inkubation der 

Membran in „Super Signal West Pico Luminol Solution“ (Thermo Scientific, 

Waltham, USA) wurde die Lichtreaktion der Meerrettichperoxidase durch 

Röntgenfilm (Kodak, Stuttgart, D) detektiert. Im Falle des LI-COR Systems konnte 

der Antikörper direkt durch Einscannen der Membran nachgewiesen werden. 
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4.3.6 Entfernen gebundener Antikörper von einer PVDF-Membran 

Um nach erfolgter Immunodetektion eines Proteins auf der gleichen Membran 

noch weitere Proteine zu detektieren, mussten zuerst die bereits gebundenen 

Primär- und Sekundärantikörper entfernt werden. Dafür wurde die Membran für 

vier min in Stripping Puffer inkubiert, wobei sie durchsichtig wurde. 

Anschließend wurde die Membran mit Wasser gespült, bis sie wieder ihre 

weißliche Farbe erhielt. Die auf diese Weise behandelte Membran musste wieder 

blockiert werden, um in einer weiteren Immunodetektion eingesetzt werden zu 

können. Dieses Verfahren konnte zwei- bis dreimal ohne Detektionsverlust 

durchgeführt werden. Parallel zu der beschriebenen Methode wurde der Restore 

Western Blot Stipping Puffer von Pierce (Rockford, USA) nach den Angaben des 

Herstellers mit ähnlichen Ergebnissen eingesetzt. 

 

4.3.7 Affinitätsaufreinigung mittels biotinylierter Substanz  

Die Affinitätsaufreinigung mittels biotinylierter Substanz wurde genutzt um die 

Zielproteine der aktiven Verbindung zu identifizieren. Die aktive Substanz wurde 

dafür von Dr. Céline Deraeve an eine PEG-Biotin-Einheit gekoppelt. Als Kontrolle 

wurde die von Dr. Hugo Lachance hergestellte PEG-Biotin-Einheit verwendet. Alle 

Versuche wurden mit HEK293-Zelllysat durchgeführt. Die Zellen waren vor der 

Lyse vier Stunden mit 25% Wnt3a-Medium behandelt worden. Nach 

zweimaligem Waschen mit PBS und anschließender Zugabe von 1 ml Lysepuffer 

pro 75 cm2 Wachstumsfläche wurden die Zellen vom Boden der Kulturflasche 

abgeschabt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Eine 20-minütige 

Inkubation auf Eis und das mehrfache Aufziehen des Lysats durch eine Kanüle mit 

0,55 mm Durchmesser sorgten für eine vollständige Lyse der Zellen. Nach 

20 Minuten Zentrifugation bei 4 °C, wurde der Überstand in ein neues 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt und bis zur Verwendung bei -20 °C eingefroren. 

Für den eigentlichen Pulldown wurden 400 µl einer Suspension von Streptavidin-

Eisen-Partikeln (New England Biolabs, Ipswich, USA) verwendet. Diese Partikel 

wurden mittels eines starken Magneten pelletiert und einmal mit PBS gewaschen. 

Anschließend wurden sie in 400 µl einer PBS-Lösung, die 10 µM der aktiven 

Sonde oder der PEG-Biotin-Einheit enthielt, resuspendiert. Eine anschließende 
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Inkubation für 30 Minuten bei Raumtemperatur und 300 rpm sorgte für eine 

vollständige Beladung des Strepavidins mit den biotinylierten Verbindungen. 

Durch einmaliges Waschen der Partikel mit PBS und anschließende Inkubation 

mit 400 µl Zelllysat für eine Stunde bei 4 °C und 300 rpm wurden die zellulären 

Proteine an die Sonde und die Kontrolle gebunden. Damit nur affine 

Bindungspartner aus dem Lysat gereinigt werden, wurde zweimal für zehn 

Minuten mit Pulldown Lysispuffer mit zusätzlichen 75 mM MgCl2 gewaschen. Ein 

anschließender zweimaliger Waschschritt für je zehn Minuten mit 400 µl PBS 

verbesserte das Laufverhalten der Probe auf der Nano-LC-MS/MS (Agilent, Santa 

Clara, USA). Die so gewaschenen Proben wurden pelletiert und in 40 µl Zweifach-

SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Proben wurden für zehn Minuten bei 95 °C 

und 700 rpm denaturiert und anschließend pelletiert. Der Überstand wurde in 

neue 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und 25 µl davon wurden mittels SDS-

Gelelektrophorese aufgetrennt. 

Die SDS-Gelelektrophorese wurde gestoppt, bevor die ersten Proteine vollständig 

durch das Gel gewandert waren. Das Gel wurde über Nacht bei Raumtemperatur 

und 50 rpm mit kolloidaler Coomassie-Färbelösung gefärbt und am nächsten Tag 

mittels bidestilliertem Wasser wieder entfärbt und anschließend eingescannt. Die 

kompletten Proteinspuren der Kontrolle und der Sonde wurden zusammen mit 

einer BSA-Bande und einem leeren Gelstück in verschieden große Gelteile 

geschnitten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Besonderes Augenmerk 

wurde in diesem Schritt auf die Größe der Gelstücke gelegt, da zu große Gelstücke 

in späteren Schritten nicht von den Lösungen bedeckt werden konnten. Die noch 

gefärbten Gelstücke wurden zum Entfärben zuerst für 30 Minuten bei 37 °C und 

300 rpm in einer Lösung aus 25% Acetonitril in 25 mM 

Ammoniumhydrogencarbonat geschüttelt. Anschließend wurden sie für 15 

Minuten bei 37 °C und 300 rpm in einer Lösung aus 50% Acetonitril in 25 mM 

Ammoniumhydrogencarbonat geschüttelt. Beide Waschschritte wurden ein 

zweites Mal durchgeführt, um die Gelstücke vollständig zu entfärben. Eventuell in 

den gebundenen Proteinen vorhandene Disulfidbrücken wurden reduziert, indem 

sie für 45 Minuten bei 37 °C und 300 rpm in 100 µl einer Lösung aus 50 mM DTT 

in 25 mM NH4HCO3 inkubiert wurden. Die Lösung wurde gegen 100 µl 55 mM 

Iodacetamid in 25 mM Ammoniumhydrogencarbonat getauscht und für eine 

Stunde bei Raumtemperatur und 300 rpm im Dunkeln inkubiert. Die Gelstücke 
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wurden anschließend zweimal für je 15 Minuten in 200 µl einer Lösung aus 50% 

Acetonitril in 25 mM NH4HCO3 gewaschen und für zehn Minuten in 60 µl 

Acetonitril geschrumpft. Der Überstand wurde verworfen und das noch 

vorhandene Acetonitril wurde anschließend für zehn Minuten im Abzug 

abgedampft. Die Gelbanden wurden mit 30 µl einer Lösung aus 0,01 µg/ml 

Trypsin in 25 mM NH4HCO3 für 15 Minuten bei Raumtemperatur und 300 rpm 

inkubiert, und die Zugabe von 50 µl 25 mM NH4HCO3 sorgte dafür, dass die 

Gelstücke vollständig bedeckt waren. Die nächsten 12 Stunden wurde bei 30 °C 

und 300 rpm inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Proben für 30 Minuten bei 0 

°C mit Ultraschall behandelt und der Überstand wurde in ein neues 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurden 60 µl Acetonitril zugegeben und 

für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Überstand wurde mit dem 

vorherigen kombiniert und in einer Speedvac (Eppendorf, Hamburg, D) 

eingedampft. Die trockenen Proben wurden an das Team für hochauflösende 

Massenspektometrie der Abteilung Chemische Biologie gegeben und von ihnen 

mittels Nano-LC-MS/MS analysiert und ausgewertet. Die Auswertung der MS/MS-

Spektren erfolgte durch Vergleich mit der Mascot-Datenbank wobei eine 

Fehlertoleranz von 1% beziehungsweise 0,1% zugelassen wurde. Die Ergebnisse 

wurden in einem Excel-Dokument zusammengefasst, welches dem Vergleich der 

identifizierten Proteine der PEG-Biotin-Kontrolle mit denen der Sonde diente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. Ergebnisse 

 55 

5. Ergebnisse 

5.1 Auswahl eines Testsets verschiedenartiger Verbindungen 

5.1.1 Erstellung einer Auswahl von Verbindungen für die Testung in 

verschiedenen zellulären Systemen 

Ein wesentlicher Aspekt bei der Entwicklung neuer Testsysteme ist die Auswahl 

geeigneter Verbindungen. Wie in Kapitel 1.1 beschrieben, gibt es mehrere 

Ansätze für diese Fragestellung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde keiner der 

bekannten Ansätze gewählt, sondern es wurde ein neues, an die Bedürfnisse 

angepasstes Verfahren entwickelt. 

Dafür stand in der Abteilung eine Sammlung von 32.314 Verbindungen (Stand 

28.08.2006) zur Verfügung. Schon zu Beginn des Auswahlverfahrens stand fest, 

dass ein Computerprogramm für die entscheidenden Schritte genutzt werden 

sollte. Weder wäre es möglich gewesen, mehrere tausend Verbindungen von 

Hand zu sortieren, noch wäre so die Objektivität gewährleistet, in dieser Auswahl 

geeignete von ungeeigneten Molekülen zu trennen. Es wurden deshalb vier 

Kriterien als Filter vorgesehen, um eine computergestützte Auswahl zu 

erreichen (Tab. 2). 
 

Tabelle 2: Kriterien für die Auswahl der zu testenden Verbindungen.  
Heteroatome sind in diesem Zusammenhang Stickstoff, Sauerstoff und Schwefel 
1. Ist eine Testung der Substanz vorgesehen? 

2. Sind 300 µl einer 10 mM Lösung vorhanden? 

3. Enthält die Verbindung einen Ring oder ein stereogenes Zentrum oder drei 

Heteroatome? 

4. Hat die Verbindung einen AlogP-Wert ≤ 6? 
 

Ein erster Filter war die Frage, ob eine Substanz der Datenbank überhaupt zur 

Testung vorgesehen war. Einige der gelagerten Verbindungen sind nicht für 

Testungen geeignet und wurden bereits bei ihrem Eintrag dementsprechend 

gekennzeichnet. 160 Verbindungen wurden aus diesem Grund aus dem Verfahren 

entfernt. Ein zweiter Filter war das Volumen der vorhandenen Substanzen als 10 

mM Lösungen. Die in dieser Arbeit etablierten Testverfahren wurden zum einen 

in 96-Loch-Platten durchgeführt und benötigen von daher größere Mengen an 

Substanz. Zum anderen sollte auch genügend Material für Folgeuntersuchungen 
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zur Verfügung stehen. Eine einmal erstellte Auswahl an Verbindungen sollte 

außerdem in mehreren zellulären Testungen verwendet werden. Für die Auswahl  

wurden deshalb nur Verbindungen gewählt, von denen mehr als 300 µl bei 10 

mM vorhanden waren. Dadurch sollte gewährleistet sein, dass auch für 

weiterführende Untersuchungen genügend Material zur Verfügung stand. 5.304 

Moleküle erfüllten dieses Kriterium und wurden deshalb dem nächsten Filter 

unterworfen. Dieser Filter betraf die chemische Struktur der Verbindung. Eine 

Verbindung sollte einen Ring (entweder einen Carbozyklus oder einen 

Heterozyklus) oder ein stereogenes Zentrum oder drei Heteroatome besitzen, um 

weiterhin in der Auswahl zu verbleiben. Als Heteroatome zählten in diesem 

Zusammenhang Stickstoff, Sauerstoff und Schwefel. Der Filter wurde genutzt, um 

frühe Synthesevorstufen und fragmentartige Substanzen zu entfernen. Einfach 

funktionalisierte Carbonsäuren würden zum Beispiel eliminiert, Phenol würde 

jedoch aufgrund des aromatischen Rings beibehalten werden. Durch diesen Filter 

wurden 152 Verbindungen eliminiert. Der vierte und letzte genutzte Filter zielte 

auf die Löslichkeit der Substanzen. Mit der Auswahl sollten zelluläre Prozesse 

untersucht werden, welche in einem wässrigen Medium ablaufen und weder 

organische Lösungsmittel noch Detergenzien tolerieren. Da einige 

Wirkstoffklassen, wie zum Beispiel Antibiotika, eine geringere Löslichkeit als 

andere Wirkstoffklassen besitzen[2], wurde nicht der von Lipinski genutzte 

MlogP-Wert von höchstens fünf[9], sondern ein AlogP-Wert von höchstens sechs 

festgelegt. Der AlogP-Wert basiert wie auch der MlogP-Wert auf einem 

Algorithmus, der die erwarteten Verteilungskoeffizienten in silico abschätzt. Bei 

diesen Werten handelt es sich um Verteilungskoeffizienten einer Substanz 

zwischen zwei nicht mischbaren Flüssigkeiten, im Falle des AlogP-Wertes und des 

MlogP-Wertes ist es der Verteilungskoeffizient von 1-Oktanol zu Wasser. Ein 

Ansteigen des Wertes von fünf auf sechs bedeutet, dass sich die Substanz mit dem 

AlogP-Wert von sechs verglichen zur wässrigen Phase 10-mal stärker in der 

Oktanol-Phase anreichern würde. Der höchste ermittelte AlogP-Wert einer 

Substanz im Testset lag bei 50. Diese wurde deshalb mit 536 weiteren 

Verbindungen entfernt. Eine Übersicht über die Verteilung der Löslichkeit gibt 

Abbildung 8. 
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Abbildung 8: Verteilung der AlogP-Werte aller Substanzen mit mehr als 
300 µl. Alle Substanzen, die Teil der Auswahl wurden, sind rot umrahmt. 
 

Die Verteilung hat einen Mittelwert von 3,8±2,0 und fällt in Richtung höherer 

AlogP-Werte stark ab, sodass der genutzte Filter die Auswahl der Verbindungen 

nicht stark einengte. 

4.589 Substanzen erfüllten alle Kriterien und eigneten sich deshalb für eine 

Untersuchung in zellulären Testsystemen. Da die in dieser Arbeit beschriebenen 

Tests vorwiegend manuell durchgeführt wurden, musste eine Vorauswahl 

getroffen werden. Dazu wurde in dem Computerprogramm PipelinePilot[125] ein 

Programm geschrieben, dass die Substanzen mittels OptiSim-Algorithmus[126] 

nach chemischer Ähnlichkeit ordnete und in Gruppen von im Durchschnitt 10 

Molekülen sortierte. Dazu wurde für jede Verbindung eine Zahlenreihe erstellt, 

die verschiedene Eigenschaften des Moleküls wie Atomanzahl und deren 

Verknüpfungen abbildete. Diese Reihen konnten in einem 

ähnlichkeitsbasierenden Verfahren durch den Tanimoto-Koeffizienten 

miteinander verglichen und gruppiert werden. Die Aufgabe für den Computer 

bestand darin, Gruppen ähnlicher Verbindungen mit im Mittel zehn Mitgliedern 

zu generieren, weshalb aus 4.589 Substanzen 459 Gruppen erzeugt wurden.  
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Abbildung 9: Verteilung der Anzahl der Mitglieder pro Gruppe. 
 

Wie in Abbildung 9 gezeigt, haben mehr als die Hälfte der erzeugten Gruppen 

weniger als sechs Mitglieder; dieser Wert spiegelt die hohe Diversität der 

Ausgangssubstanzen wieder. Das Computerprogramm fand für diese Substanzen 

keine weiteren Strukturen mit ausreichend hoher Ähnlichkeit, um sie zu den 

bestehenden Gruppen hinzuzufügen. Die größte Gruppe in der Auswahl umfasste 

131 Mitglieder. Als Kontrolle wurden die 459 Gruppen mit allen Mitgliedern drei 

erfahrenen Chemikern der Abteilung zur Begutachtung vorgelegt. Die Mitglieder 

aller Gruppen, die von mindestens zwei Personen beanstandet wurden, sind 

daraufhin neuen Gruppen zugeordnet worden. Auf diese Art wurden 20 neue 

Gruppen erzeugt. 

Von jeder Gruppe sollte zu Beginn nur die Verbindung mit der höchsten 

Ähnlichkeit zu allen anderen getestet werden. Die Aktivität dieser Verbindungen 

in einem Test sollte die besten Rückschlüsse auf die ganze Gruppe zulassen. 

Dadurch wurden 479 Verbindungen ermittelt, welche in den in dieser Arbeit 

etablierten zellulären Testsystemen untersucht wurden. Zu jeder Verbindung 

wurden durch den Auswahlprozess gleichzeitig weitere ähnliche Moleküle 

gruppiert, die für weitere Tests und erste Struktur-Wirkungsuntersuchungen zur 

Verfügung stehen würden. Bei der Identifizierung einer aktiven Substanz sollte 

anschließend die gesamte zugrunde liegende Gruppe getestet werden. 
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Sowohl die Erstellung geeigneter Kriterien wie auch die endgültige Auswahl 

wurden in Kooperation mit Dr. Stefan Wetzel durchgeführt. 

5.1.2 Validierung der Auswahl mittels vorhandener Daten 

Zur Validierung der Auswahl wurden Daten verschiedener bereits 

abgeschlossener Tests genutzt. 

Eine Annahme der Substanzauswahl war, dass Verbindungen mit ähnlicher 

Struktur auch ähnliche Aktivitäten besitzen. Sollte das getestete Molekül 

biologisch aktiv sein, ist deshalb anzunehmen, dass auch die anderen Mitglieder 

der Gruppe eine gewisse Aktivität zeigen. Es war deshalb zu erwarten, dass ein 

großer Teil der aktiven Substanzen durch die Gruppierung mit anderen ähnlichen 

Verbindungen auch in einer stark reduzierten Substanzauswahl auffindbar war. 

Immer vorausgesetzt, dass bei Identifizierung einer aktiven Substanz die ganze 

Gruppe getestet wird. Durch die Auswahl wurde eine Reduktion der zu testenden 

Substanzen von 4.589 auf 479 erzielt. Wäre das Auffinden einer aktiven Substanz 

rein zufällig, läge die Chance bei ungefähr 10%. Dies trifft nicht genau zu, da bei 

einer aktiven Substanz alle ähnlichen Verbindungenen ebenso getestet werden 

und sich dadurch die Gesamtanzahl der getesteten Verbindungen erhöht. Zum 

Abschätzen der Tauglichkeit der Auswahl ist eine Rate von 10% aber geeignet, da 

die zusätzlich zu testenden Gruppen in der überwiegenden Anzahl klein sind. Wie 

in Tabelle 3 gezeigt, ist die Wahrscheinlichkeit, aktive Verbindungen zu 

identifizieren, zum Teil deutlich erhöht. 
 

Tabelle 3: Wiederfindbarkeit aktiver Substanzen nach dem 
Auswahlprozess. Die Daten wurden direkt aus der abteilungseigenen 
Ergebnisdatenbank extrahiert und beziehen sich nur auf Substanzen mit einem 
gemessenen IC50-Wert (Stand der Daten: September 2006). 
Getestete 

Aktivität 

Anzahl der aktiven 

Substanzen in der 

Auswahl der 4.589 

Anzahl der auffindbaren 

aktiven Substanzen nach 

dem Auswahlprozess 

Prozen-

tuales 

Verhältnis 

Enzyminhibition 

CDC25 

357 99 27,7% 

Enzyminhibition 

PTP1b  

95 12 12,6% 

Enzyminhibition 

VHR 

77 8 10,4% 
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Enzyminhibition 

VE-PTP 

153 50 32,7% 

Enzyminhibition 

MPTPA 

40 7 17,5% 

Enzyminhibition 

MPTPB 

451 195 43,2% 

 

Bei der Testung der humanen Phosphatase CDC25 wurden zum Beispiel 679 IC50-

Werte bestimmt. 357 dieser Verbindungen waren in der 4.589 Mitglieder 

umfassenden Auswahl enthalten. Durch das Vorgehen der initialen Testung der 

kleinen, strukturell verschiedenen Substanzbibliothek und der anschließenden 

Testung aller Mitglieder der aktiven Gruppen wären 99 der aktiven Substanzen 

identifiziert worden. Das entspräche 27,7% aller aktiven Substanzen und zeigt, 

dass trotz der erheblichen Reduktion der zu testenden Substanzen die 

Wahrscheinlichkeit, aktive Substanzen zu identifizieren, zu einem gewissen Grad 

erhalten blieb. Die weiteren ausgewerteten Daten ergaben ähnliche Ergebnisse. 

Es zeigte sich jedoch, dass bei Tests mit einer geringen Anzahl aktiver Moleküle 

die Auswahl weniger überlegen war, wobei sie aber nie schlechter als eine 

zufällige Auswahl war. Dennoch ergab der Auswahlprozess eine kleine, 

strukturell diverse Substanzbibliothek, die für den Einsatz in manuellen 

biochemischen und zellulären Tests sehr gut geeignet war. 

 

5.2 Einsatz des Testsets zur Identifizierung neuer antibiotischer 

Verbindungen 

 

Die Verfügbarkeit wirksamer Antibiotika ist eine wichtige Voraussetzung für das 

Gesundheitssystem. Allein Infektionen der unteren Atemwege waren 2008 

weltweit die dritthäufigste Todesursache.[127] Gleichzeitig hatten viele 

pharmazeutische Unternehmen ihre Forschungen auf diesem Gebiet in den 

letzten 30 Jahren eingeschränkt oder ganz eingestellt, da sie auf die zu diesem 

Zeitpunkt entwickelten Antibiotika vertrauten.[128] Erst in jüngster Zeit wurde 

wieder verstärkt nach neuen Antibiotika gesucht und neue Medikamente 

zugelassen.[129-132] Oft sind die bei diesen Tests entdeckten aktiven Substanzen 
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Naturstoffe oder ihre Analoga. Von den ungefähr 22.000 bis 2002 entdeckten 

Naturstoffen haben 20.000 eine antibiotische Aktivität.[133] Aus diesem Grund 

verspricht die Untersuchung von Naturstoff-abgeleiteten Bibliotheken eine 

erhöhte Wahrscheinlichkeit, neue, potente Verbindungen zu entdecken. In dem in 

Kapitel 5.1.1 beschriebenen Testset waren zum einen 85 Naturstoffe oder 

Naturstoffanaloga der Firma Analyticon enthalten, die zusammen 24 Gruppen 

bilden, zum anderen lagen den Syntheseprojekten, die Eingang in das Testset 

gefunden haben, vielfach Naturstoffe zu Grunde. Eine Untersuchung der 

antibiotischen Aktivität erschien deshalb Erfolg versprechend und wurde als 

erste Probe der Verbindungsauswahl angesehen. Die durch diese Experimente 

gewonnenen Daten sollten zeigen, dass das Testset die Identifikation aktiver 

Substanzen erlaubt und das Zusammenfassen ähnlicher chemischer 

Verbindungen in Gruppen sinnvoll war. Zuerst wurde im kleinen Maßstab die 

Durchführbarkeit eines solchen Tests untersucht.  

Erste Versuche in Form von Agar-Diffusionstests verliefen erfolgreich und 

zeigten, dass ein sicherer Umgang mit pathogenen Bakterien unter den 

gegebenen Umständen gewährleistet werden konnte. Bei diesem Test diffundiert 

ein Antibiotikum in das feste Wachstumsmedium eines Bakterienstamms und die 

Wachstumsinhibition wird anhand eines kreisförmigen Hemmhofs um diese 

Quelle bestimmt. Solche Untersuchungen werden häufig genutzt, um isolierte 

Erreger in Krankenhäusern auf ihre Empfindlichkeit gegenüber verschiedenen 

Antibiotika zu untersuchen.[134] Dabei findet eine Einteilung in suszeptibel, 

intermediär und resistent statt. Diese grobe Klassifizierung reichte allerdings oft 

nicht aus, um verschiedene Antibiotika untereinander zu vergleichen. Zwar 

konnten einmal bestimmte Hemmhöfe reproduziert werden, jedoch zeigte sich 

kein sinnvoller Zusammenhang zwischen Hemmhofdurchmesser und 

Konzentration. Die Vergleichbarkeit verschiedener Substanzen untereinander 

wurde dadurch erheblich erschwert. So führte bei Bacillus subtilis (B. subtilis) eine 

10-fach geringer konzentrierte Penicillin-Lösung zu einem nur um den Faktor 

fünf reduzierten Hemmhofdurchmesser. Im Falle des Antibiotikums Gentamicin 

hatte eine Reduktion der Konzentration um den Faktor 100 den Hemmhof bei 

Bacillus subtilis von 1,1 cm auf 0,1 cm verringert. Zudem war der Durchmesser 

des Hemmhofs auch ganz erheblich von der Nährmediumsmenge, deren 

Feuchtigkeit und Lagerungsdauer abhängig.  
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Um ein robusteres Testsystem zu erhalten, wurde die DIN 58940, 

„Empfindlichkeitsprüfung von mikrobiellen Krankheitserregern gegen 

Chemotherapeutika“, genutzt. Diese Norm standardisiert die Anzucht und den 

Einsatz verschiedener Bakterienstämme für die Antibiotikaentwicklung und 

diente in Bezug auf Bakteriendichte, Inkubationszeit und Substanzeinsatz als 

Grundlage der hier beschriebenen Arbeiten. Die Tests werden hierbei in 96-Loch-

Platten durchgeführt, was die Substanzmenge pro Test reduzierte und auch die 

Anzahl an parallel zu testenden Substanzen erhöhte. Dem verwendeten Medium, 

einer Müller-Hinton-Boullion, wurden entgegen der DIN-Norm 2% NaCl 

zugesetzt. Diese Änderung ist allgemein üblich, da sie zu einer deutlich besseren 

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse führt.[135,136] Dieser Effekt wurde im 

Rahmen weiterer Arbeiten ebenfalls beobachtet. 
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Abbildung 10: Wachstumskurven von Escherichia coli und Bacillus subtilis 
bei 37 °C in einem Inkubator. Viereck: E. coli. Dreieck: B. subtilis. Diamant: 
Wachstumsmedium ohne Bakterien. 
 

Wie in Abbildung 10 gezeigt, konnten sowohl gramnegative Bakterien wie 

Escherichia coli als auch grampositive Bakterien wie Bacillus subtilis unter diesen 

Bedingungen kultiviert werden. Beide Stämme zeigen bei diesen Bedingungen 

von 37 °C in einem Inkubator allerdings nur ein moderates Wachstum. Zudem 

waren die Schwankungen zwischen den einzelnen Vertiefungen sehr erheblich. 

Bei Escherichia coli (E. coli) führten sie zu einer Standardabweichung von 18% 

nach 9 h Inkubationszeit. Bei B. subtilis waren die Schwankungen aufgrund des 
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langsameren Wachstums mit 8% deutlich besser. Grampositive Bakterien bilden 

allerdings unter diesen Kultivierungsbedingungen durch ihre 

Zellwandzusammensetzung Aggregate, was zu weiteren erheblichen 

Ungenauigkeiten führen könnte. Als wesentlicher Grund für die Inhomogenitäten 

stellten sich aber ungleichmäßige Belüftungs- und Verdunstungsraten heraus. Die 

Kultivierungsbedingungen mussten deshalb derart angepasst werden, dass über 

allen Vertiefungen der 96-Loch-Platte gleiche Bedingungen herrschten. Der 

Einsatz von System-Duetz-Abdeckungen beseitigte diese Probleme. Bei diesen 

Abdeckungen handelt es sich im Wesentlichen um sterile Stahlfolien mit je einem 

Loch für den Gasaustausch pro Vertiefung. Durch diesen Aufbau werden über die 

gesamte Mikrotiterplatte hinweg gleiche Belüftungs- und Verdunstungsraten 

erzielt. Zusätzlich war so eine Inkubation im Schüttelinkubator möglich. Dadurch 

wurden die Bedingungen für die Anzucht der Bakterien deutlich verbessert, wie 

in Abbildung 11 gezeigt. 
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Abbildung 11: Wachstumskurven von Escherichia coli und Bacillus subtilis 
bei 37 °C und gleichmäßiger Belüftung. Schwarzes Dreieck: B. subtilis. Rotes 
Viereck: E. coli. Grauer Diamant: Wachstumsmedium ohne Bakterien. 
 

E. coli wuchs unter diesen optimierten Bedingungen deutlich schneller und 

erreichte die stationäre Phase bereits nach 8 h, verglichen mit 10 h bei einem 

Wachstum im Inkubator. Die B. subtilis-Kultur zeigte durch die bessere Belüftung 

der Vertiefungen ebenfalls eine deutlich verbesserte Wachstumrate. Gegenüber 

einer optischen Dichte von 0,18 bei 600 nm bei einer Anzucht im Inkubator 
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erreicht die Kultur unter den verbesserten Bedingungen eine Dichte von 0,87. 

Nach 7 h stoppte das Wachstum allerdings, um sich nach einer Stunde 

fortzusetzen. Dieses Verhalten könnte durch Diauxie erklärt werden, 

hervorgerufen durch das komplexe Nährmedium. Dieser Effekt war nur unter den 

optimierten Bedingungen zu beobachten. Die Schwankungen zwischen den 

Vertiefungen waren unter den verbesserten Kultivationsbedingungen für beide 

Bakterienstämme stark reduziert. Dies wurde besonders deutlich bei Betrachtung 

der gesamten Mikrotiterplatte, wobei Staphylococcus aureus (S. aureus) als 

grampositiver Modellorganismus verwendtet wurde (Abbildung 12).  

 

Abbildung 12: Histografische Darstellung des Wachstumsverhaltens in 
Mikrotiterplatten. Nach 24-stündiger Inkubation bei 37 °C wurde die optische 
Dichte bei 600 nm als Histogramm dargestellt. A) und B) E. coli-Kultur, Vertiefung 
A1 – C12 Medium, Vertiefung D1 – H12 Medium mit Bakterien. A) E. coli-
Inkubatorkultur. B) E. coli-Schüttelkultur. C) und D) Staphylococcus aureus-Kultur, 
Vertiefung A1 – D12 Medium, Vertiefung E1 – H12 Medium mit Bakterien. C) S. 

aureus-Inkubatorkultur. D) S. aureus-Schüttelkultur. 
 

Während der Sauerstoffmangel bei herkömmlicher Inkubation dazu führte, dass 

nur die Vertiefungen am Rande der Platte ausreichend belüftet wurden (Abb. 12A 

und C), ermöglichten die Abdeckungen in Kombination mit einer Kultivierung im 

Schüttelinkubator eine optimale Sauerstoffversorgung aller Vertiefungen und 

damit ein homogenes Wachstum über die gesamte Mikrotiterplatte (Abb. 12B und 

D). Der z-Faktor erhöhte sich dadurch, verglichen mit der herkömmlichen 

Inkubation, von -0,31 auf 0,88 für S. aureus und von 0,01 auf 0,86 in Falle von E. 

coli. Der z-Faktor ist ein Maß für die Qualität eines Tests.[137] Der Zahlenwert 

des z-Faktors wird vom Abstand der Mittelwerte der Kontrollen und ihrer 
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Standardabweichung bestimmt. Für den idealen Fall von unendlich weit 

entfernten Mittelwerten oder bei Messwerten ohne Standardabweichungen 

nimmt er den Wert 1 an, für ungünstige Messungen geht er gegen minus 

unendlich. Für Hochdurchsatzmessungen wird ein Wert von mindestens 0,4 

empfohlen. Mit Werten über 0,8 war das optimierte Testsystem hinreichend 

stabil, um für die Auffindung neuer Antibiotika eingesetzt werden zu können. 

 

5.2.1 Suche nach mikrobiell wirksamen Verbindungen gegen 

Escherichia coli 

Wie in Kapitel 1.2.1 beschrieben, ist die Bekämpfung bakterieller Infektionen ein 

wichtiger Beitrag der chemischen Biologie zum medizinischen Fortschritt. Aus 

diesem Grund konzentrierten sich die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 

Untersuchungen auf krankheitsrelevante Erreger, was noch in Kapitel 6.2 dieser 

Arbeit näher diskutiert werden wird. Der verwendete Escherichia coli-Stamm 

(DSM Nr. 1103) wird, wie auch alle anderen genutzten Stämme, von der 

„Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH“ (DSMZ) als 

Teststamm zur Identifikation neuer Antibiotika empfohlen. Eine Fokussierung auf 

solche Referenzstämme sollte einen direkten Vergleich neuer aktiver 

Verbindungen mit literaturbekannten Antibiotika ermöglichen. Die z-Faktoren 

lagen bei allen Tests zwischen 0,71 und 0,86. Aus den 479 Verbindungen konnten 

zwei Substanzen ermittelt werden, die das Wachstum von E. coli bei einer 

Konzentration von 30 µM unterdrückten.   

 

Abbildung 13: Mikrobiell wirksame Verbindungen gegen E. coli. A) Substanz 
SP6790; Mol. Id. 3753. B) Substanz STF0330; Mol. ID. 3977. C) Stukturformel des 
Cephalosporin-Grundgerüsts. 
 

Die Substanz SP6790 (Abb. 13A) hatte eine minimale inhibitorische 

Konzentration (MIC) von 30 µM, das bedeutet, dass sie unterhalb dieser 

Konzentration nicht mehr aktiv war. In der Auswahl befand sich noch eine 

weitere Substanz mit hoher struktureller Ähnlichkeit, wodurch sie in die gleiche 

Gruppe sortiert wurde. Bei einer Konzentration von 30 µM zeigte diese 
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Verbindung jedoch keine Aktivität. Da diese Aktivität mit 30 µM zu gering für 

weiterführende Experimente war, wurde diese Substanzgruppe nicht weiter 

untersucht. Bei der zweiten identifizierten Substanz STF0330 (Abb. 13B) 

handelte es sich um ein Cephalosporin-Derivat, wie der Vergleich mit Abbildung 

13C zeigt. Die Cephalosporine bilden eine seit langer Zeit sehr gut untersuchte 

Antibiotikaklasse.[138,139] Es wurden daher weder für STF0330 noch für die 38 

strukturell ähnlichen Gruppenmitglieder MIC-Werte bestimmt. Die 

Identifizierung des Cephalosporin-Analogons zeigt aber, dass der Test geeignet 

ist, um neue Antibiotika zu identifizieren.  

 

5.2.2 Suche nach mikrobiell wirksamen Verbindungen gegen 

Pseudomonas aeruginosa 

Neben E. coli wurde auch Pseudomonas aeruginosa, ebenfalls ein gramnegatives 

Bakterium, untersucht. Unter den untersuchten 479 Substanzen konnte allerdings 

keine gefunden werden, die das Wachstum bei 30 µM unterdrückte. Selbst eine 

Reduktion des Wachstums um 50%, was als erster Hinweis für eine antibiotische 

Aktivität dienen könnte, wurde nicht beobachtet. Die z-Faktoren lagen bei allen 

Tests zwischen 0,88 und 0,95, was für die Verlässlichkeit der Daten spricht. 

 

5.2.3 Suche nach mikrobiell wirksamen Verbindungen gegen 

Acinetobacter baumannii 

Acinetobacter baumannii wurde als dritter gramnegativer Bakterienstamm 

genutzt, um wirksame Verbindungen im Testset zu identifizieren (siehe 

Kap. 5.1.1). Die z-Faktoren bei allen Tests lagen zwischen 0,92 und 0,98. Eine der 

478 Substanzen inhibierte das Wachstum bei 30 µM (Abb. 14). 

 

Abbildung 14: Struktur von Flumequine. Die Substanz wird unter der 
Bezeichnung AC42 mit der Mol. ID. 5132 geführt. 
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Bei dieser Verbindung handelt es sich um den Naturstoff Flumequine, einen 

Vertreter der Fluorchinolone. Die antibiotische Aktivität des Flumequins 

resultiert aus der Inhibition der Gyrase, einer Topoisomerase vom Typ 2.[140] 

Fluorchinolone finden in der Human- und Veterinärmedizin breite Anwendung. 

Eines der bekanntesten Beispiele ist das von der Firma Bayer entwickelte 

Antibiotikum Ciprofloxacin, welches unter dem Handelsnamen Ciprobay (und 

Ciproxin) seit mehr als 20 Jahren vertrieben wird. Da der Wirkmechanismus 

bereits detailliert aufgeklärt wurde, wurde von einer weiteren Untersuchung 

dieser Verbindung abgesehen. 

 

5.2.4 Suche nach mikrobiell wirksamen Verbindungen gegen 

Staphylococcus aureus 

Da das Auftreten Methicilin-resistenter Staphylococcus aureus-Stämme (MRSA)  

zu erheblichen Problemen im Gesundheitswesen führt[141,142], wurde neben 

den drei gramnegativen Stämmen (Kapitel 5.2.1–5.2.3) auch ein grampositiver 

MRSA-Stamm getestet. Die Tests waren mit z-Faktoren zwischen 0,74 und 0,96 

außerordentlich stabil. Insgesamt 20 Verbindungen aus fünf Gruppen inhibierten 

das Wachstum bei 30 µM. Die repräsentativen Vertreter dieser fünf Gruppen sind 

in Abbildung 15 dargestellt. 

 

Abbildung 15: Mikrobiell wirksame Verbindungen gegen S. aureus. Die 
Stereochemie der Verbindungen war nicht in der Datenbank hinterlegt. A) 
Substanz VUAR 031; Mol. Id. 9062. B) Substanz VUAR 029; Mol. ID. 9060. C) 
Substanz VS-25; Mol. ID. 7444. D) Substanz LW 88; Mol. ID. 4758. E) Substanz 
A12B11C2; Mol. ID. 51928. 
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Im zweiten Schritt wurden alle zu den fünf aktiven Substanzen ähnlichen 

Moleküle aus dem Testset getestet. Es handelte sich um insgesamt 64 Substanzen. 

VUAR 031 und 029 (Abb. 15A und B) hatten eine minimale inhibitorische 

Konzentration von 30 und 15 µM. Die Verbindung VUAR 037, eine zu VUAR 031 

ähnliche Verbindung, zeigte einen MIC von 7,5 µM und war damit der aktivste 

Vertreter dieser Strukturklasse. Da jedoch noch wirksamere Substanzen 

identifiziert wurden, wurde diese Strukturklasse nicht weiter verfolgt. Mit einem 

MIC von 30 µM zeigte VS-25 keine potenten antibakteriellen Eigenschaften (Abb. 

15C). Allerdings gehörten mit einer MIC von je 3 µM die beiden aktivsten 

Substanzen des Tests zu dieser Strukturklasse. Aus den 45 Vertretern dieser 

Gruppe konnten dann direkt erste Struktur-Wirkungsbeziehungen aufgestellt 

werden (Abb. 16). Die niedermolekularen Verbindungen LW 88 und A12B11C2 

(Abb. 15D und E) zeigten mit einem MIC von 15 und 30 µM keine starke Aktivität 

und alle zu diesen Strukturen ähnlichen Verbindungen waren inaktiv.  

 

Abbildung 16: Struktur-Wirkungsbeziehung der zu VS-25 ähnlichen 
Verbindungen. Gezeigt ist die Struktur von NSP 236. 
 

Die in Abbildung 16 gezeigte Verbindung NSP 236 hatte eine MIC von 3 µM, das 

entspricht 1,2 mg/l. NSP 237 besitzt, verglichen mit NSP 236, die 

entgegengesetzte Konfiguration an beiden stereogenen Zentren, jedoch wies die 

Verbindung die gleiche Aktivität auf. Bei Betrachtung der Substituenten an 

Position 1 wurde deutlich, dass kleinere aliphatische Ketten zu einer 

Verminderung der Aktivität führten. Ein Ethyl- oder Propen-Rest an dieser 

Position reduzierte die Aktivität auf 15 µM. Position 2 war noch empfindlicher 

gegenüber Veränderungen. Eine Keto-Funktion an dieser Stelle inaktivierte das 

Molekül.  

Erste Untersuchungen zeigten, dass die Substanzen bakteriotoxisch wirkten (Abb. 

18). Es war jedoch nicht möglich, eine größere Menge von NSP 236 oder 237 zu 
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erhalten, deshalb konnten keine weiterführenden Untersuchungen durchgeführt 

werden. 

Da eine gewisse chemische Ähnlichkeit zwischen den aktiven Substanzen LW 88 

und A12B11C2 (Abb. 15D und E) und einer vorhandenen Bibliothek 

substituierter Tetramsäuren bestand, wurde diese Bibliothek aus 40 Substanzen 

ebenfalls in S. aureus, B. subtilis und E. coli getestet. Eine der Verbindungen, 

TK67A (Abb. 17A), zeigte eine MIC von 12,5 µM (3,1 mg/l) in B. subtilis und von 

50 µM (12,6 mg/l) in S. aureus. Bei der mit einem längeren Acylrest substituierten 

Tetramsäure TK67B (Abb. 17B) wurde nur noch eine MIC von 250 µM (73,8 

mg/l) in B. subtilis und von 500 µM (148 mg/l) in S. aureus gemessen. Beide 

Substanzen waren in E. coli bis zu einer Konzentration von 1 mM inaktiv. Als 

Vergleich wurde Reutericyclin genutzt (Abb 17C). Der Naturstoff Reutericyclin 

wirkt in einem Bereich von 0,27 bis 2,7 µM (0,1 bis 1 mg/l) gegen eine Vielzahl 

grampositiver Bakterien antibiotisch.[143] 

 

Abbildung 17: Struktur mikrobiell wirksamer Tetramsäuren. A) Struktur von 
TK67A. B) Struktur von TK67B. C) Struktur von Reutericyclin. 
 

Die für die Tests verwendete DIN-Norm kann bei aktiven Verbindungen nicht 

zwischen bakteriostatischen und bakteriotoxischen Molekülen unterscheiden. 

Diese Unterscheidung ist aber sowohl von klinischer als auch von akademischer 

Relevanz. Im Körper kann ein bakteriostatisches Medikament das Immunsystem 

bei der Abwehr einer Infektion nur unterstützen, nicht aber den Erreger 

eliminieren. Wissenschaftlich betrachtet können wiederum viele bekannte Ziele 

etablierter Antibiotika ausgeschlossen werden, wenn man weiß, welche Art der 

Wirkung eine Substanz besitzt. Somit könnte solch eine Unterteilung erste 

Hinweise auf den molekularen Angriffsort einer chemischen Verbindung liefern. 



5. Ergebnisse 

 70 

0

1

2

3

4

5

6

0 60 120 180 240 300

Zeit in Sekunden

R
e

la
ti

v
e 

In
te

n
si

tä
t

 

Abbildung 18: Färbung behandelter Bakterienzellen mit Propidiumiodid. 
Dreieck: Inkubation mit 6 µM NSP236, Zugabe nach 72 Sekunden. Viereck: 
Inkubation mit 25 µM TK67A, Zugabe nach 114 Sekunden. Diamant: Hintergrund. 
 

Um dies zu untersuchen, wurde die Zellwandintegrität nach Behandlung mit den 

Verbindungen getestet. Dazu wurden die Bakterienzellen mit dem DNA-

anfärbenden Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid inkubiert und die 

Fluoreszenzzunahme gemessen (Abb.18). Nach Zugabe von NSP236 oder TK67A 

stieg die Fluoreszenz in beiden Fällen sprunghaft an. Dies bedeutete, dass 

Bakterienzellen zerstört wurden, da der nicht zellgängige Fluoreszenzfarbstoff 

Propidiumiodid sonst nicht mit der zellulären DNA in Wechselwirkung treten 

könnte. Beide Substanzen wirkten also bakteriotoxisch. Im Falle von TK67A 

wurde diese Wirkung vermutet, da das zur selben Substanzklasse gehörende 

Reutericyclin diese Wirkungsweise besitzt.[143] Reutericyclin entkoppelt den 

Protonentransport über der Bakterienmembran und zerstört dadurch aktiv die 

Bakterienzelle.[144]  

Um diesen Mechanismus zu untersuchen, wurde ein Fluoreszenzfarbstoff genutzt, 

der den intrazellulären pH-Wert der Bakterien messbar machte (Abb. 19) (siehe 

Kap. 4.1.11). Der Anstieg des pH-Werts vor Substanzzugabe kam durch die 

Zugabe von Glukose zustande. Dadurch wird der Metabolismus der Zellen 

aktiviert, was zu einem Strom von Protonen aus der Zelle führt. 
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Abbildung 19: Bestimmung des intrazellulären pH-Werts von 
Bakterienzellen. A) Kontrollen; Dreieck: Inkubation mit 1 µM Nigericin. Viereck: 
Inkubation mit 1 µM Valinomycin, Zugabe jeweils nach 160 Sekunden. B) TK67A; 
Dreieck: Inkubation mit 25 µM, Zugabe nach 60 Sekunden. Viereck: Inkubation 
mit 200 µM, Zugabe nach 160 Sekunden. 
 

Sowohl das wenig selektive Nigericin als auch das selektive Kalium-Ionophor 

Valinomycin führten in einer Konzentration von 1 µM sehr schnell zum 

Zusammenbruch des intrazellulären pH-Werts (Abb. 19A). Ampicillin, Tetracyclin 

und 2,4-Dinitrophenol wurden als zusätzliche Kontrollen genutzt und zeigten 

ebenfalls die erwarteten Wirkungen. TK67A entkoppelte in einer Konzentration 

von 25 µM den Protonengradienten (Abb. 19B). Bei der achtfachen Konzentration 

erfolgt der Ausgleich deutlich schneller verglichen mit der zweifachen minimalen 

inhibitorischen Konzentration 25 µM (Abb. 19B). Dieses Ergebnis könnte 

erklären, warum gramnegative Bakterien nicht abgetötet werden. Dort bindet die 

Substanz an die äußere der beiden Membranen, über der kein Protonengradient 

liegt. Ein ähnliches Bild ergibt sich in eukaryotischen Zellen, bei denen TK67A 

vermutlich auch in die Membran inseriert und dann nicht zu den Mitochondrien, 

über deren innerer Membran der Protononengradient liegt, gelangen kann. 

TK67A wirkt selbst in hohen Konzentrationen nicht zytotoxisch in der Zellkultur 

(Abb. 20). 
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Abbildung 20: Zytotoxizität von zwei Tetramsäuren. Für diese Untersuchung 
wurden HEK293-Zellen verwendet. Dreieck: Inkubation mit TK67A. Viereck: 
Inkubation mit TK67B. 
 

Da der Wirkmechanismus von TK67A dem aus der Literatur bekannten des 

Reutericyclins gleicht, wurden keine weiterführenden Experimente durchgeführt. 

Abschließend lässt sich aber sagen, dass die Identifikation bekannter Antibiotika 

die Zuverlässigkeit des Testsystems wiederspiegelt.  

 

5.3 Einsatz des Testsets zur Identifizierung von Modulatoren des 

Wnt-Signalwegs 

 

Die in Abschnitt 3.2 beschriebenen Untersuchungen der antibiotischen Aktivität 

zeigten, dass das Verfahren zur Auswahl repräsentativer Verbindungskandidaten 

zur Identifizierung aktiver Substanzen geeignet war. Es wurde daher in einem 

wesentlichen Forschungsprojekt dieser Arbeit angewandt. Das Ziel war die 

Identifizierung neuer Modulatoren des kanonischen Wnt-Signalwegs, wobei sich 

die Untersuchungen auf den kanonischen Teil des Wnt-Signalwegs, der in 

Kapitel 1.2.2 genauer beschrieben wurde, konzentrieren sollten. Der Wnt-

Signalweg nimmt eine Schlüsselposition in vielen entwicklungsphysiologischen 

und regenerativen Prozessen ein. Die Regeneration und Erneuerung von 

Knochen, Haaren, Epithelien oder den Zellen des blutbildenden Systems sind nur 
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einige Beispiele. Auch schwere Krankheiten wie zum Beispiel Darmkrebs, 

Nierentumore und Leukämie haben ihre molekularen Ursachen oft in Mutationen 

des Wnt-Signalwegs.[145] Die Bedeutung dieses Signalwegs bei 

Alterungsprozessen und in der regenerativen Medizin wird immer deutlicher. 

Niedermolekulare Modulatoren könnten deshalb sowohl in der Forschung als 

auch in der Medizin einen erheblichen Nutzen bringen. 

 

5.3.1 Entwicklung eines phänotypischen Tests des Wnt-Signalwegs 

Der Name Wnt ist ein Akronym aus Wingless und Int-1. Wingless ist ein Protein 

der Fruchtfliege Drosophila melanogaster, dessen Mutationen zu schweren 

Entwicklungsstörungen führen. Unter anderem besitzen diese Tiere zwar noch 

Halteren, es fehlen jedoch die Flügel.[146] Int-1 wiederum bezeichnet die Stelle 

im Genom (integration site-1), in der ein MMT-Virus sich in das Genom einer 

Labormaus integriert hatte. Diese Integration führte zur vermehrten Expression 

des Proto-Onkogens Int-1 und damit letztendlich zu Brustkrebs.[147] Spätere 

Forschungen zeigten, dass es sich bei Wingless und Int-1 um zueinander 

homologe Proteine handelte. Es handelte sich um das später als Wnt3a 

bezeichnete Protein. 

Aus dem Brustgewebe der Labormaus wurde eine immortalisierte Zelllinie 

erzeugt, die mit dem Tumorgewebe vergleichbare Eigenschaften aufwies. Falls in 

diesen C57MG-Zellen das Protein Int-1 durch Retroviren[148] oder durch direkte 

Zugabe[149] aktiviert wurde, zeigten die Zellen ein vermehrtes Wachstum.  
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Abbildung 21: Phänotypen behandelter C57MG Zellen. A) unbehandelte 
C57MG-Zellen. B) Wnt3a-konditioniertes Medium in 75 cm2-Kulturschalen. C) 
Wnt3a-konditioniertes Medium mit 1 µM PKF118-310. D) Wnt3a-konditioniertes 
Medium in 0,38 cm2-Mikrotiterplatte. 
 

C57MG-Zellen wuchsen als Ephithel, bei dem die Zellen eine geschlossene Fläche 

bildeten (Abb. 21A). Nach Zugabe von Wnt3a-konditioniertem Medium wuchsen 

die Zellen unkontrolliert übereinander, in Abbildung 21B ist ein 

charakteristisches Resultat, ein Zellhaufen, gezeigt. Bei einer Miniaturisierung der 

Kulturschalen und damit einhergehend einem höheren Grad an Automation 

blieben diese Zellhaufen aber aus. Die Zellen zeigten zwar nach wie vor ein 

unkontrolliertes Wachstum, jedoch war der zu beobachtende Phänotyp weniger 

stark ausgeprägt (Abb. 21D). Durch Zugabe eines Inhibitors des Wnt-Signalwegs 

konnte ein epitheliales Wachstum wiederhergestellt werden (Abb. 21C). Trotz 

des schwachen Phänotyps war also eine sichere Unterscheidung zwischen Wnt-

Signalweg-aktivierten (Abb. 21D) und -inaktivierten Zellen (Abb. 21C) möglich. 

Um phänotypische Tests sicher auszuwerten, bedarf es genau messbarer 

Parameter. Subjektive Parameter werden in einer hohen Anzahl falsch-positiver 

und falsch-negativer Substanzen münden. Ein verlässlicher Parameter ist die 

Zellzahl. Epitheliale C57MG-Zellen, die mit einem Int-1-exprimierenden 
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Retrovirus infiziert wurden, erreichen eine 3- bis 5-fach höhere Zellzahl 

verglichen mit nicht infizierten Zellen.[148] Aus diesem Grund wurde ein 

Wachstumstest von C57MG-Zellen unter verschiedenen Bedingungen 

durchgeführt.  
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Abbildung 22: Wachstumstest von Wnt-Aktivatoren. Dreieck: Inkubation mit 
Medium. Viereck: Inkubation mit 1,5 mM Buryrat. Kreis: Inkubation mit 20 mM 
Lithium. Diamant: Hintergrund. 
 

Sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden war die Anzahl der Zellen, die mit 

Aktivatoren des Wnt-Signalwegs behandelt wurden, geringer als die der 

Kontrollen (Abb. 22). Dieses Ergebnis wurde mit verschiedenen anderen 

Aktivatoren, Zellzahlen und späteren Zeitpunkten bestätigt. Der Grund für dieses 

Ergebnis wurde zum einen in den unterschiedlichen Aktivierungsbedingungen 

vermutet, zum anderen unterschieden sich die Zellen aber auch in Größe und 

Form. Während C57MG-Zellen bei 100% Konfluenz als kleine regelmäßige 

Vielecke erschienen (Abb. 21A), bleiben sie nach Aktivierung des Wnt-Signalwegs 

bei ihrer normalen langgestreckten Form (Abb. 21B und D). Die Zellform war 

nach Aktivierung des Signalwegs deshalb ein deutlich besseres Kriterium als die 

Zellzahl. Zur Analyse der Zellform wurde die Cellenger-Software (Definiens AG, D) 

herangezogen, welche für Bilderkennung und automatische Analyse auf dem 

Gebiet der Multi-Parameter-Tests (high content screening) bereits breite 

Anwendung fand.  
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Abbildung 23: Phänotypische Auswertung mittels Cellenger. 
A) Ausgangsaufnahme von C57MG-Zellen. B) Definition erster Objekte; dargestellt 
in Rot. C) Definition weiterer Objekte; dargestellt in Blau. 
 

Die Analyse der Bilder wurde durch zwei parallel ablaufende Methoden 

durchgeführt. Zuerst wurde ein kontrast- und helligkeitsbasiertes Verfahren 

verwendet, um sich teilende oder absterbende Zellen zu erkennen. Die auf diese 

Art erkannten Objekte sind in Abbildung 23B rot dargestellt. Ein weiteres 

Verfahren wurde entwickelt, um die lebenden Zellen zu erkennen. Da die 

Kontrast- und Helligkeitsunterschiede zwischen Hindergrund und Zellen 

verhältnismäßig gering waren, wurden mehrere Parameter für dieses Verfahren 

genutzt. Die Größe der zu definierenden Objekte wurde eingegrenzt und neben 

dem Kontrast spielten auch Helligkeitsänderungen eine wesentliche Rolle, da der 

Hintergrund eine homogenere Helligkeitsverteilung als die Zellen aufwies. Das 

Ergebnis ist in Abbildung 23C blau dargestellt.  

Auf diese Weise konnten mehrere Parameter aus einem Test ermittelt werden. 

Neben der Eigenschaft einer Substanz, den Wnt-Signalweg zu modulieren, konnte 

die Toxizität und der Prozentsatz der sich in Teilung befindlichen Zellen bestimmt 

werden. Dadurch würden sich zum Beispiel Verbindungen identifizieren lassen, 

die den Zellzyklus modulieren.[150] Während die Bestimmung der mitotischen 

oder toten Zellen mit hoher Sicherheit gelang (Abb. 23B), war die Identifizierung 

der lebenden Zellen eine große Herausforderung (Abb. 23C). Das Problem 

bestand darin, ein Erkennungsverfahren zu entwickeln, welches auf der einen 

Seite akkurat genug war, Zellen sicher zu identifizieren, und auf der anderen Seite 

flexibel genug, um Bilder unterschiedlicher Qualität zu analysieren. Wie in 

Abbildung 23C gezeigt, erkannte das Programm den Bildhintergrund mit hoher 

Zuverlässigkeit. Zellen wurden allerdings mit nur geringer Zuverlässigkeit 

identifiziert (blaue Objekte in Abb. 23C). Abschließend musste jedoch festgestellt 

werden, dass es nicht gelang, das Erkennungsverfahren flexibel genug zu 
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gestalten, damit es mit unterschiedlichsten Bildern sicher arbeitete. Um die 

Aussagekraft der Bilder zu steigern und homogenere Bilderserien zu erhalten, 

wurden verschiedene Anfärbungen durchgeführt.  

 
Abbildung 24: Verschiedene Färbungen von C57MG-Zellen. A) Färbung mit 
Hämatoxylin-Eosin. B) Färbung nach Giemsa. C) Färbung mit Coelestin Blau. 
D) Fluoreszenzfärbung, Blau: DAPI-Färbung der DNA, Rot: TRITC-Phalloidin-
Färbung des Aktin, Grün: FITC-Immunfärbung der Mikrotubuli. A) bis C) 10-fache 
Vergrößerung. D) 20-fache Vergrößerung. 
 

Von den genutzten Färbemethoden waren Behandlungen mit Hämatoxylin-Eosin, 

Coelestin Blau und Fluoreszenzmarkern ungeeignet (Abb 24A, C und D). Durch 

diese Anfärbungen konnten weder die Zellen deutlicher vom Hintergrund 

getrennt werden noch zeigten sich zusätzliche Charakteristika, die für die Analyse 

nützlich waren. Die Färbung nach Giemsa (Abb. 24B) erwies sich als besser 

geeignet, da der Kontrast und die Homogenität zwischen verschiedenen 

Aufnahmen deutlich gesteigert wurde. Durch den dunkel angefärbten Zellkern 

und die gut sichtbaren Zellgrenzen wurde auch die automatisierte Identifikation 

der Zellen vereinfacht. Der Einsatz einer Färbemethode, um auswertbare 

Datensätze zu generieren, reduzierte allerdings wieder den Durchsatz und 

erhöhte den manuellen Aufwand deutlich. Das Ziel, einen automatisierbaren Test 
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für die Untersuchung vieler Substanzen zu entwickeln, war mit dieser Methode 

nicht direkt zu erreichen. 

 

5.3.2 Entwicklung eines Reportergen-basierten Tests des Wnt-

Signalwegs 

Da die phänotypischen Untersuchungen sich als wenig zuverlässig erwiesen, 

wurde ein anderes Prinzip gewählt, den Wnt-Signalweg zu untersuchen. Für die 

weiteren Arbeiten wurde eine auf einem Reporterkonstrukt basierende Detektion 

genutzt. Diese Methode erwies sich als manuell weniger aufwändig und zeigte 

eine deutlich überlegene Stabilität. Das Ziel eines auf einem Reportergen 

basierten Tests ist immer die Sichtbarmachung eines zellulären Ereignisses durch 

einen Reporter. Im Falle von Signalwegen nutzt man hierfür entweder die 

Aktivität eines Schlüsselenzyms [151] oder, wie auch im Falle des Wnt-

Signalwegs, die Expression eines Zielgens. Die Expression des Zielgens wird dabei 

mit der Expression des Reportergens verknüpft.[152] Normalerweise werden 

mehrere Kopien des optimierten Wnt-Promotors vor das Reportergen kloniert, 

um ausreichende Signalstärken zu erzeugen. Eine übliche Anzahl liegt im Bereich 

von drei bis acht optimierten Kopien.[153,154] Diese Menge ist in natürlichen 

Systemen nicht anzutreffen. Da ein wichtiger Regulationspunkt des Wnt-

Signalwegs auf Ebene der Transkription liegt, stellt sich die Frage, ob solche 

Reporter ein wirklichkeitsgetreues Signal liefern. Allerdings kann auch die 

Nutzung ganzer, natürlicher Promotorbereiche von Zielgenen zu falsch-positiven 

Ergebnissen führen.[155] Als Reporter für den Wnt-Signalweg wurden bereits 

fluoreszente Proteine[156] und Enzyme wie ß-Galaktosidase[152] und 

Luciferase[154] genutzt. Der Einsatz von Enzymen bietet den Vorteil, dass durch 

den Umsatz eines Substrats während der Detektion eine Signalverstärkung 

stattfindet. Diese zusätzliche Verstärkung gab zusammen mit der in der Abteilung 

bereits vorhandenen Erfahrung den Ausschlag, ein auf Luziferase basierendes 

Reporterkonstrukt zu nutzen. Eine von Park et al. erzeugte Zelllinie erschien hier 

als besonders geeignet.[119] Diese Zelllinie geht von HEK293-Zellen aus, deren 

robuste Eigenschaften bereits mehrfach in der Abteilung genutzt wurden. Ein 

weiterer Vorteil der Zelllinie bestand in der Konstruktion ihres Reporters. 

Anstelle der oben beschriebenen Ansätze wurde vor das Zielgen nur eine einzige 
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Kopie des optimierten Wnt-Promotors kloniert. Um dennoch ausreichende 

Signalstärken zu erzielen, wurde zusätzlich ein Rezeptor des kanonischen Wnt-

Signalwegs, humanes Frizzled2, in der Zelllinie überexprimiert. Die Verstärkung 

des Signalwegs direkt am Rezeptor erschien sinnvoll, da dadurch der gesamte 

Signalweg mit allen Rückkopplungsschleifen und internen Modulatoren 

gleichmäßig aktiviert wurde und nicht nur der letzte Schritt des Signalwegs, die 

Translationskontrolle, überaktiviert war. 

Bereits die Vortests zur Ermittlung geeigneter Assaybedingungen zeigten, dass 

die Zelllinie gut geeignet war.  

 

Abbildung 25: Bestimmung der optimalen Zellzahl des Wnt-Reportergen-
Tests. A) Erhöhung des Signals relativ zum Hintergrund. B) Z-Faktor der 
Messungen. 
 

Mit 625 bis 10.000 Zellen pro Kavität ließ sich eine Signalsteigerung auf das 20-

bis 40-fache des Hintergrunds erzielen (Abb. 25). Für automatische Tests war 

eine Zellzahl von weniger als 2.500 Zellen pro Vertiefung allerdings ungeeignet, 

da die Schwankungen zu groß wurden und die z-Faktoren damit zu niedrig. 2.500 

bis 5.000 Zellen pro Kavität waren optimal. Diese Zellzahl ist deutlich geringer als 

die 20.000 Zellen, die in dem in der Abteilung etablierten Reportergen-Test zur 

Untersuchung des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalwegs eingesetzt wurden.[157] Durch 

die geringe Zellzahl im Wnt-Reportergen-Test konnte das Wachstumsmedium pro 

Vertiefung von 200 µl auf 100 µl gesenkt werden. Die Belüftung verbesserte sich 

dadurch deutlich, was zu einer höheren Stabilität des Tests beitrug. In einem 

repräsentativen Test stieg der z-Faktor dadurch von 0,59 auf 0,69. Ein weiterer 

Vorteil war der reduzierte Substanzverbrauch je Test. Da zur Durchführung des 

Tests der Sinalweg durch Zugabe von mit Wnt3a-Protein angereichertem Medium 

stimuliert werden muss, ergaben sich auch in diesem Schritt Einsparungen. 
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Durch die erhöhte Zahl an Wnt3a-Rezeptoren erwies sich die Zelllinie als 

außerordentlich sensitiv gegenüber Wnt3a-Protein. Bereits 1,2 ng/ml führten zu 

einer 4-fachen Steigerung des Signals. 
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Abbildung 26: Bestimmung der optimalen Inkubationsdauer des Wnt-
Reportergen-Tests. Aktivierung durch 50 ng/ml Wnt3a-Protein. 
 

Bei Aktivierung des Signalwegs mit 50 ng/ml Wnt3a-Protein stieg das 

Reportergen-Signal in den ersten acht Stunden (Abb. 26) stark an, wobei alle vier 

Stunden eine Verdreifachung zu beobachten war. Zwischen 8 und 24 Stunden 

nach Aktivierung erreichte die Luziferaseaktivität eine Sättigung, da nur noch ein 

Zuwachs um das 0,5-fache zu beobachten war. Eine Inkubation von 14 Stunden 

war deshalb ausreichend, um eine gute Signalstärke zu erhalten.  
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Abbildung 27: Verhalten des Wnt-Reportergen-Tests bei Inhibition. 
Aktivierung durch konditioniertes Medium (Wnt3a-Medium) und Medium als 
Kontrolle (L-Zell-Medium). Die Aktivierung des Wnt-Signalwegs durch die 
Kontrollen ist als schwarzer Balken dargestellt. Die Modulation der Wnt-
Signalwegsintensität nach Zugabe von PKF188_310 ist als grauer Balken 
dargestellt. Die Viabilität der Reportergen-Zelllinie nach Zugabe von PKF188_310 
ist als durch eine Linie verbundenes schwarzes Dreieck dargestellt. 
 

Mit diesen Bedingungen ließ sich ein stabiles Testsystem etablieren. Um die 

sichere Identifikation von Inhibitoren zu gewährleisten, wurde zunächst ein 

bekannter Inhibitor untersucht. Der Inhibitor PKF118_310 wurde von M. 

Lepourcelet et. al. identifiziert.[158] In einem ELISA-ähnlichen Verfahren hatten 

sie aus 7.000 Naturstoffen 12 identifiziert, die die Bildung zwischen TCF4 und ß-

Catenin inhibieren konnten. Die Substanz war mit einem IC50-Wert von 0,8 µM die 

zweitaktivste, in der Zellkultur erwies sich dieses Purinanaloga aber bei 

Konzentrationen über 1,5 µM als giftig. Das in Abbildung 27 gezeigte 

Wirkungsspektrum stimmt mit den Literaturdaten überein.[158]  
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Abbildung 28: Verhalten des Wnt-Reportergen-Tests bei Aktivierung. 

Aktivierung durch konditioniertes Medium oder andere Aktivatoren, die dem 

Medium zugesetzt wurden. Die Aktivierung durch ein konditioniertes Medium 

wurde auf 100% gesetzt. Gegenüber der Kontrolle mit dem L-Zell-Medium 

handelt es sich um ein 30-fach stärkeres Signal. 
 

Auch die Identifizierung von Aktivatoren war mit diesem Testsystem möglich, wie 

Abbildung 28 zeigt. Sowohl Lithium[159] als auch Butyrat[160] sind Aktivatoren 

des kanonischen Wnt-Signalwegs. Beide Substanzen erhöhen die 

Luziferaseproduktion unter den Testbedingungen. Wurden die Zellen gleichzeitig 

mit einem Wnt3a-haltigen Medium und einem der Aktivatoren inkubiert, zeigte 

sich ein synergistischer Effekt, der bei Inkubation mit beiden Aktivatoren und 

Wnt3a-Medium am stärksten war. 

Durch den optimierten Luziferase-basierten Reportergen-Test war es möglich, 

nach Modulatoren des Wnt-Signalwegs zu suchen. Der Test war schnell, mit hoher 

Zuverlässigkeit und geringem Substanzverbrauch durchführbar.  

 

5.3.3 Einsatz des Reportergen-Tests zur Identifizierung von 

Modulatoren des Wnt-Signalwegs 

Die Zelllinie konnte erfolgreich eingesetzt werden, so dass neben den 479 

Verbindungen des Testsets auch die Gruppen der aktivsten Verbindungen 
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getestet wurden. Ingesamt handelte es sich dabei, zusammen mit den 

konzentrationsabhängigen Tests, um 809 Vierfachbestimmungen. Die mittlere 

Standardabweichung dieser Messungen lag bei 11,6%. Die z-Faktoren aller 

Messungen waren mit 0,71±0,11 ebenfalls sehr gut.  
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Abbildung 29: Ergebnis des primären Wnt-Reportergen-Tests. Substanzen, 
deren Aktivität in den rot markierten Bereichen lag, galten als aktiv. 615 
Substanzen wurden im primären Wnt-Reportergen-Test bei 30 µM untersucht; 
davon waren 479 Substanzen aus dem Testset und 136 aus anderen 
Substanzbibliotheken 
 

Bei Betrachtung der Ergebnisse des primären Tests fiel auf, dass die aktiven 

Verbindungen in Gruppen aufzutreten schienen (Abb. 29). Diese Häufung war 

rein zufällig, da die Belegung der Mikrotiterplatten nicht nach strukturellen 

Gesichtspunkten, sondern nach den Lagerorten der Substanzen optimiert wurde. 

Des Weiteren fiel auf, dass deutlich mehr aktive Substanzen identifiziert werden 

konnten als in den mikrobiellen Tests. Zehn Verbindungen aktivierten den 

Signalweg um mehr als das Doppelte und 68 Verbindungen reduzierten das 

Luziferase-Signal um mindestens die Hälfte. Generell gab es allerdings weit mehr 

Verbindungen, die den Signalweg aktivierten. 228 Verbindungen zeigten eine 

Aktivität von mindestens 115% der Kontrolle. Dagegen zeigten nur 140 

Substanzen einen inhibitorischen Effekt von höchstens 85% verglichen mit den 

Kontrollen. Alle Daten wurden in der abteilungseigenen Datenbank hinterlegt. Die 
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aktivsten Modulatoren wurden genauer untersucht und diese Ergebnisse sollen 

im Folgenden vorgestellt werden. 

 

 

5.3.4 Untersuchung eines Inhibitors des Wnt-Signalwegs 

Mit einer Restaktivität von 0,3% bei 30 µM war SR56 einer der aktivsten 

Inhibitoren, die im Testset identifiziert werden konnten (Abb. 30).  

 

Abbildung 30: Beschriebene Struktur von SR56. Die Mol. ID. der Substanz ist 
7093. Die Konfiguration der Stereozentren war nicht in der Datenbank hinterlegt 
und konnte auch nicht bestimmt werden. 
 

Die Verbindung war nicht toxisch. Bei einer Konzentration von 30 µM betrug die 

Viabilität der behandelten Zellen 95,7 ±2,2% der Kontrollen. Auch das 

Reporterenzym des Tests, Luziferase, wurde nicht durch die Substanz inhibiert, 

wie separate Untersuchungen der Enzymaktivität zeigten. 

 

Abbildung 31: Aktivität von SR56. A) Aktivität von SR56 nach Behandlung der 
Zellen mit Wnt3a-angereichertem Medium. B) Aktivität von SR56 nach 
Behandlung der Zellen mit 20 mM Lithium. 
 

In Abbildung 31 ist die Aktivität von SR56 gezeigt. Der ED50–Wert der Wnt-

aktivierten Messung lag bei 3,9 ±0,1 µM. Der ED50-Wert wird anstelle des IC50-

Wertes genutzt, wenn das molekulare Ziel der Substanz nicht bekannt ist. Dieser 
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Wert war ausgesprochen stabil. In drei Messungen wurden jeweils 2,9 ±0,1 µM, 

3,9 ±0,1 µM und 4,1 ±0,1 µM gemessen. Die Standardabweichungen sind bei 

dieser Substanz außerordentlich gering. Der ED50-Wert der Zellen, die mit 

Lithium aktiviert wurden, lag mit 2,7 ±0,1 µM im gleichen Bereich. Ähnliche 

Ergebnisse wurden mit 6-Bromindirubin-3’-oxim einem im Vergleich zu Lithium 

spezifischen GSK-3ß-Inhibitor erzielt. Um eine Struktur-Wirkungsbeziehung zu 

bestimmen, wurden 48 zu SR56 ähnliche Verbindungen, welche im Testset 

enthalten waren, zusätzlich getestet. Zudem wurden noch 272 weitere Dekaline 

aus der Substanzdatenbank der Abteilung getestet. Abbildung 32 zeigt die zwei 

aktivsten der 45 aktiven Verbindungen. 

 

Abbildung 32: Struktur und Aktivität der aktivsten Dekaline. A) Struktur von 
MS_326; Mol. ID. 6883. B) Aktivität von MS_326 nach Aktivierung mit 
konditioniertem Medium. C) Struktur von MS_092; Mol. ID. 6649. D) Aktivität von 
MS_092 nach Aktivierung mit konditioniertem Medium. B) und D) Relative 
Signalstärke als Balkendiagramm, relative Viabilität als Liniendiagramm. 
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Es zeigte sich in späteren Untersuchungen jedoch, dass die in der Datenbank 

hinterlegte chemische Struktur von SR56 falsch war. Die Stuktur-

Wirkungsbeziehungen mussten aus diesem Grund verworfen werden. Im 

nächsten Schritt wurde mit Untersuchungen zur Aufklärung der Wirkung 

begonnen. Hierzu wurden verschiedene zelluläre Experimente durchgeführt. 

Zuerst wurde untersucht, ob die im Reportergen-Test gewonnenen Erkenntnisse 

auch in nicht transformierten HEK293-Zellen reproduziert werden konnten. 

Abbildung 33: Western Blot von SR56 in HEK293-Zellen. Die Zellen wurden 
für 14 Stunden mit der Substanz inkubiert. Die ß-Catenin-Menge zeigt den Grad 
der Aktivierung des Wnt-Signalwegs. α-Tubulin wurde als Ladungskontrolle 
genutzt. Wnt3a-Medium und L-Zell-Medium dienten als Kontrollen des Wnt-
Signalwegs. 
 

Dabei zeigte sich, dass die Aktivität von SR56 nicht nur in der auf HEK293-Zellen 

beruhenden Reportergen-Zelllinie, sondern auch in Wildtyp-HEK293-Zellen 

reproduzierbar war (Abb. 33). Der aus dem Western Blot densidometrisch 

bestimmte ED50–Wert lag bei 6,0 ±0,2 µM. Damit war er etwas höher, als die aus 

den Werten des Reportergen-Tests ermittelten Konzentrationen. Mögliche 

Ursachen könnten in der unterschiedlichen Detektionsweise der Wnt-

Signalstärke liegen oder in einem unterschiedlichen Verhalten der Frizzled2-

überexprimierenden Reportergen-Zelllinie. In der Darmkrebszelllinie SW480 hat 

die Substanz mit einem densidometrisch ermittelten ED50–Wert von 5,1 ±0,3 µM 

eine ähnliche Aktivität wie in den HEK293-Zellen (Abb. 34). 

Abbildung 34: Western Blot von SR56 in SW480-Zellen. Die Zellen wurden für 
14 Stunden mit der Substanz inkubiert. Die ß-Catenin-Menge zeigt den Grad der 
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Aktivierung des Wnt-Signalwegs. α-Tubulin wurde als Ladungskontrolle genutzt. 
Wnt3a-Medium und L-Zell-Medium dienten als Kontrollen des Wnt-Signalwegs. 
 

Dass SR56 in den SW480-Zellen (Abb. 34) und auch in der mit Lithium aktivierten 

Reportergen-Zelllinie (Abb. 31B) den Wnt-Signalweg inhibierte, ließ erste 

Rückschlüsse auf die Zielproteine zu. In SW480-Zellen ist der Wnt-Signalweg 

konsitutiv aktiv, was auf eine Mutation des APC-Proteins zurückzuführen 

ist.[161] Durch diese Mutation kann ß-Catenin nicht mehr effizient 

phosphoryliert und abgebaut werden. Lithium-Ionen aktivieren den Wnt-

Signalweg durch Inhibition des Proteins GSK-3ß, was ebenso zu einer 

verminderten ß-Catenin-Phosphorylierung führt. Wenn jedoch trotz Aktivierung 

des Signalwegs auf der Ebene der ß-Catenin-Phosphorylierung eine Inhibition zu 

beobachten ist, muss der Inhibitor unterhalb dieses Prozesses in den Signalweg 

eingreifen. Für SR56 bedeutete das, dass sich die Wirkung durch Modulation des 

Transports von ß-Catenin in den Zellkern oder durch Beeinflussung der 

Translation erklären ließe. Da der Transport von ß-Catenin nur durch dessen 

Interaktion mit den Kernporen reguliert wird[162], erschien die direkte 

Translationskontrolle sehr viel wahrscheinlicher. Um diese Frage weiter 

aufzuklären, wurde eine Immundetektion in verschiedenen Zellkompartimenten 

durchgeführt (Abb. 35). 

Abbildung 35: Western Blot von SR56 mit Extrakten aus HEK293-Zellen. Die 
zytosolische Zellfraktion und die Kernfraktion wurden vor der Inkubation der 
Zellen für den Western Blot 30 Minuten auf Eis mit SR56 inkubiert. Das Wnt3a-
Medium und das L-Zell-Medium dienten als Kontrollen des Wnt-Signalwegs. 
 

Für diesen Versuch wurde eine Zellfraktionierung durchgeführt (siehe Kap. 4.3.2). 

Durch diese Fraktionierung erhielt man eine mit zytosolischen Proteinen 

angereicherte Fraktion und eine Fraktion, die hauptsächlich Zellkernproteine 

enthielt. Beide Fraktionen wurden für 30 Minuten bei 4 °C mit SR56 inkubiert und 

anschließend wurde dieses Protein-Inhibitor-Gemisch auf HEK293-Zellen 
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gegeben. Die Konzentration von SR56 wurde so gewählt, dass jeweils eine 

Endkonzentration von 4 µM vorlag. Wie in Abbildung 35 gezeigt, war in der 

zytosolischen Fraktion die nachgewiesene Menge an ß-Catenin reduziert. In 

Gegenwart der Kernfraktion war SR56 inaktiv. Dies lässt vermuten, dass dort 

SR56 an ein Protein gebunden und damit inaktiviert wurde. Dieses Experiment 

weist darauf hin, dass das Zielprotein von SR56 im Zellkern zu suchen ist. Da bei 

der Zellfraktionierung auch die Kernmembran abgetrennt wurde, könnte die 

Transkriptionskontrolle durch den ß-Catenin-TCF/Lef-Komplex das vermutete 

Ziel der Substanz sein. An diesem Komplex sind eine Vielzahl von Proteinen 

beteiligt. SR56 musste jedoch einen essentiellen Partner stören, da sonst die 

Aktivität des Reportergen-Tests bei hohen Konzentrationen der Substanz nicht 

vollständig inhibiert werden würde. 

Da Signalwege auf unterschiedlichsten Ebenen untereinander Informationen 

austauschen, ist die Modulation auf der Ebene der Transkriptionsfaktoren ein 

ideales Ziel bei der Suche neuer aktiver Substanzen. Auf diese Art wird 

vermieden, Verbindungen zu generieren, die mehrere Signalwege gleichzeitig 

beeinflussen. Außerdem kann man bei dieser Art der Inhibition sicher sein, den 

Signalweg außerhalb von internen Rückkopplungsmechanismen zu stören und so 

einen direkten Effekt zu erzielen. Mit diesen vielversprechenden Ergebnissen 

wurde die Resynthese der Molekülstruktur von SR56 beschlossen. Im Zuge dieser 

Resynthese zeigte sich, dass die als SR56 in der Substanzdatenbank hinterlegte 

Verbindung nicht die angegebene Struktur besitzen kann, aber zu dieser ähnlich 

sein muss. Die Aufklärung der unbekannten Struktur der als SR56 hinterlegten 

Verbindung war bisher nicht erfolgreich. Gezielte Syntheseprojekte ergaben 

bisher keine Verbindung mit einem zu SR56 identischen NMR. Auch die 

biologische Aktivität konnte durch andere während dieses Projekts synthetisierte 

Substanzen nicht erreicht werden. Der Test der 320 Dekaline im Verlauf der 

Struktur-Wirkungsuntersuchungen (Abb. 32) zeigte aber, dass in dieser 

Substanzsammlung durchaus aktive, den Wnt-Signalweg inhibierende 

Verbindungen aufzufinden sind. Dr. Hongjan Sun setzt diese Arbeit daher fort und 

untersucht die Aktivität und das molekulare Ziel der Dekaline im Wnt-Signalweg. 
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5.3.5 Untersuchung von Aktivatoren des Wnt-Signalwegs 

Neben den zahlreichen Inhibitoren wurden nur zehn Substanzen entdeckt, die die 

Aktivität des Wnt-Signalwegs in der Reportergen-Zelllinie mindestens 

verdoppeln konnten. Vier dieser zehn Verbindungen, darunter die beiden 

aktivsten des Sets, wiesen eine Oxepan-Substruktur auf. Um die Aktivität dieser 

Strukturklasse weiter zu prüfen, wurde eine 105 Mitglieder umfassende 

Bibliothek dieser Substanzen für Struktur-Wirkungsbeziehungen untersucht 

(Kap. 8.1). Die Verbindungen wurden in Konzentrationsreihen von 30, 20 und 10 

µM getestet und auch mit den bei diesen Konzentrationen auftretenden 

Zytotoxizitäten korreliert (Tab. 8; Kap. 8.1). Eine Konzentration von 20 µM 

erschien für eine Analyse der Struktur-Wirkungsbeziehung geeignet, da bei 10 µM 

die Aktivität der Substanzen nicht stark genug war und bei 30 µM fast alle 

untersuchten Oxepanderivate den Signalweg aktivierten. Bei 20 µM aktivierten 

50 der 105 Verbindungen den Signalweg um mindestens 50%. Abbildung 36 zeigt 

die aus den Messungen resultierende Struktur-Wirkungsbeziehung. 

Abbildung 36: Struktur-Wirkungsbeziehungen der Oxepanbibliothek. An 
Position R1 und R2 sind Toxizitätsdaten angegeben, alle anderen Angaben 
beziehen sich auf die Wnt-Aktivität. 
 

An Position R1 und R2 wurden große Substituenten nicht gut toleriert. 

Interessanterweise waren unsubstituierte Verbindung auch nicht sehr aktiv, 

sondern es erwiesen sich Methylgruppen an beiden Positionen als optimal. Die 

Positionen R1 und R2 waren zudem die einzigen, in denen ein klarer Trend für die 

Toxizität der Substanzen identifiziert werden konnte. Bei der untersuchten 

Konzentration waren insgesamt 14% der Substanzen toxisch. Die Stereochemie 

an der blau markierten Position konnte nicht für die Untersuchung herangezogen 

werden, da die Synthese an dieser Position nicht stereoselektiv erfolgte und eine 
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Trennung zum damaligen Zeitpunkt nicht möglich war. Eine Vergrößerung des 

Ringsystems durch Anknüpfung eines Maleinimids verbesserte die Aktivität. 

Dieser Trend ließ sich auch an der Position R3 erkennen. Größere, unpolare 

Substituenten zeigten eine erhöhte Aktivität. Durch die Öffnung des Ringes 

entstanden Karbonsäuren mit geringer Aktivität, wohingegen die Methylester 

dieser Säuren wiederum aktiver waren, was auf einen negativen Einfluss polarer 

Gruppen an dieser Position hindeutet. Die größte Variabilität an Substituenten 

befand sich an Position R4, von Hydroxyl- oder Ketogruppen bis zu Acylketten mit 

12 Kohlenstoffen. Es wurden auch Ringsysteme wie Benzol, Naphtalin oder 

Piperazin durch verschiedene Linker an dieser Position angebunden. In den 

Aktivitäten dieser Strukturen war kein klarer Trend zu erkennen. Die sehr 

kleinen Hydroxyl- und Ketogruppen zeigten geringe Aktivität, wohingegen alle 

anderen Substituenten ähnlich aktiv waren. Insgesamt waren nur sechs 

Strukturen mit einer Methylgruppe an Position R5 in der Bibliothek, weshalb eine 

klare Einschätzung dieser Position nicht möglich war. Die Ergebnisse der Tests 

deuteten aber auf eine höhere Aktivität unsubstituierter Verbindungen hin. In 

Abbildung 29 wurde das Aktivitätsprofil der zwei stärksten Aktivatoren 

dargestellt. Die Verbindung CD290-1 wurde, beruhend auf den Struktur-

Wirkungsbeziehungen, von Dr. C. Derave synthetisiert. Bei der synthetisierten 

Substanz CD290-1 handelt es sich, wie bei allen genutzten Oxepanen, um 

Gemische verschiedener Isomere und nicht um eine isomerenreine Substanz. 
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Abbildung 37: Darstellung der Aktivität der zwei stärksten Aktivatoren. A) 
Struktur von CD290-1. B) Struktur von SBO94. C) Toxizität der Verbindung 
CD290-1. D) Toxizität der Verbindung SBO94. C) und D) Blaue Darstellung HeLa-
Zellen; Rote Darstellung HepG2-Zellen; Gelbe Darstellung HEK293-Zellen. E) Wnt-
Signalwegaktivierung durch CD290-1. F) Wnt-Signalwegaktivierung durch 
SBO94. 
 

Die höhere Aktivität der Substanz bestätigte die beobachteten 

Gesetzmäßigkeiten, da durch die Einführung des Phenolrings an Position R3 die 

Aktivität gegenüber SBO94 noch gesteigert werden konnte (Abb. 37E und F). Die 

Verbindungen waren in beiden Fällen in den für den Wnt-Signalweg genutzten 

Konzentrationsbereichen nicht toxisch. Die Toxizität war außerdem vom Zelltyp 

abhängig, wobei die Leberzelllinie HepG2 in ihrem Verhalten sehr ähnlich zu den 
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Hek293Zellen war. HeLaZellen erwiesen sich als etwas weniger empfindlich. 

Dieses Verhalten bestätigte sich auch bei Untersuchung der Oxepane SBO42 und 

SBO43 (Kap. 8.1), die aufgrund von strukturellen Ähnlichkeiten zu SBO94 und 

CD290-1 und zur Verbesserung der Struktur-Wirkungsbeziehung ebenfalls  bis zu 

einer Konzentration von 140 µM untersucht wurden. Da der Zytotoxizitätstest bei 

diesen Konzentrationen aber große Mengen an Substanz benötigt, wurde von 

einer Messung der ganzen Bibliothek in diesem Konzentrationsbereich 

abgesehen.  

Verglichen mit der Untersuchung der Inhibitoren (Abb. 31) zeigten die 

Messungen der Oxepane sehr starke Schwankungen zwischen den Einzelwerten 

(Abb. 37E und F). Diese Streuung trat bei jeder gemessenen Konzentration auf. Es 

muss sich um eine für die Substanzklasse intrinsische Eigenschaft handeln und 

nicht um eine Ungenauigkeit des Tests, da andere Substanzklassen weniger 

streuende Ergebnisse lieferten. Trotz der Schwankungen der Messwerte waren 

die ED50-Werte reproduzierbar. SBO94 (Abb. 37B) lieferte in fünf Messungen 

ED50-Konzentrationen von 3,6, 3,9, 3,9, 4,4 und 5,5 µM und das obwohl die 

maximale Aktivität zwischen 126% und 192% der Kontrollen schwankte.  

Nach der Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehungen konnte die 

Wirkungsweise der Substanzen genauer untersucht werden. Um eine Wirkung 

auf das Reporterenzym Luziferase auszuschließen, wurde ein in vitro-Test dieses 

Enzyms durchgeführt. Für diesen Test wurden vier aktive Substanzen untersucht 

und es konnte keine Beeinflussung des Enzyms durch die Substanzen festgestellt 

werden. Mit dem Enzym GSK-3ß wurden ebenfalls in vitro-Untersuchungen dieser 

vier aktiven Substanzen durchgeführt. Das Enzym GSK-3ß nimmt eine 

Schlüsselstellung bei der Regulation des Wnt-Signalwegs ein und ist das Ziel 

verschiedener, den Wnt-Signalweg aktivierender Substanzklassen.[163] 

Allerdings veränderte keine der hier untersuchten Substanzen die Enzymaktivität 

der humanen GSK-3ß in vitro. 
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Abbildung 38: Western Blot von SBO94 in HEK293-Zellen. A) Western Blot 
von ß-Catenin und Aktin in HEK293-Zellen. Aktin wurde als Ladungskontrolle 
genutzt. B) Densitometrische Auswertung des in Abb. 29 A dargestellten Western 
Blots. Die relative Proteinmenge ist in Prozent zur Wnt3a-aktivierten Kontrolle 
angegeben. 
 

Die Aktivierung des Wnt-Signalwegs ließ sich auch in nicht-transformierten 

HEK293-Zellen reproduzieren (Abb. 38). Dabei zeigte aber der konzentrations-

abhängige Anstieg der ß-Catenin-Menge nicht exakt dasselbe Verhalten wie die 

Reportergen-Zelllinie. Der Grad der Aktivierung schwankte allerdings in 

verschiedenen Wiederholungen gleicher Immunodetektionen stark, ähnlich wie 

es auch bei den Reportergen-Tests beobachtet wurde. Es ließ sich deshalb nicht 

abschließend klären, ob die Unterschiede in den verschiedenen Methoden 

tatsächlich signifikant waren. 
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Abbildung 39: Synergistische Aktivität der Wnt-Signalweg-Aktivatoren. A) 
Aktivität der Substanzen SBO2, SBO9 und SBO90 ohne Stimulation der Zellen. Als 
Kontrolle diente das Wachstumsmedium. B) Aktivität der Substanzen SBO2, SBO9 
und SBO90 nach Stimulation der Zellen mit 10% Wnt3a-haltigem Medium. Als 
Kontrollen wurde die Aktivierung durch 10% Wnt3a-Medium auf 100% gesetzt. 
Das entsprechend verdünnte L-Zell-Medium entsprach 10% dieser Aktivität. 
 

Die Aktivität der Substanzen konnte nur beobachtet werden, wenn der Signalweg 

bereits aktiviert war (Abb. 39B). Im nicht-aktiven Zustand zeigten die 

Verbindungen keinen Effekt (Abb. 39A). Die Substanzen sind deshalb 

synergistische Signalwegsaktivatoren und keine reinen Aktivatoren im 

strengeren Sinne. Diese synergistische Wirkung konnte nicht erzielt werden, 

wenn der Signalweg durch Inhibition der GSK-3ß aktiviert wurde und auch in 

SW480-Zellen war dieser Effekt nicht zu beobachten. Da synergistische Effekte 

durch die Beeinflussung eines Signalwegs durch andere Signalwege auftreten 

können, sollte für weitere Untersuchungen eine Affinitätsreinigung genutzt 

werden. Bei dieser Methode werden Proteine identifiziert, die mit einer 

Verbindung interagieren (siehe Kap. 1.1). Durch diesen Ansatz konnten 

verschiedenste Signalwege und Interaktionspartner simultan ausgeschlossen 

oder identifiziert werden, da alle interagierenden Proteine gleichzeitig 

identifiziert werden können. Diese Fülle an Ergebnissen wäre durch einzelne 

Tests nicht möglich gewesen. Für die Affinitätsaufreinigung wurde von Dr. C. 

Derave ein Biotin mittels eines Linkers an ein Oxepan gebunden (Abb. 40A). Das 

Biotin ermöglichte aufgrund seiner hohen Affinität zu Streptavidin die 

Aufreinigung (siehe Kap. 4.3.7).  
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Abbildung 40: Struktur und Aktivität der Affinitätssonde. A) Struktur der 
Substanz CD267-3. B) Aktivität der der Substanz CD267-3. 
 

Die Affinitätssonde erwies sich als inaktiv im Reportergen-Test in Zellen. Auch in 

Western Blots konnte keine Aktivierung des Wnt-Signalwegs durch diese 

Substanz festgestellt werden. Um zu unterscheiden, ob die Substanz ihre Aktivität 

verloren hatte oder ob sie noch aktiv, aber nicht mehr zellgängig war, wurde eine 

Immunfluoreszenz-Färbung mit der Substanz durchgeführt. 
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Abbildung 41: Immunfluoreszenzfärbung fixierter und permeabilisierter 
HEK293-Zellen mit der Affinitätssonde. A) und B) Färbung mit CD267-3. C) 
Kontrollfärbung mit Biotin-Kontrollmolekül. A-C) Für die Färbung wurden 
HEK293-Zellen und Streptavidin-Cy3 genutzt. Der Maßstab ist in µm angegeben. 
 

Für diese Färbung wurden die Sonde und das Kontrollmolekül an ein 

fluoreszenzmarkiertes Streptavidin gebunden und dieses Konjugat wurde 

anschließend für die Färbung eingesetzt. Als Kontrolle wurde ein Biotin mit 

Linkermolekül genutzt (Abb. 42B). Wie in Abbildung 41 gezeigt, war es möglich, 

eine spezifische Färbung zu erhalten. Die äußere Membran, das Zytoplasma und 

ein Nukleolus-ähnliches Kompariment wurden stark angefärbt. Demgegenüber ist 

die Färbung des Kerns nur schwach ausgeprägt. Die unterschiedliche Anfärbung 

der Kompartimente spricht für eine differenzierte Affinität der Sonde. Es wurde 

daher vermutet, dass nur die Membrangängigkeit der Affinitätssonde vermindert 

war, weshalb mit der Affinitätsaufreinigung begonnen werden konnte.  

Abbildung 42 zeigt die Struktur der Affinitätssonde und der Kontrolle. Leider war 

es nicht möglich, nur aufgrund der Struktur-Wirkungsbeziehungen ein inaktives 

und gleichzeitig ähnliches Molekül zu entwickeln. Die einzigen bei allen 

Konzentrationen inaktiven Substanzen waren Oxepane mit Carbonsäuren an 

Position R3. Dafür muss das Imid an Position R3 (Abb. 36) hydrolisiert werden. 

Die dadurch erhaltene Dicaronsäure  wäre allerdings nicht nur um 91 g/mol 

leichter als die Ausgangsverbindung, sondern durch die beiden entstandenen 

deprotonierbaren Carbonsäuren in den Puffern der Affinitätsaufreinigung 

wahrscheinlich auch geladen. Diese Substanzen würden erheblich andere 

Wechselwirkungen mit Proteinen eingehen als die Ausgangssubstanz und deshalb 

diente als Kontrolle die Affinitätssonde ohne das Oxepan (Abb. 42B). 
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Abbildung 42: Strukturen der für die Affinitätsaufreinigung genutzten 
Moleküle. A) Chemische Struktur der Affinitätssonde CD267-3. B) Chemische 
Struktur des Kontrollmoleküls. 
 

Das Prinzip der Affinitätsaufreinigung wurde in Kapitel 1.1 vorgestellt. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde die komparative Methode genutzt, wobei ein 

entscheidender Schritt während der Affinitätsaufreinigung das Entfernen 

unspezifisch gebundener Proteine durch Waschen mit Pufferlösungen ist. Der im 

Rahmen dieser Arbeit verwendete Waschpuffer enthielt unter anderem das 

chaotrope Salz MgCl2, welches wesentlich dazu beitrug, unspezifisch gebundene 

Proteine zu entfernen. Bei einer Konzentration von 100 mM MgCl2 wurden 33 

Proteine identifiziert, von denen sechs (18%) nicht in der Kontrolle auftraten. Bei 

einer Konzentration von 75 mM MgCl2 wurden 161 Proteine identifiziert, von 

denen 42 (26%) nicht in der Kontrolle auftraten, und bei 50 mM konnten 836 

Proteine identifiziert werden, von denen 78 (9%) nicht in der Kontrolle auftraten. 

Eine Konzentration von 100 mM MgCl2 wurde als Ausgangspunkt gewählt, da 

diese in dieser Abteilung bereits von Dr. D. Pendzialek[164] und Dr. T. 

Knoth[165] genutzt worden war. Für die hier genutzte Affinitätssonde erwies sich 

diese Bedingung allerdings als zu stringent. Das Optimum der Proteinanzahl und 

der Wahrscheinlichkeit, Proteine nur in der Affinitätsaufreinigung zu 

identifizieren, lag bei einer Konzentration von 75 mM MgCl2. Bei zu vielen 

Proteinen - wie im Fall einer 50 millimolaren Konzentration - kam es während 

der Analyse durch die HRMS (ESI) zu Überlagerungen in den Chromatogrammen. 

Die nach dem tryptischen Verdau erhaltenen Peptide konnten dann nicht mehr 

sauber aufgetrennt und einzeln analysiert werden. Es wurden mit diesen 
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optimierten Bedingungen fünf unabhängige Affinitätsaufreinigungen 

durchgeführt. Die Anzahl an identifizierten Proteinen erwies sich dabei als sehr 

ungenau, wobei das Verhältnis von identifizierten Proteinen in der Kontrolle und 

in der Aufreinigung nur wenig schwankte. Die Anzahl identifizierter Proteine war 

zudem stark von der genutzten Datenbank abhängig. Bei zwei Aufreinigungen 

wurden deutlich mehr Proteine identifiziert als nach den initialen Messungen, die 

zur Optimierung der Waschbedingungen durchgeführt wurden, zu vermuten 

gewesen war. In beiden Fällen wurden bei einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 

0,1% ungefähr 1000 Proteine identifiziert, von denen 220 bzw. 280 nicht in der 

Kontrolle auftraten. Diese Proteinmengen entsprachen ungefähr dem Fünffachen 

der anderen Messungen, welche im Schnitt 200 Proteine identifizierten, von 

denen ungefähr 50 bei der gleichen Fehlerwahrscheinlichkeit nicht in der 

Kontrolle auftraten. Dieser Unterschied in der Detektionshäufigkeit konnte nicht 

endgültig geklärt werden, aber es wurde ein Zusammenspiel der 

massenspektrometrischen Messbedingungen mit der Probenvorbereitung 

vermutet. Die Trefferrate, Proteine nur in der Affinitätsaufreinigung zu 

identifizieren, lag bei allen Messungen im Bereich von 25% und damit in dem 

durch die Vorversuche als optimal ermittelten Bereich. Aus diesem Grund wurde 

auch keine der Analysen verworfen. 

Bei der Analyse der Peptidfragmente durch das Computerprogramm Mascot ist 

die Genauigkeit der Peptididentifizierung anzugeben. Im vorliegenden Fall 

wurden dazu zwei Bedingungen genutzt. Bei einer Wahrscheinlichkeit von 0,1% 

war die Suche sehr genau, während bei 1% stärkere Abweichungen zwischen 

einem idealen und dem tatsächlich gemessenen Peptidfragmentmuster erlaubt 

waren. Die Auswertung der erhaltenen Peptide erfolgte durch eine Suche in der 

SwissProt-Datenbank (Version 57.13).  

In Tabelle 4 sind alle Proteine aufgeführt, welche in wenigstens drei der fünf 

Aufreinigungen identifiziert wurden. Identifiziert bedeutet in diesem 

Zusammenhang eine Identifikation des Proteins in der Aufreinigung mit der 

Affinitätssonde und ein Fehlen des Proteins in der dazu gehörigen Kontrolle.  
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Tabelle 4: Identifizierte Proteine durch die SwissProt Datenbank ohne 
Einschränkung der Organismen. Die Proteinnamen und Funktionen wurden 
aus der Swiss-Prot Datenbank (Version 57.14) extrahiert. 
Abkür-

zung 

voller Name Funktion Fehlerwahr-

scheinlichkeit 

Drs7b Dehydrogenase / 

reductase SDR family 

member 7b 

Vorhergesagte 

Dehydrogenase mit breitem 

Substratspektrum 

0,1% und 1% 

Cdc2 Cell Division control 

protein 2 homolog 

Kontrolle des Zellzyklus 

zwischen G1- und S-Phase 

0,1% und 1% 

Rif1 Telomere-associated 

protein RIF1 

Unterbrechung des 

Zellzyklus bei DNA-Schäden 

0,1% und 1% 

Tfr1 Transferrin receptor 

protein 1 

Rezeptor für die Aufnahme 

von Eisen 

0,1% und 1% 

Vang1 Vang-like protein 1 Rezeptor des Wnt-

Signalwegs 

0,1% 

Phb2 Prohibitin-2 Repressor des Estrogen-

Signalwegs 

0,1% 

Mipep Mitochondrial 

intermediate 

peptidase 

Prozessierung 

mitochondrialer Proteine 

1% 

Pesc1 Pescadillo homolog 1 rRNA-Reifung; Ribosomen-

Biogenese, moduliert 

Translation 

1% 

Ssrd Translocon-

associated protein 

subunit delta 

Integrales Membranprotein 

des ER, reguliert die 

Kalziumhomöostase der 

Zelle 

1% 

 

Nur das Protein Cdc2 wurde in vier von fünf Messungen identifiziert. Alle anderen 

Proteine traten in drei der fünf Versuche auf. Bei einer Wahrscheinlichkeit von 

0,1% wurden sechs Proteine gefunden und bei 1% waren es sieben. Vier Proteine 

wurden in beiden Suchen identifiziert. Es wäre eigentlich zu erwarten, dass alle 

Proteine, die bei hoher Stringenz (0,1%) identifiziert wurden, auch bei geringerer 

Genauigkeit (1%) zu finden wären. Tatsächlich trat dann aber oft das Protein 
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auch in den Kontrollen auf. Die drei Proteine, welche nur bei einer 

Fehlerwahrscheinlichkeit von 1% identifiziert wurden, waren alle wahrscheinlich 

nur gering exprimiert. Es wäre möglich, dass sie deshalb bei strengeren 

Suchkriterien nicht gefunden wurden. 

In der Proteinliste fallen vier Proteine auf. Zum einen Cdc2, welches als einziges 

Protein in vier von fünf Experimenten identifiziert wurde, und zum anderen 

Vang1, Phb2 und Pesc1, welche alle eine Rolle in Signalwegen spielen. Vang1 und 

auch Pesc1 haben Funktionen bzw. Phänotypen, die mit dem Wnt-Signalweg in 

Verbindung gebracht werden können (siehe Kap. 1.2.4 und 6.3 für Vang1 und 

Kap. 6.3 für Pesc1). Aus diesem Grund wurden Cdc2, Vang1 und Pesc1 genauer 

untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse werden am Ende des Kapitels genauer 

besprochen. Zuerst wurde noch eine andere Art der Auswertung durchgeführt, 

welche im Folgenden vorgestellt werden soll. Die durch die HRMS (ESI) 

identifizierten Peptidfragmente wurden auch in einer auf humane Proteine 

beschränkten SwissProt-Datenbank gesucht. Die gesamte SwissProt-Datenbank 

und die humanisierte Datenbank enthalten eine sehr unterschiedliche Anzahl an 

Proteinen, weshalb die Suchalgorithmen auch unterschiedliche Ergebnisse 

lieferten.  

Nur die Proteine Drs7B und Ssrd wurden durch beide Suchen identifiziert. Dies 

bedeutete allerdings nicht, dass bei der Suche in der alle Organismen 

enthaltenden Datenbank nur nichtmenschliche Proteine identifiziert wurden, 

sondern die in Tab. 4 angegebenen Proteine waren entweder auch humanen 

Ursprungs oder die Peptidfragmente hätten auch dem humanen Protein 

zugeordnet werden können. Die vollständigen Ergebnisse der Datenbankabfrage 

der humanen Datenbank sind aufgrund des Umfangs im Anhang 8.2 dargestellt. 

Es wurden elf Proteine mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,1% und 42 Proteine 

bei 1% gefunden, wobei fünf Proteine in beiden Listen auftraten.  

Nur eines der identifizierten Proteine aus der humanen Datenbank, humanes 

Vang2, stand in direktem Zusammenhang mit dem Wnt-Signalweg. Die 

Aminosäuresequenz dieses Proteins ist zu 72% identisch mit der Sequenz von 

humanem Vang1. Die weiteren Experimente konzentrierten sich deshalb auf die 

oben beschriebenen Proteine Cdc2, Vang1 und Pesc1. 

Um die Ergebnisse der Affinitätsaufreinigungen zu überprüfen, wurden Western-

Blot-Experimente durchgeführt. 



5. Ergebnisse 

 101 

 

Abbildung 43: Western Blot gegen Cdc2 nach Affinitätsaufreinigung.  Mittels 
Western Blot wurde die Proteinmenge detektiert, die an der Affinitätsmatrix nach 
der Aufreinigung gebunden war. Die Aufreinigung erfolgte mit CD267-3 (Abb. 
42A). Als Kontrolle diente das Biotin-Kontrollmolekül (Abb. 42B). CD290-1 wurde 
in verschiedenen Konzentrationen genutzt, um mit der Affinitätssonde zu 
konkurrieren.  
 

Abbildung 43 zeigt den Nachweis von Cdc2 nach der Affinitätsaufreinigung. Das 

Protein band ähnlich stark an die aktive Substanz wie an das Kontrollmolekül. 

Durch Zugabe von CD290-1 in verschiedenen Konzentrationen wurde versucht, 

gebundenes Cdc2 nach der Affinitätsaufreinigung wieder von der Affinitätsmatrix 

zu verdrängen. Dies gelang jedoch nicht, was ein Indiz für eine unspezifische oder 

sehr feste Bindung war. Gegen die feste Bindung spricht die starke Bindung der 

Proteine an das Kontrollmolekül und bei einer spezifischen Bindungsstelle wäre 

eine Verdrängung zu erwarten gewesen. 

 

Abbildung 44: Western Blot gegen Pesc1 nach Affinitätsaufreinigung. Mittels 
Western Blot wurde die Proteinmenge detektiert, die an der Affinitätsmatrix nach 
der Aufreinigung gebunden war. Die Aufreinigung erfolgte mit CD267-3 (Abb. 
42A). Als Kontrolle diente das Biotin Kontrollmolekül (Abb. 42B). CD290-1 wurde 
in verschiedenen Konzentrationen genutzt, um mit der Affinitätssonde zu 
konkurrieren.  
 

Auch im Falle von Pesc1 konnte keine spezifische Bindung nachgewiesen werden 

(Abb. 44). Das Protein bindet, wie auch Cdc2, mit ähnlicher Stärke an die 

Affinitätssonde und an das Kontrollmolekül. Ungebundenes CD290-1 kann auch 

in sehr hohen Konzentrationen nicht die Bindungsstellen der Affinitätssonde am 

Protein besetzen, was auf eine unspezifische Wechselwirkung hindeutet.  

Die ähnlich starken Bindungen von Cdc2 und Pesc1 zur aktiven Probe und zur 

Kontrolle waren verwunderlich, bedenkt man, dass beide Proteine nach der 

Affinitätsaufreinigung nicht in den Kontrollen identifiziert wurden. Die 

Sensitivitätsgrenze des Nachweises von Proteinen durch die institutseigene 
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Nano-LC-MS/MS liegt im Bereich von 100 bis 500 fmol Protein im Gel (pers. 

Mitteilung von Dr. P. Janning). Die Western Blots nach den 

Affinitätsaufreinigungen wurden mit dem System der Firma LI-COR gemacht, 

welches eine Nachweisgrenze von ungefähr einem Picogramm besitzt. Bei einem 

50 kDa schweren Protein entspricht das ungefähr 20 fmol. Da die Banden im 

Western Blot relativ ähnliche Intensitäten haben, konnte die unterschiedliche 

Empfindlichkeit nur einen ersten Anhaltspunkt für die unterschiedlichen 

Nachweise liefern. Möglicherweise überlagerten sich auch Peptidfragmente in der 

Nano-LC-MS/MS, was zu Problemen bei der Identifikation der Peptidionen führen 

konnte. Eine gleichartigere Kontrolle hätte dieses Problem wahrscheinlich 

reduzieren können. Solch eine Kontrolle würde verglichen mit CD267-3 generell 

mit ähnlicherer Affinität an unspezifische Proteine binden und damit ebenfalls 

ähnlichere Chromatogramme erzeugen, was zu einer Reduzierung der Varianz 

zwischen Kontrollmessung und der Messung mit der Affinitätssonde führen 

würde. Dieser Nachteil der Aufreinigung war auch für Vang1 erkennbar (Abb. 45). 

Allerdings konnte das Protein Vang1 in diesem Fall durch CD290-1 von der 

Affinitätsmatrix verdrängt werden. 

 

Abbildung 45: Western Blot gegen VANG1 nach Affinitätsaufreinigung. Die 
Aufreinigung erfolgte mit CD267-3 (Abb. 42A). Als Kontrolle diente das Biotin-
Kontrollmolekül (Abb. 42B). CD290-1 wurde in verschiedenen Konzentrationen 
genutzt, um mit der Affinitätssonde zu konkurrieren.  
 

Die für diese Verdrängung benötigten hohen Konzentrationen deuteten auf eine 

relativ hohe Affinität zwischen dem Protein und der Substanz oder auf eine 

Maskierung durch andere Bindepartner hin. Dennoch ließ sich eine genau 

definierte und kompetitierbare Wechselwirkung beobachten. Mit Vang1 wurde 

durch die Affinitätsaufreinigung ein Protein identifiziert, dessen Rolle im Wnt-

Signalweg eine mögliche Erklärung für den beobachteten synergistischen Effekt 

liefern konnte. Da es sich bei Vang1 um ein integrales Membranprotein handelt 

sind in vitro-Messungen der Affinität und der Bindekonstanten aber nicht einfach 
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durchzuführen. Weitere Untersuchungen durch eine auf Bakteriophagen 

beruhendenen Proteindatenbank werden von Tyen Tran durchgeführt.  

 

5.4 Weitere wissenschaftliche Projekte 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in einer Reihe unterschiedlicher Kooperationen 

Fragestellungen aus verschiedenen Gebieten der chemischen Biologie untersucht. 

Die Projekte, die zu Publikationen in anerkannten Fachzeitschriften beitrugen, 

sollen im Folgenden kurz erläutert werden 

 

5.4.1 Immobilisierung lebender Zellen auf Oberflächen 

Die kontinuierliche Miniaturisierung von Arbeitsplattformen und gleichzeitig die 

konstante Erhöhung von Datenmengen, die aus einzelnen Versuchen gewonnen 

werden sollten, führte in den letzten Jahrzehnten zur Entwicklung von 

Mikroarrays.[166] Heutzutage werden diese Plattformen in den verschiedensten 

biologischen Bereichen genutzt. Die Anwendungen dieser Technologie reichen 

von Nukleinsäuren[166] und Proteinbasierten Fragestellungen[167] über 

niedermolekulare Verbindungen[168] bis zu komplexen Krankheitsbildern[169]. 

Der Grad an Miniaturisierung, der mit dieser Technik erreicht werden kann, ist 

zum Teil ganz erheblich. Im Vergleich mit einem in einer Mikrotiterplatte 

durchgeführten ELISA Test kann man bei der Verwendung eines Mikroarrays mit 

einem Millionstel des benötigten Proteins 10.000 Datenpunkte anstelle von einem 

einzigen messen.[170,171]  

Die Arbeitsgruppe von Prof. Niemeyer an der Technischen Universität Dortmund 

hat besondere Erfahrung auf dem Gebiet der Herstellung von Mikroarrays durch 

DNA-vermittelte Immobilisation (DDI).[172] Das Ziel der Kooperation war die 

Erzeugung von Microarrays lebender Zellen durch diese Technologie. Für die 

Immobilisierung der Zellen wurde die Bindung zellulärer Integrine an ihre Arg-

Gly-Asp (RGD) Erkennungssequenz genutzt.[173] Dieses Verfahren war für die 

Erzeugung von Mikrostrukturen bereits gut untersucht.[174,175] Neben linearen 

RGD-Peptiden wurden auch zyklische RGD-Peptide getestet, welche für eine 

stärkere Bindung der Integrine sorgten.[175] 
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Abbildung 46: Repräsentative Ergebnisse der Zellimmobilisation auf 
Silizium-Oberflächen durch DNA-vermittelte Immobilisation von Integrin 
bindenden Peptidmotiven. A) Durch 3T3-Zellen bewachsene Mikrostrukturen. 
B) Anfärbung des Aktins einer 3T3-Zelle auf einer Mikrostruktur mit RGD-Peptid. 
C) Immunfluoreszenz des Aktins einer 3T3-Zelle auf einer Mikrostruktur mit 
einem aus fünf Glyzinen bestehenden Peptid. B) – C) Die Anfärbung erfolgte durch 
TRITC-Phalloidin 
 

Wie in Abbildung 46A gezeigt, wurden durch DDI-Technologie erzeugte 

Mikrostrukturen effektiv von Zellen besiedelt. Es war allerdings notwendig, dass 

die Oberflächennukleotidsequenzen durch Inkubation mit komplementären DNA-

Peptidkonjugaten zuvor passiviert wurden, da die Zellen eine sehr hohe 

intrinsische Affinität zu DNA-Mikrostrukturen besaßen. Zellen, die auf der RGD-

Integrin-Erkennungssequenz wuchsen, zeigten ein normales Zytoskelett 

(Abb. 46B), während Zellen auf Glycin-tragenden Mikrostrukuren deutlich 

verändert waren (Abb. 46C). Die abgerundete Morphologie dieser Zellen kommt 

zustande, da die Integrine, welche normalerweise als Verankerungspunkte des 

Zytoskeletts dienen, nicht effektiv an die Oberfläche binden können.[176] Diese 

Arbeit zeigte die Einsetzbarkeit der DDI Technologie zur Erzeugung von 

Mikrostrukturen mit lebenden Zellen. Somit wurden weitere Arbeiten ermöglicht, 

die die besonderen Eigenschaften dieser Oberfläche nutzten, wie zum Beispiel das 

Austauschen von DNA-Oligomeren durch Kompetition.  

 

5.4.2 Untersuchung von Thiopeptid-Antibiotika 

Mit dem Naturstoff Micrococcin wurde 1948 das erste Thiopeptidantibiotikum 

isoliert.[177] Diese aus α-Aminosäuren aufgebauten Antibiotika blockieren die 

Proteinbiosynthese grampositiver Bakterien[178]. In der Arbeitsgruppe von Dr. 

Arndt in der Abteilung Chemische Biologie des Max-Planck-Instituts für 

molekulare Physiologie beschäftigt man sich durch Total- und Semisynthese mit 
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Thiostrepton und Nosiheptid, zwei potenten Thiopeptidantibiotika. Im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit wurden die semisynthetisch hergestellten Derivate des 

Thiostreptons untersucht. Es wurden hierfür MIC-Werte nach der in Kapitel 3.2 

beschriebenen Methode bestimmt.[179,180].  

Neben der Suche nach potenteren oder pharmakologisch optimierten 

Thiostreptonderivaten beschäftigt sich die Arbeitsguppe von Dr. Arndt auch mit 

der Wirkungsweise dieses Antibiotikums. Zwar sind Kristall- und NMR-Struktur 

ohne[181-183] und mit gebundenem Thiostrepton vorhanden[184-186], doch 

sind damit noch nicht alle Fragen zu der Wechselwirkung von Thiostrepton und 

den ribosomalen Protein- bzw. Nukleinsäurepartnern geklärt. Um den 

Mechanismus weiter aufzuklären, wurde von S. Schoof eine fluoreszente 

Thiostrepton-Sonde synthetisiert. Neben biochemischen Untersuchungen, welche 

von S. Baumann durchgeführt wurden, wurde die Sonde auch für mikroskopische 

Aufnahmen genutzt. 

 

Abbildung 47: Immunfluoreszenzaufnahmen von BSC-1-Zellen zur 
Lokalisation der Thiostrepton-bindenen Proteine. A) Thiostrepton-Sonde in 
Grün. B) Durch MitoTracker gefärbte Mitochondrien in rot. C) Überlagerung der 
Farbkanäle aus A) und B). Der Maßstab entspricht 10 µm. 
 

Wie in Abbildung 47 gezeigt, färbt die Sonde die Mitochondrien, ein kernnahes 

Kompartiment und zu einem geringerem Teil auch den Kern selbst an. Die 

deutliche Färbung der Mitochondrien wurde bereits zuvor vermutet, da das 

mitochondriale Ribosom eine hohe strukturelle Ähnlichkeit zum bakteriellen 

Ribosom, der Wirkungsstätte des Antibiotikums, besitzt. Die Färbung des Kerns 

könnte durch die Wechselwirkung von Thiostrepton mit dem 

Transkriptionsfaktor FoxM1 oder des 20S Proteasoms erklärt werden.[187] Bei 

dem kernnahen Kompartiment wurde vermutet, dass es sich um den Golgi 

Apparat handelt. Dort befindet sich zwar kein bekanntes Zielprotein, aber 

möglicherweise wurde Thiostrepton von einem neu synthetisierten Protein 
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gebunden. Das Genom des Mitochondriums kodiert nur für 13 Proteine[188], alle 

anderen müssen in das Mitochondrium transportiert werden, wobei der Golgi 

Apparat möglicherweise eine Rolle spielt. 

 

5.4.3 Untersuchung einer Bibliothek Chondramid- und Jaspamid-

ähnlicher Verbindungen 

Die Chondramide und Jaspamide sind zueinander ähnliche, aktinfasern 

stabilisierende Naturstoffe.[189,190] Insgesamt wurden bisher 15 Mitglieder der 

Familie der Jaspamide[191] und vier Mitglieder der Familie der 

Chondramide[192] aus natürlichen Quellen isoliert. In der Abteilung von Prof. 

Waldmann wurde im Rahmen von Untersuchungen zur Strukturaufklärung und 

Aktivitätssteigerung eine Kollektion von Chondramid- und Jaspamid-ähnlichen 

Verbindungen hergestellt. Die Klassen der Jaspamide wurden im Rahmen ihrer 

Isolation auf ihre wachstumshemmenden Eigenschaften gegen zwei 

Krebszelllinien, MCF-7 und HT-29, getestet.[191,193] Es war deshalb sinnvoll, 

einen Test der neu synthetisierten Substanzen in denselben Zelllinien 

durchzuführen, damit deren Zytotoxizitätsprofile mit den Naturstoffen verglichen 

werden konnten. Die Ergebnisse der insgesamt 25 Substanzen sind im Anhang 8.3 

dargestellt und wurden genutzt, um eine Struktur-Wirkungsbeziehung 

aufzustellen, welche die Publikation der Synthese unterstützen konnte.[194] 

Parallel zu den Zytotoxizitätsstudien wurden Immunfluoreszenzfärbungen 

durchgeführt, um diese beiden biologischen Effekte miteinander zu korrelieren 

(Abb. 48).  
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Abbildung 48: Immunfluoreszenzaufnahmen des Aktin-Zytoskeletts von 
BSC-1-Zellen nach Substanzbehandlung. A) Nach DMSO-Behandlung. B) Nach 
Behandlung mit 25 nM Jaspamide. C) Nach Behandlung mit 100 nM Hu2-97. D) 
Nach Behandlung mit 50 nM LGM163. A) - D) Alle Zellen wurden 24 Stunden nach 
Substanzzugabe mit TRITC-Phalloidin gefärbt. Der Kasten oben rechts in den 
Bildern zeigt einen vergrößerten Bildausschnitt. 
 

Das gut organisierte Zytoskelett mit den charakteristischen Stressfasern 

(Abb. 48A) wurde durch die Zugabe verschiedener Jaspamidanaloga zerstört 

(Abb. 48B-D). Es traten in diesen Zellen Aktinanhäufungen im Bereich des 

Zellkerns auf. Die Substanzkonzentrationen entsprachen jeweils den IC50-Werten 

der Zytotoxizitätsmessungen. Die Gleichartigkeit der Aufnahmen (Abb. 48B-D) 

und die Vollständigkeit des Effekts zeigen die gute Übereinstimmung der 

Zytotoxizitätsdaten mit den mikroskopischen Aufnahmen. 
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5.4.4 Klonierung einer Fluoreszenzsonde zur Untersuchung der 

intrazellulären Proteinverteilung 

Das N-Ras-Protein spielt eine wichtige Rolle im Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg. 

Um Signale weiterzuleiten, muss das Protein an der Membran aktiviert werden. 

Damit es stabil an die Membran binden kann benötigt es zwei Lipidanker, die sich 

am C-Terminus befinden. Die irreversible Farnesylierung an Cystein 186 und die 

zusätzliche reversible Palmitylierung von Cystein 181 verankern N-Ras an der 

Membran.[195,196] Durch die Depalmitylierung des Proteins, an der mindestens 

eine membranassoziierte Esterase beteiligt ist, verliert es diese stabile 

Verankerung und verteilt sich über die intrazellulären Endomembranen.[197] Am 

Golgi Apparat kann dann die Repalmitoylierung des Ras-Proteins und der erneute 

Transport zur Membran stattfinden.[195]  

Im Rahmen einer Kooperation von Prof. Dr. P. Bastiaens und Prof. Dr. H. 

Waldmann wurde die Spezifität dieses Zyklus genauer analysiert. 

Vorangegangene Untersuchungen konnten zeigen, dass die Palmitylierung des N-

Ras-C-Terminus nicht stereospezifisch erfolgt.[198] Um zu klären, ob der De- und 

Repalmitoylierungsprozess von einem Motiv im Ras-Protein selbst abhängt, 

musste ein künstliches, palmitoylierbares Protein erzeugt werden. Durch MIC-

Ligation sollte ein N-Ras-C-Terminus an ein normalerweise nicht 

membranassoziiertes Protein fusioniert werden.[199] Die MIC-Ligation nutzt 

dazu ein freies Cystein am Protein. Versuche, ein internes Cystein von EGFP für 

eine MIC-Ligation zu verwenden, schlugen fehl. Im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit wurde deshalb ein EGFP-Protein so verändert, dass es ein C-terminales 

freies Cystein trug. Dafür wurde eine EGFP-kodierende Sequenz, durch eine 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR), mit einer zusätzlichen N-terminalen TEV-

Protease-Erkennungssequenz und einem zusätzlichen Kodon für ein C-terminales 

Cystein amplifiziert. Das erhaltene PCR-Produkt wurde in den Expressionsvektor 

pET-44a(+) kloniert.  

Der auf diese Weise erzeugte Vektor codiert ein EGFP, welches am N-Terminus 

zwei Motive aus sechs Histidinen trägt. Diese Motive ermöglichen die 

Aufreinigung des Proteins, und die ebenfalls angehängte TEV-Protease-

Erkennungssequenz erlaubt das nachträgliche Entfernen beider Motive. C. Novak 

exprimierte das EGFP, welches N-Terminal ein zusätzliches Glycin, als Ergebnis 
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der TEV-Spaltung, und C-Terminal ein zusätzliches Cystein trug. Es gelang ihr, 

dieses Protein mittels einer MIC-Ligation mit einem N-Ras-C-Terminus zu 

verknüpfen. Weitere Analysen, durchgeführt von Dr. O. Rocks, konnten zeigen, 

dass dieses EGFP-Protein ebenfalls in den für N-Ras beschrieben Zyklus 

eintritt.[200] 

Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Klonierung wurde ein 

Modellsubstrat erzeugt, um den De- und Repalmitoylierungsprozess zu 

untersuchen. Damit konnte gezeigt werden, dass dieser Kreislauf mit geringer 

Substratspezifität die Verteilung peripherer Membranproteine reguliert. 
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6. Diskussion 

6.1 Beurteilung der repräsentativen Substanzauswahl 

 

Gegenüber der in dieser Arbeit erstellten Substanzauswahl bestand der Anspruch, 

dass sie in möglichst vielen verschiedenen zellulären Tests eingesetzt werden 

kann. Deshalb konnte keines der in Kapitel 1.1 beschriebenen Modelle direkt zur 

Erstellung der Substanzauswahl genutzt werden. Zum einen sollten mit der 

Auswahl unbekannte zelluläre Zielproteine identifiziert werden, was 

chemoinformatische und physikochemische Methoden ausschloss, da diese einen 

Startpunkt für eine Auswahl und Optimierung benötigen. Zum anderen waren 

keine physiologischen Daten gemäß ADMET verfügbar, auf denen 

pharmazeutische Modelle beruhen. Auch die von Lipinski et al. aufgestellten 

Regeln waren nicht geeignet, beruhen sie doch auf vermarkteten Medikamenten, 

deren Eigenschaften sich zum Teil deutlich von aktiven Substanzen in frühen 

Phasen der Wirkstofffindung unterscheiden. Zudem wurde die Wirkstoffklasse 

der Antibiotika in diesen Regeln ganz explizit ausschlossen, da Antibiotika eine 

geringere Löslichkeit als andere Medikamente besitzen.[9] Es wurde berechnet, 

dass Substanzen gegen gramnegative Bakterien idealerweise einen mittleren 

ClogP-Wert von vier haben sollten und solche gegen grampositive sogar einen 

mittleren ClogP-Wert von sechs.[2] In diesen Bereichen würden die höchsten 

zelllulären Konzentrationen erreicht werden.  

Es wurden deshalb nur Substanzen aus der Auswahl entfernt, die einen AlogP-

Wert von mehr als sechs besaßen. Mit der Anforderung, dass eine Substanz 

wenigstens einen Ring oder ein stereogenes Zentrum oder drei Heteroatome 

besitzen sollte, wurden chemische Parameter genutzt, um biologisch relevante 

Substanzen beizubehalten. Die beiden genutzten chemischen Filter reduzierten 

die Substanzauswahl nur geringfügig. Die Auswahl wurde anschließend in 

Gruppen mit ähnlichen Verbindungen zusammengefasst. Um einen 

reproduzierbaren Datensatz zu erhalten, wurde ein computergestützter 

Algorithmus genutzt, da bei großen Datensätzen eine manuelle Auswahl nicht 

konsistent und reproduzierbar ist.[201] Bei kleineren Datensätzen ist eine 

manuelle Analyse aber durchaus sinnvoll, weshalb die einzelnen von der Software 
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generierten Gruppen strukturell ähnlicher Substanzen noch einmal von drei 

Chemikern der Abteilung analysiert wurden (Tab. 5).  
 

Tabelle 5: Beanstandete Gruppen nach der automatischen Einteilung. Die 
übereinstimmung der Chemiker untereinander ist durch die Schnittmengen 
gezeigt. 
 Chemiker 1 Chemiker 2 Chemiker 3 

Chemiker 1 21   

Chemiker 2 7 20  

Chemiker 3 4 4 18 
 

Diagonal gelesen entsprechen die Einträge in Tabelle 5 e den von den einzelnen 

Chemikern beanstandeten Gruppen. Im Durchschnitt wurden 20 der 459 Gruppen 

oder 4% beanstandet. Das zeigt, dass die computergestützte Auswahl insgesamt 

als sehr gut empfunden wurde. Nur eine Gruppe wurde von allen drei Chemikern 

beanstandet. Mit 20% bis 35% waren die Übereinstimmungen zwischen den 

Prüfern generell eher gering. Alle von zwei Chemikern beanstandeten Gruppen 

wurden getrennt, wobei eine der Gruppen in drei neue und eine andere in vier 

neue Gruppen aufgeteilt wurde. 

Bei den zur Substanzauswahl nutzbaren Algorithmen waren generell zwei 

Verfahren möglich. Die Gruppierung konnte entweder auf einem hierarchischen 

Verfahren beruhen oder es konnte ein ähnlichkeitsbasierter Algorithmus genutzt 

werden. Hierarchische Verfahren gruppieren eine Anzahl von Parametern, die für 

jede Substanz vorher bestimmt wurden, in eine Matrix und sortieren diese 

aufgrund von Abständen zwischen diesen Parametern. Bei diesem Prozess 

entstehen baumartige Strukturen, welche vom ersten bis zum letzten Molekül 

abgearbeitet werden. Auf Ähnlichkeit basierende Systeme arbeiten nicht so 

streng linear. In diesen wird zufällig eine Verbindung gewählt, und deren 

Parameter werden mit einer zweiten zufälligen Verbindung verglichen. Sind 

beide Substanzen ähnlich, werden sie zusammengruppiert; falls die Ähnlichkeit 

jedoch nicht ausreicht, bildet die Substanz eine neue Gruppe. Die Ähnlichkeit wird 

- wie auch im hierarchischen Ordnungsverfahren - durch mathematische 

Operationen aufgrund der Parameter berechnet, wobei ein Grenzwert durch den 

Experimentator zu bestimmen ist. Dieser Grenzwert wurde im vorliegenden Fall 

automatisch so gewählt, dass ein Testset mit 10% der ursprünglichen Substanzen 

erhalten wurde. Beide Auswahlverfahren haben gewisse Vorteile. So ist der 
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ähnlichkeitsbasierte Ansatz zwar deutlich schneller und benötigt auch weit 

weniger Rechenleistung als der hierarchische, jedoch wählte er aus einer großen 

Anzahl von Verbindungen bevorzugt Verbindungen mit geringerer Atomanzahl 

aus.[126,202,203] Es ist jedoch zu beachten, dass auch hierarchische Algorithmen 

nicht in der Lage sind, ideale Gruppen zu erzeugen.[204] Für die im Rahmen 

dieser Arbeit durchgeführte Gruppierung wurde mit dem OptiSim-Algorithmus 

ein ähnlichkeitsbasierter Ansatz genutzt.[126] Da das erzeugte Testset 10% der 

Gesamtsubstanzen umfasste, war die Tendenz, Substanzen mit wenigen Atomen 

zu wählen, nicht besonders ausgeprägt. Diese Bevorzugung wird ausgeprägter, je 

kleiner die ausgewählte Gruppe ist, und erst bei deutlich stärkeren Reduktionen 

würde dieser Fehler die Auswahl stark beeinflussen.[202] 

Die während des Prozesses erzeugten Gruppen mit ähnlichen Verbindungen 

wurden nicht verworfen, sondern sollten im Falle einer aktiven Verbindung 

ebenfalls getestet werden. Vergleichbare Verfahren haben sich bereits im großen 

Maßstab als sinnvoll erwiesen. So wurden zum Beispiel die 

Wachstumsinhibitionstests des US-amerikanischen „National Cancer Institute“ 

(NCI) für solch eine Analyse genutzt. Das NCI hat die gemessenen 

Konzentrationen (ED50-Werte) von jeweils 32.266 Substanzen gegen 18 

repräsentative Krebszelllinien für die Öffentlichkeit zur Verfügung gestellt. Diese 

Daten wurden dann genutzt, um zu untersuchen, ob sich solch ein 

Auswahlverfahren bewährt.[205] Die Substanzen wurden - wie auch in dem in 

dieser Arbeit genutzten Verfahren - gruppiert, so dass ungefähr 10% oder 3.000 

der 32.266 Sustanzen in einem chemisch diversen Testset enthalten waren. Bei 

einer aktiven Substanz wurden dann - ebenfalls wie in dem hier genutzten 

Verfahren - alle Mitglieder der Gruppe getestet. Die Rate, eine aktive Substanz zu 

erhalten, erhöhte sich durch dieses Verfahren um das 20- bis 40-fache.[205] Dies 

zeigt, dass die im Rahmen dieser Arbeit genutzte Substanzauswahl trotz ihres 

geringen Umfangs ein nützliches Mittel war, um Tests durchzuführen. 
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6.2 Bewertung der Antibiotikatests 

 

Der Antibiotikatest war die erste Probe des Testsets. Die Entscheidung, welche 

Bakterienstämme genutzt werden sollten, beruhte auf Empfehlungen der 

Organisation „Infectious Diseases Society of America“ (IDSA). Die IDSA ist ein 

Zusammenschluss von rund 9.000 Medizinern und Naturwissenschaftlern, der 

unter anderem den Senat und die Zulassungsbehörde der USA, die FDA, 

berät.[142,206] Die problematischsten gramnegativen Bakterien sind demnach A. 

baumannii, E. coli und verschiedene Klebsiella-Stämme.[142,206] E. coli und 

Klebsiella spp. haben als aerobe gramnegative Bakterien viele Gemeinsamkeiten, 

weshalb im Rahmen dieser Arbeit E. coli, A. baumannii und P. auruginosa getestet 

wurden. Unter den grampositiven Stämmen sind besonders die Vancomycin-

resistenten Enterococcen und die multiresistenten S. aureus-Stämme 

problematisch.[142,206] Da Enterococcen als mikroaerophile Bakterien nur 

relativ aufwendig zu kultivieren sind[207], wurde auch in Absprache mit dem 

Beauftragten für biologische Sicherheit am Max-Planck-Institut für molekulare 

Physiologie auf einen Test dieses Stamms verzichtet. Es wurde deshalb ein 

multiresistenter S. aureus-Stamm als grampositiver Bakterienstamm genutzt. Mit 

z-Faktoren über 0,7 verlief der Test in allen genutzten Bakterienstämmen sehr 

stabil. Insgesamt wurden 23 aktive Verbindungen bei bis zu 30 µM identifiziert. 

Damit lag die Identifikationsrate aktiver Verbindungen bei 1,16%. In E. coli und A. 

baumannii wurden neben einer schwach aktiven Verbindung zwei bereits 

bekannte antibiotische Verbindungen identifiziert. Dass keine aktive Substanz 

gegen P. auruginosa identifiziert werden konnte, war nach den Ergebnissen in 

den anderen gramnegativen Bakterien vermutet worden. Neben einer im 

Vergleich zu E. coli 100-mal weniger durchlässigen Zellmembran besitzt 

P. auruginosa auch eine Reihe von Antibiotika-neutralisierenden Enzymen und 

Transportproteinen.[208-210] 

Im Gegensatz zur geringen Trefferquote in den drei gramnegativen Stämmen 

wurden allein in dem grampositiven Stamm 20 Antibiotika identifiziert. Die Hälfte 

von ihnen hatte allerdings mit einer MIC von 30 µM eher eine geringe Aktivität, 

wie Tabelle 6 zeigt. 
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Tabelle 6: Aktivität der gefunden Verbindungen in S. aureus. 
Aktive Substanzen 

bei 30 µM 

Aktive Substanzen 

bei 15 µM 

Aktive Substanzen 

bei 7,5 µM 

Aktive Substanzen 

bei 3,3 µM 

10 7  1 2 
 

Die Gruppen mit den drei aktivsten Verbindungen beeinträchtigen zudem auch 

die Viabilität eukaryontischer Zellen, wie ein Vergleich mit den Toxizitätsdaten 

des Wnt-Reportergen-Tests zeigt (Tab. 7). In Tabelle 7 konnte nur die Toxizität in 

den primären Tests miteinander verglichen werden, da von keiner der Gruppen 

ein Test aller ähnlichen Verbindungen im Wnt-Reportergen-Test mit paralleler 

Zytotoxitätsbestimmung gemacht wurde.  
 

Tabelle 7: Vergleich der im Antibiotikatest aktiven Substanzen mit dem 
Wnt-Reportergen-Test. Bei weniger als 80% Viabilität der untersuchten 
Zelllinie gilt eine Verbindung als toxisch. 
Substanz Aktivität im 

Antibiotikatest 

Aktivität im Wnt-

Reportergen-Test bei 30 µM 

 

SP6790 

30 µM gegen E. coli 77,4 ±8,7% Wnt-Aktivität 

 

 

STF0330 

aktiv gegen E. coli 97,1 ±21,2% Wnt-Aktivität 

 

 

Flumequine; AC42 

aktiv gegen 

A. baumannii 

118,3 ±13,1% Wnt-Aktivität 

 

 

VUAR 031 

30 µM gegen 

S. aureus 

15,8 ±2,5% Wnt-Aktivität 

69,1 ±1,8% Viabilität 

 

15 µM gegen 

S. aureus 

98,1 ±7,8% Wnt-Aktivität 
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VUAR 029 

 

VS-25 

30 µM gegen 

S. aureus 

0,6 ±0,1% Wnt-Aktivität 

63,2 ±0,9% Viabilität 

 

LW 88 

15 µM gegen 

S. aureus 

0,3 ±0,1% Wnt-Aktivität 

79,1 ±4,3% Viabilität 

(21,7 ±2,5% Wnt-Aktivität 

90 ±3% Viabilität bei 10 µM) 

 

A12B11C2 

30 µM gegen 

S. aureus 

110,4 ±11,2% Wnt-Aktivität 

 

Die Toxizität der im bakteriellen Test aktivsten Verbindungen VUAR 031, VS-25 

und LW 88 zeigte, dass es sich bei den untersuchten Substanzen nicht um 

Antibiotika, sondern um Zellgifte handelt. Das  bedeutet, dass diese Substanzen 

einen zellulären Prozess stören, der sowohl in Bakterien als auch in 

eukaryotischen Zellen essenziell ist. Es gelang somit nicht, neben den drei 

bekannten Antibiotika neue, sehr aktive Substanzen zu identifizieren, die als 

mögliche neue Leitstrukturen dienen könnten. Die weniger aktiven Substanzen 

könnten allerdings durchaus als Ausgangspunkte für die Synthese neuer aktiverer 

Substanzen genutzt werden. Mit den Tetramsäuren wurde zwar ebenfalls eine 

bekannte antibiotische Substanzklasse identifiziert, die aber durchaus klinische 

Relevanz besitzt.[211] In einer aktuellen Studie wurde Reutericyclin mit guten 

Ergebnissen zur Behandlung von oberflächlichen S. aureus Infektionen eingesetzt, 

wobei auch multiresistente Stämme und Biofilme effektiv abgetötet wurden.[211] 

Eine weitere Möglichkeit, aktive Substanzen zu identifizieren, würde in weiteren 

Tests liegen. Das grundlegende Prinzip des im Rahmen dieser Arbeit 

durchgeführten Tests wurde bereits 1929 von A. Fleming bei der Entdeckung des 

Penicillins genutzt.[212] Neuere Methoden nutzen zum Beispiel mit siRNA 

transfizierte Zellen. Dadurch wird die Proteinmenge eines wichtigen bakteriellen 

Enzyms reduziert und auch weniger starke Antibiotika können erkannt und in 
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folgenden Untersuchungen verbessert werden.[129,213] Andere Verfahren, die 

ebenfalls auf ein Zielprotein zugeschnitten sind, können auf Kristallstrukturen 

basieren. Durch diese Strukturinformationen lassen sich in Kombination mit 

computergestützter Bindungspartnersuche neue Inhibitoren identifizieren, 

welche anschließend hinsichtlich ihrer Bioverfügbarkeit verbessert werden 

können.[214] Auch ohne Strukturinformationen können direkte 

Inhibitionsstudien mit für das Bakterium essenziellen Enzymen wichtige 

Ansatzpunkte der Antibiotikaentwicklung bieten.[215,216] Um frühzeitig 

Wirkmechanismen bekannter Antibiotikaklassen zu identifizieren und dadurch 

die Wiederentdeckung bereits bekannter Naturstoffe zu verhindern, ist es 

sinnvoll, Reportergen-Tests einzusetzen.[217,218] Ein weiterer 

vielversprechender Ansatz liegt in der Blockierung von RNA-Riboswitches, 

welche normalerweise die Translation in Bakterien regulieren.[219,220] 

Zusätzlich zu den beschriebenen gibt es verschiedene weitere Methoden, die in 

Übersichtsartikeln zusammengefasst wurden.[221,222] 

 

6.3 Evaluation der Untersuchungen des Wnt-Singalwegs 

 

Die Entwicklung und Durchführung eines Tests zur Identifikation von 

Modulatoren des Wnt-Signalwegs war ein wesentliches Ziel dieser Arbeit. Zu 

Beginn der Assayentwicklung wurde mit einem phänotypischen Test gearbeitet. 

Dieser Test erwies sich aber als zu anspruchsvoll für eine Automation. So stellt 

die automatische Fokussierung ungefärbter Zellen ein großes Problem dar, was in 

vielen Veröffentlichungen durch Färbung der DNA mit den 

Fluoreszenzfarbstoffen DAPI oder Hoechst und anschließender Fokussierung 

darauf umgangen wurde.[223-225] Diese einfache Färbung nutzte auch der 

einzige bisher beschriebene phänotypische Test für den Wnt-Signalweg. Dieser 

Test basiert auf der Translokation von ß-Catenin in den Zellkern nach Aktivierung 

des Signalwegs, wobei das ß-Catenin mittels Immunfluoreszenz angefärbt werden 

musste.[226] Wird auf eine Färbung verzichtet, ergibt sich ein schwerwiegendes 

Problem, da Durchlichtaufnahmen im Gegensatz zu Fluoreszenzaufnahmen 

mehrere Ebenen aufweisen, in denen der automatische Fokus ein scharfes Bild 
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findet (Abb. 49). Dadurch wird eine automatische Bildauswertung erheblich 

erschwert. 

 

Abbildung 49: Mittels automatischer Fokussierung erzeugte Durchlicht-
aufnahmen. A) und B) Automatisch erzeugte Hellfeldaufnahmen. C) und D) 
Automatisch erzeugte Phasenkontrastaufnahmen. A) und C) Durch den Fokus 
erscheint die Zellmembran dunkel und die Zelle hell. B) und D) Durch den Fokus 
erscheint die Zellmembran hell und die Zelle dunkel. 
 

Ein zweites Problem bestand darin, dass die für automatische Erkennung 

genutzte Morphologie der C57MG-Zellen nicht allein vom Wnt-Signalweg abhing. 

Apoptosefördernde oder zellzyklusbeeinflussende Substanzen würden 

letztendlich auch die Morphologie beeinflussen, eine Tatsache, die in anderen 

Zelllinien bereits beschrieben wurde und die zeigt, dass wahrscheinlich viele 

Substanzen in dem phänotypischen Test fälschlicherweise identifiziert worden 

wären.[227] Für die weitere Assayentwicklung wurde deshalb ein Reportergen-

Test verwendet. Die für diese Untersuchungen gewählte Reportergen-Zelllinie 

reagierte sehr stark auf die Aktivierung durch Wnt3a-Protein, da sie zusätzliche 

Kopien des Rezeptors Frizzled2 auf ihrer Oberfläche trägt. Im Wnt-Signalweg 

findet - anders als in vielen anderen Signalwegen - keine starke Amplifikation des 

Signals durch den Rezeptor statt. Der Rezeptor hat eher einen stöchiometrischen 

Einfluss auf die Signalstärke (siehe Kap. 1.2.2).[228] Mathematische Modelle, die 
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auf Proteinkonzentrationen im Extrakt von X. leavis-Eiern basieren, zeigten, dass 

Axin ein entscheidender Faktor des Signalwegs ist.[229,230] In der Reportergen-

Zelllinie waren durch verstärkte Expression des Rezeptors Frizzled2 mehr 

Bindeparter für Axin vorhanden, und da dessen Bindung der entscheidende 

Schalter des Wnt-Signalwegs ist, sprach die Reportergen-Zelllinie 

außerordentlich sensibel auf Wnt3a-Protein vermittelte Aktivierung an. 

Da die genutzte Zelllinie eine Reduktion der Zellzahl ermöglichte, wurde auch die 

Anzahl der Zell-Zell-Kontakte reduziert, was wiederum zu einer verminderten 

Beeinflussung des Tests durch Signale benachbarter Zellen führte. ß-Catenin 

besitzt neben seiner Funktion im Wnt-Signalweg nämlich noch eine weitere 

Aufgabe in der Zelladhäsion. Es bindet an Cadherine und vermittelt dadurch die 

Verankerung des Aktin-Zytoskeletts an den Zell-Zell-Kontakten. Diese zwei 

ß-Catenin-Reservoirs, das membrangebundene und das im Wnt-Signalweg 

gebundene, stehen in einem dynamischen Austausch zueinander.[231,232] Diese 

Wechselwirkung kann zu einer Modulation des Wnt-Signalwegs durch Signale der 

Zelladhäsionsmaschinerie führen.[233,234] Der Wnt-Signalweg und damit auch 

der Reportergen-Test können allerdings noch durch eine Vielzahl anderer 

Faktoren und Signalwege beeinflusst werden. In Abbildung 50 sind einige 

wichtige interferierende Signalwege dargestellt. 

Die Mehrzahl der in Abbildung 50 beschriebenen Signalwege hat einen 

aktivierenden Effekt auf den Wnt-Signalweg. Nimmt man an, dass viele der 

getesteten Verbindungen an einem Punkt dieses Signalnetzwerks wirken, kann 

erklärt werden, warum 228 der 615 untersuchten Substanzen (37%) einen 

aktivierenden Einfluss im Reportergen-Test zeigten.  

 



6. Diskussion 

 119 

 

Abbildung 50: Modulation des Wnt-Signalwegs durch andere Signalwege. 
Mit ER/AR-Signalweg (Estrogen/Androgen) ist der Signalweg der steroidalen 
Sexualhormone abgekürzt. BMP ist das Akronym von „bone morphogenetic 
protein“ und MAPK seht für die Signalwege, die „mitogen-activated protein 
kinases“ nutzen. Die Aufstellung der Signalwege ist nicht vollständig. Es werden 
keine vom Wnt-Signalweg ausgehenden Modulationen dargestellt. Die einzige 
Ausnahme sind Rückkopplungsschleifen des Wnt-Signalwegs selbst. 
 

Da eine vollständige Aufstellung aller Mechanismen, die zu einer Veränderung des 

Wnt-Signalwegs führen können, außerordentlich komplex ist, wurden einige 

Einschränkungen vorgenommen. Zum einen sind in Abb. 40 nur einige 

repräsentative und bedeutsame Signalwege dargestellt. So wurde zum Beispiel 

das Gebiet der Interleukine und der immunologischen Signalwege im 

Allgemeinen ausgespart.[235,236] Zum anderen wurde, mit Ausnahme des Wnt-

Signalwegs selbst, auf die Beschreibung von Wechselwirkungen des Wnt-

Signalwegs mit den beeinflussenden Signalwegen verzichtet. Unter der Vielzahl 

der Wechselwirkungen wurden außerdem nur die dominierenden aufgeführt. So 

gibt es zum Beispiel im Falle des Wnt-Signalwegs auch positive 

Rückkopplungen[155], jedoch überwiegen die negativen bei weitem[155,237-

240]. Aufgrund der Komplexizität dieses Netzwerks sind viele Interaktionen auch 

noch nicht genau bekannt. So aktiviert Prostaglandin E2 zwar den Wnt-

Signalweg[241], aber über die molekularen Ursachen gibt es bisher nur erste 
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Hinweise[242]. Ein ähnliches Beispiel ist der Zusammenhang zwischen dem 

Geschlecht eines Patienten und der Wahrscheinlichkeit, an Darmkrebs zu 

erkranken. Männer jeder Altersgruppe haben laut einer Meta-Analyse mit 

920.000 Personen ein fast 2-fach erhöhtes Risiko zu erkranken[243] und auch 

der Überlebenszeitraum nach Stellung der Diagnose ist bei jungen Männern  mit 

14 Monaten deutlich kürzer als bei gleichaltigen Frauen, die im Durchschnitt 17 

Monate überleben.[244] Diese Beobachtung wurde schon gemacht, als noch nicht 

bewiesen war, dass eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs aus einer direkten 

Interaktion des Estradiol-[245,246] oder Androgen-Rezeptors[247] mit ß-Catenin 

resultieren kann. Die beiden entwicklungsphysiologisch wichtigen Signalwege 

Notch und Hedgehog werden stark durch den Wnt-Signalweg beeinflusst, jedoch 

wirken sie auch durch Repression des Proteins Gli3 im Falle des Hedgehog-

Signalwegs[248,249]oder durch verstärkte Expression verschiedener Zielgene im 

Falle des Notch-Signalwegs[250,251] auf den Wnt-Signalweg zurück. Der Insulin-

Signalweg moduliert an mehreren Stellen den Wnt-Signalweg.[252,253] Zum 

einen sind die Korezeptoren LRP5 und 6 wichtige Rezeptoren des 

Fettsäurestoffwechsels, und zum anderen führt Insulin zur Aktivierung der 

Kinase PAK-1[254]. Eine direkte Wechselwirkung durch GSK-3ß, eines 

entscheidenden Enzyms des Zuckerhaushalts, wurde bisher nicht beschrieben. Es 

ist anzunehmen, dass Kompartimentierung und Bindung durch Axin einen 

unbeeinflussbaren Pool an GSK-3ß erzeugen, wie er für ähnliche 

Wechselwirkungen bereits beschrieben ist.[255] Die für die Krebsentstehung 

wichtigen MAP-Kinase-Signalwege (MAPK) interagieren durch die Kinase 

p38[256], die Jun-Kinase[256] und die ERK-Kinasen[256-259] mit dem Wnt-

Signalweg. Der BMP-Signalweg, selbst Teil der MAPK-Signalwege, kann durch 

Aktivierung der Smad-Transkriptionsfaktoren noch auf eine weitere Art den Wnt-

Signalweg aktivieren.[260,261]  

Bei bekannten Naturstoffen, welche sich in der Substanzauswahl befanden, 

konnte auch direkt gezeigt werden, dass andere Signalwege als Auslöser für die 

gemessene Aktivität im Wnt-Signalweg verantwortlich waren. So ist zum Beispiel 

die drittaktivste Substanz im Testset mit einer Aktivierung von 220 ±40% bei 10 

µM und 163 ±37% bei 1 µM Rutaecarpine (Laborname AC04, Mol. Id. 5094). 

Dieser Naturstoff ist Bestandteil der Früchte der Stinkesche (Tetradium), welche 

als Wu-Chu-Yu in der traditionellen chinesischen Medizin eingesetzt 
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werden.[262,263] Eine der molekularen Wirkungen dieses Naturstoffs ist die 

Inhibierung der MAP-Kinasen p38 sowie ERK1 und 2.[264] Trotz dieses 

indirekten Effekts auf den Wnt-Signalweg ist die Substanz der stärkste 

identifizierte Aktivator bei 1 µM. 

Auch unter den Inhibitoren wurden verschiedene nicht-Wnt-spezifische 

Substanzen identifiziert. So zum Beispiel Tetrahydropapaverolin (Laborname 

AC59, Mol. Id. 5149), ein nekroseauslösender Naturstoff[265], oder Emeritin 

(Laborname AC96, Mol. Id. 5186), ein Proteinbiosynthese-Inhibitor[266,267]. 

Nur ein Ansatz wie die Affinitätsaufreinigung, der die Vielzahl der 

Wechselwirkungen berücksichtigen kann, ist auch in der Lage, die 

verschiedenartigen molekularen Ziele der getesteten Verbindungen 

identifizieren. Der in dieser Arbeit genauer charakterisierte Wnt-Inhibitor SR56 

(Kap. 5.3.4) wäre ebenfalls durch diese Methode untersucht worden, wenn die 

Resynthese erfolgreich verlaufen wäre. Die Wirksamkeit der Substanz sowohl 

nach der Aktivierung mit Lithium als auch in der Krebszelllinie SW480 und nach 

Inkubation mit cytosolischen Proteinen deutete auf eine Inhibition des 

Signalwegs auf Ebene der Transkription hin. Da die Transkription des Zielgens 

der letzte Teil der Signalkaskade ist, ist eine dort wirkende Substanz unabhängig 

von den verschiedenen bereits beschriebenen oberhalb auftretenden 

Mutationen.[161,268,269] Bisher sind nur wenige solcher Inhibitoren für den 

Wnt-Signalweg identifiziert worden[158], was die Substanz außerordentlich 

spannend gemacht hätte.[270]  

Um die molekularen Ziele der aktiven Substanzen genauer zu untersuchen, wurde 

im Rahmen dieser Arbeit die Affinitätsaufreinigung genutzt. Allerdings sind bei 

dieser Methode verschiedene Faktoren zu berücksichtigen. Bereits bei der 

Synthese der Sonde ist auf die Länge und Hydrophobizität des Linkers zu achten. 

Zu kurze Linker führen durch die Nähe zur Affinitätsmatrix zu sterischen 

Problemen, während längere hydrophobe Linker in wässrigen Puffern 

aggregieren und dadurch die gebundene Substanz nicht mehr mit den 

Zielproteinen interagieren kann.[271] Um diese Probleme zu umgehen, wurden 

verschiedene Linkersysteme auf Basis von Polyethylenglykol[272-274], L-(+)-

Tartrat[273], Ethylenglycoldiglyceridylether[275] Aminocaproylaminopentyl-

oxycidylether[271] oder auch Poly-L-Prolin[276] entwickelt. Jeder dieser Linker 

hat besondere Eigenschaften. So bildet Poly-L-Prolin zum Beispiel eine stabile 
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Helix in wässrigem Milieu, was zu einem genau definierten Abstand zwischen 

gebundener Substanz und Matrix führt.[277] Generell sind aber die auf 

Polyethylenglycol basierten Systeme die am häufigsten genutzten Linker[10]; 

daher wurden sie auch im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt.  

Von den drei gebräuchlichen Methoden zur Affinitätsaufreinigung (Kap. 1.1)[10] 

wurde aufgrund der mikromolaren Aktivität der Aktivatoren weder die serielle 

noch die kompetitive Methode genutzt. Es war zu befürchten, dass die Affinität 

der Substanz für diese Ansätze möglicherweise nicht ausreichen würde. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde die komparative Affinitätsaufreinigung genutzt, 

welche die identifizierten Proteine einer Aufreinigung mit einer aktiven Substanz 

mit denen einer inaktiven Kontrollsubstanz vergleicht. Diese Methode war bereits 

in der Abteilung etabliert und erwies sich auch für niederaffine Substanzen als 

geeignet.[165] Die Kontrollsubstanz und die aktive Substanz sollten für diese 

Aufreinigung sehr ähnlich sein, idealerweise handelt es sich um zwei Isomere der 

selben Substanz. Das war aber im Falle der Oxepan-Bibliothek nicht möglich, da 

eine Trennung der verschiedenen Stereoisomere nicht gelang (Kap. 5.3.5.; Abb. 

42).  

Die durch den tryptischen Verdau der Proteine der Affinätsaufreinigung 

erzeugten Peptide wurden durch NanoHPLC chromatographisch aufgetrennt, 

direkt mittels MS analysiert und durch die MASCOT-Software mit der SwissProt 

Datenbank identifiziert (Kap. 5.3.5). Trotz der Vielzahl an verfügbaren Methoden, 

bestimmte Proteinfragmente zu markieren und anzureichern (Kap. 1.1), wurden 

im Rahmen dieser Arbeit alle Fragmente ohne vorherige Behandlung analysiert. 

Die Etablierung einer neuen, sensitiveren Methode, welche markierte Peptide 

nutzen würde, war nicht Ziel dieser Arbeit und hätte einen erheblichen 

Validierungsaufwand bedeutet. Die eingesetzte MASCOT-Software nutzt einen auf 

Wahrscheinlichkeiten basierten Algorithmus, der die Identifizierung von 

signifikanten Ergebnissen und den Vergleich verschiedener Versuche 

untereinander erleichtert.[278] Zwar stehen noch andere Softwarelösungen für 

die Identifizierung von Peptidfragmenten zur Verfügung, jedoch ist ein Vergleich 

dieser Methoden nicht möglich, da ein gemeinsamer Benchmark-Test fehlt und 

die Berichte über die Stärken der unterschiedlichen Softwarelösungen 

widersprüchlich sind.[279] 
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Die MASCOT-Suche ergab im Falle der humane Proteine enthaltenden SwissProt-

Datenbank 48 Proteine, die nur an die Probe banden, und neun solche Proteine 

bei der Suche in der gesamten Datenbank. Die Liste der 48 humanen Proteine 

beinhaltet Proteine der verschiedensten Funktionen und zeigt, dass unter 

Verwendung dieser Datenbank ein stringenteres Waschprotokoll geeigneter 

gewesen wäre. Unter den in der gesamten Datenbank gefundenen Proteinen 

wurden die drei Proteine Vang1, Cdc2 und Pesc gefunden und untersucht; Cdc2 

und Pesc erwiesen sich in den anschließenden Kompetitionsexperimenten 

allerdings als nicht spezifisch (Kap. 3.3.5). Im Folgenden sollen die drei 

untersuchten Proteine näher vorgestellt werden, und es soll auch eine Einbettung 

der Ergebnisse in den Wnt-Signalweg erfolgen.  

Zum ersten Mal wurde das Pescadillo-Protein (Pesc) 1996 durch 

Mutantenanalysen im Zebrafisch beschrieben, wo es unter anderem eine Rolle bei 

der Entwicklung der Augen spielt.[280,281] Dieser Phänotyp deutet auf ein 

Protein des Wnt/PCP-Signalwegs hin, was bisher aber nicht ausreichend belegt 

werden konnte.[281] Als molekulare Prozesse, bei denen das Pescadillo-Protein 

beteiligt ist, wurden die Ribosomen- und Nucleolusbiogenese sowie Funktionen 

in der Zellzykluskontrolle und der Chromosomenstabilität identifiziert.[282-284] 

Insgesamt ist die Rolle des Proteins im Wnt/PCP-Signalweg nicht ausreichend 

belegt, um es sicher in das Signalnetzwerk der Wnt-Signalwege integrieren zu 

können. Dadurch ist eine abschließende Beurteilung der Ergebnisse nicht 

möglich.  

Das Protein Cdc2 ist besser unter dem Namen „Cyclin dependent kinase1“ (Cdk1) 

bekannt. Diese Kinase ist ein wichtiger Regulator des Zellzyklus und wird für den 

Übergang der G2- zur M-Phase benötigt.[285,286] Die Identifizierung in vier von 

fünf Affinitätsaufreinigungen kann nur teilweise durch das hohe Expressionslevel 

des Proteins erklärt werden, da dies auch zu einer vermehrten Bindung an das 

Kontrollmolekül hätte führen müssen.[286,287] Wahrscheinlich kommt zu 

diesem Sachverhalt noch die Verschiedenartigkeit des Kontrollmoleküls hinzu. Es 

wäre möglich, dass überlagernde Signale die Identifikation des Proteins in der 

Kontrolle verhinderten. Eine Einordnung in den Wnt-Signalweg ist bei diesem 

Protein schwierig und nur indirekt möglich. Zwar sind verschiedene 

zellzyklusregulierende Proteine Zielgene des Wnt-Signalwegs, aber für Cdk1 ist 

solch eine Regulation nicht bekannt.[155] Neuere Forschungen zeigen, dass der 
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Wnt-Signalweg durch die CyclinY-abhängige Kinase PFTK reguliert werden kann. 

Diese Kinase aktiviert den Wnt-Signalweg beim Übergang von der G2- zur M-

Phase durch Phosphorylierung von LRP5/6.[288] Damit ist eine funktionelle 

Verbindung zwischen der Aktivierung des Wnt-Signalwegs und dem Übergang 

von der G2- zur M-Phase, an dem die Cdk1-Kinase beteiligt ist, gezeigt worden. 

Eine direkte Verbindung wurde aber nicht gefunden, wobei dies wahrscheinlich 

Gegenstand weiterer Forschung sein wird. 

Das einzige direkte Wnt-signalwegsspezifische Protein in der Liste ist Vang1 

(Van-Gogh-Like-Protein 1), dessen homologes Protein Vang2 in der nur humane 

Proteine enthaltenden SwissProt-Datenbank identifiziert wurde. Beide Proteine 

sind an der embryonalen Entwicklung der Niere beteiligt[290], dem 

Ursprungsgewebe der verwendeten Zelllinie HEK293, welche aus embryonalem 

Nierengewebe erzeugt wurde.[291] Dass nicht beide Proteine unter beiden 

Suchbedingungen identifiziert wurden, ist vermutlich dadurch zu erklären, dass 

die Proteinmengen im Bereich der Nachweisgrenze lagen. Membranproteine 

werden durch den eingesetzten Lysispuffer nicht vollständig solubilisiert, und das 

Expressionsniveau dieser Proteine ist wahrscheinlich generell nicht sehr hoch.  

Abbildung 51: Darstellung der namensgebenden Analogie der Van Gogh-
Mutation. A) C’-Region des Flügels einer Wildtyp-D. melanogaster. B) C’-Region 
des Flügels einer D. melanogaster mit einer Mutation in dem Van Gogh-Locus. C) 
Gemälde Sternennacht, Öl auf Leinwand 73 x 92 cm von Vincent Willem Van Gogh. 
A)-B) Wurden entnommen aus P. N. Adler et al.[289] C) Dieses Kunstwerk ist 
gemeinfrei und befindet sich in der Sammlung des Museum of Modern Art in New 
York City.  
 

Die Funktion der Van-Gogh-Like-Proteine und des gesamten Wnt/PCP-

Signalwegs ist bisher in niederen Modellsystemen wie zum Beispiel D. 
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melanogaster untersucht worden.[289] Dort spielt das Protein eine wichtige Rolle 

in allen Prozessen, die durch den Wnt/PCP-Signalweg gesteuert werden. Dazu 

zählen unter anderem die Orientierung der Haare auf dem Körper und den 

Flügeln und die Orientierung der Photorezeptoren in den 

Omatidien.[103,106,289] Die Orientierung der Borsten auf Flügeln gab dieser 

Mutation auch den Namen, errinnert ihre geschwundene Form doch an die 

Pinselführung von Vincent Willem Van Gogh (Abb. 51). Diese Untersuchungen 

lassen sich aber nur bedingt auf höhere Wirbeltiere übertragen, da im Zuge der 

Evolution 2 Van-Gogh-Like-Proteine entstanden sind.[292,293] Beide Proteine 

haben teilweise unterschiedliche Aufgaben, was zum einen durch Vergleiche der 

Expressionsmuster deutlich wird[294,295]; zum anderen zeigen Mutanten dieser 

Proteine stark unterschiedliche Phänotypen. Der Verlust beider Vang1-Allele 

führt in der Maus nur zu einer fehlerhaften Anordnung der Cilienbündel in der 

Cochlea[290], wohingegen der Verlust beider Vang2-Allele neben anderen 

Fehlbildungen zu schwersten Neuralrohrdefekten führt (Krankheitsbild: 

Craniorachischisis) [296,297]. Trotz dieser Unterschiede gibt es überlappende 

Funktionen; so lässt sich die Schwere der Phänotypen durch das jeweils andere 

homologe Protein reduzieren und auch die heterozygoten Mutanten zeigen 

stärkere Phänotypen, wenn das homologe Protein ebenfalls heterozygot mutiert 

vorliegt.[290] Die beschriebenen Mutanten resultieren aus einem fehlerhaften 

Wnt/PCP-Signalweg, jedoch konnte für das Van-Gogh-homologe Protein Stbm aus 

dem Zebrafisch auch ein antagonistischer Effekt auf den kanonischen Wnt-

Signalweg gezeigt werden.[298] Wurde die antagonistische Wirkung durch RNA-

Interferenz aufgehoben, stieg das Reportergen-Signal um den Faktor 2[298], 

ähnlich wie bei der Gabe von Oxepanen (Kap. 5.3.5). In einer Studie des Prickle-

Proteins aus D. melanogaster, welches direkt mit dem Van-Gogh-Protein 

interagiert, reduzierte sich die Signalstärke des kanonischen Wnt-Signalwegs 

nach Überexpression ebenfalls um den Faktor 2.[299] Als Hypothese könnte 

deshalb formuliert werden, dass es sich bei den Oxepanen um Inhibitoren der 

Proteininteraktion des prickle-Like-Proteins, als humanes homologes Protein zu 

Prickle, mit der Van-Gogh-Like-Proteinfamilie handelt, was durch zukünftige 

Experimente allerdings noch belegt werden muss.  

Besonders geeignet wären funktionelle Studien in Modellorganismen wie D. 

melanogaster oder biophysikalische Untersuchungen mittels „surface plasmon 
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resonance“ (SPR), „fluorescence polarisation“ (FP), „fluorescence resonance 

energy transfer“ (FRET) oder „isothermal titration calorimetry“ (ITC), um eine 

direkte Wechselwirkung der Oxepane mit Vang oder Prickle-Like-Proteinen zu 

zeigen. Abbildung 52 fasst die gewonnenen Daten und die darauf 

resultierendenen Schlussfolgerungen zusammen. 

 

Abbildung 52: Zusammenfassung der gewonnenen Daten und Darstellung 
der daraus resultierenden Hypothese.  
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7. Zusammenfassung der Arbeit 

 

Ein Ziel der Chemischen Biologie ist die Identifizierung und Bereitstellung neuer 

biologisch aktiver Substanzen. Diese Substanzen dienen idealerweise nicht nur 

als Sonden zur Aufklärung grundlegender Fragestellungen sondern auch als 

Leitstrukturen für die Medikamentenentwicklung. Es war deshalb ein wichtiges 

Ziel dieser Arbeit - in Kooperation mit organischen Chemikern der Abteilung - 

neue, biologisch aktive Moleküle und Sonden zu entwickeln.  

Eine Kooperation mit Dr. L.-G. Milroy (Max-Planck-Institut für molekulare 

Physiologie) befasste sich mit der Erstellung einer detaillierten Struktur-

Wirkungsbeziehung für aktinbindende Analoga aus der Gruppe der Jaspamide 

und Chondramide. Diese marinen Naturstoffe sind potente Aktinstabilisatoren 

und verhindern dadurch die Zellteilung. Sie sind deshalb als mögliche 

Ausgangspunkte für die Entwicklung von Krebsmedikamenten interessant. Es 

wurden in zwei relevanten Zelllinien für 25 Verbindungen Dosis-

Wirkungsbeziehungen erstellt. Diese Daten ermöglichten zum einen den 

Vergleich der Aktivitäten der Analoga mit denen der bereits bekannten 

Naturstoffe und zum anderen wurden sie für die Entwicklung einer detaillierten 

Struktur-Wirkungsbeziehung genutzt, welche als Ausgangangspunkt weiterer 

Arbeiten diente.    

Eine weitere Kooperation mit S. Schoof und S. Baumann unter Leitung von Dr. 

Arndt (Max-Planck-Institut für molekulare Physiologie) zielte auf die Analyse 

antibiotischer Naturstoffderivate des Thiostreptons, eines in der 

Veterinärmedizin zugelassenen Antibiotikums. Durch Semisynthese war es der 

Gruppe von Dr. Arndt gelungen eine Kollektion modifizierter 

Thiostreptonderivate herzustellen, welche im Rahmen dieser Arbeit auf ihre 

Wirksamkeit untersucht wurden. Neben antibiotischen Tests wurden auch 

Untersuchungen in eukaryontischen Zellkulturen durchgeführt. Da das 

molekulare Ziel der Thiopeptide, zu denen auch Thiostrepton gehört, das 

bakterielle Ribosom ist, wurde eine Wechselwirkung mit dem dazu ähnlichen 

mitochondrialen Ribosom vermutet. Anfärbungen von BSC-1-Zellen mit einer 

fluoreszenten Thiostreptonsonde im Rahmen dieser Arbeit und auch 
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biochemische Studien von S. Baumann bestätigten eine Wechselwirkung mit dem 

mitochondrialen Ribosom. 

Eine Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Niemeyer an der Technisch 

Universität Dortmund beschäftigte sich mit einer gänzlich anderen Fragestellung. 

Diese Arbeitsgruppe entwickelt Methoden zur Mikrostrukturierung von 

Oberflächen. Im Rahmen der Kooperation wurde in Zusammenarbeit mit Dr. H. 

Schröder der Einsatz von Mikroarrayoberflächen in der Zellkultur untersucht. Die 

Herrausforderung bestand in der Entwicklung einer geeigneten Kultivations-

bedingung, die eine effektive Besiedelung der Mikrostrukturen erlaubte. Auf 

diesen Ergebnissen aufbauend wurden verschiedene Peptidkonjugate zur 

stabilen Verankerung der Zellen auf den Mikrostrukturen untersucht. Zyklische 

RGD-Peptide erwiesen sich dabei als überlegen gegenüber linearen RGD-

Peptiden, ein Ergebnis, das die verschiedenen Affinitäten dieser Peptide zum 

Integrin-Rezeptor wiederspiegelt. Interessanterweise konnten eukaryontische 

Zellen auch effizient Mikrostrukturen aus DNA-Konjugaten binden. 

In einer weiteren Kooperation mit S. Koch (Max-Planck-Institut für molekulare 

Physiologie) wurde eine Sonde zur Untersuchung der  zellulären 

Palmitylierungsmaschinerie erzeugt. Die dynamische De- und Repalmitylierung 

des Ras-Proteins spielt eine wichtige Rolle im EGF-Signalweg, weshalb die 

Regulation dieses Proteins von großem onkologischen Interesse ist. Um die 

Spezifität der de- und repalmitylierenden Enzyme zu untersuchen,  war es nötig, 

ein künstliches Substrat für diesen Prozess herzustellen. Zu diesem Zweck wurde 

ein EGFP-Konstrukt mit einem zusätzlichen Cystein am C-Terminus kloniert. Nach 

Expression des EGFP-Konstrukts durch C. Nowak konnte sie mittels MIC-Ligation 

ein palmitylierbares Peptid, welches dem C-Terminus des Ras-Proteins entsprach, 

mit dem EGFP-Protein verknüpfen. Durch die so erhaltene Sonde waren zelluläre 

Studien möglich, die den Prozess und die Spezifität der De- und Repalmitylierung 

weiter aufklärten. 

 

Im Rahmen der der vorliegenden Arbeit wurde in Kooperation mit S. Wetzel eine 

Methode entwickelt, welche es erlaubte aus der abteilungseigenen 

Substanzdatenbank eine geeignete Auswahl an Verbindungen zu erzeugen, 

welche repräsentativ in zellulären Testsystemen untersucht werden konnten. 

Hierfür wurden zunächst durch die Aufstellung von vier einfachen Kriterien, 
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welche die Löslichkeit, die Verfügbarkeit und die chemische Struktur der 

Verbindungen umfassten, diejenigen Substanzen aus der abteilungseigenen 

Substanzdatenbank ausgewählt, die für zelluläre Tests besonders geeignet waren. 

Diese Substanzen wurden durch den OptiSim-Algorithmus nach chemischer 

Ähnlichkeit in Gruppen mit durchschnittlich zehn Mitgliedern sortiert, wobei 

jeweils die für diese Gruppe repräsentative Verbindung in eine neue Auswahl 

aufgenommen wurde. Die auf die Weise erzeugte Auswahl beinhaltete 479 

Verbindungen, die nach chemischer Diversität und biologischer Relevanz 

ausgewählt worden waren. Neben dem Einsatz in Untersuchungen, die im 

Rahmen dieser Arbeit durchgeführt wurden, konnte die erstellte 

Substanzauswahl auch bereits von mehreren Mitarbeitern der Abteilung sowie 

von externen Kooperationspartnern in zellbasierten Tests eingesetzt werden. Der 

für die Substanzauswahl entwickelte Algorithmus kann außerdem jederzeit neue, 

für zelluläre Tests geeignete Substanzbibliotheken generieren. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden zudem zwei zelluläre Tests entwickelt, um 

neue biologisch aktive Substanzen in Anwendungsgebieten zu identifizieren, 

welche bisher nicht in der Arbeitsgruppe untersucht wurden. 

Einer der in dieser Arbeit etablierten zellulären Tests sollte sich mit der 

Identifizierung neuer antibiotischer Verbindungen beschäftigen. Zum einen 

müssen dringend neue potente Antibiotika entwickelt werden, um ältere und 

mittlerweile weniger effektive Medikamente zu ersetzen, und zum anderen 

verspricht die Untersuchung naturstoffinspirierter Substanzbibliotheken einen 

hohen Anteil aktiver Verbindungen. Das Ziel, eine zuverlässige Methode zur 

Identifizierung neuer antibiotischer Verbindungen zu etablieren, konnte durch 

die Anwendung der DIN 58940, die durch Verwendung der System-Duetz-

Abdeckungen weiter optimiert wurde, erreicht werden. Der Einsatz von vier 

klinisch erprobten Bakterienstämmen erlaubte es, die erhaltenen Daten in ihrer 

Relevanz einzuordnen. Mit den substituierten ß-Carbolin-Hydantoin-

Verbindungen wurde eine Substanzklasse identifiziert, deren Aktivität im 

niedrigen mirkomolaren Bereich liegt. Für die untersuchten Tetramsäurederivate 

ist es zudem gelungen, ihre Wirkungsweise, die Entkopplung des bakteriellen 

Protonengradienten, nachzuweisen.  
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Ein wesentliches Ziel der Arbeit war die Untersuchung des kanonischen Wnt-

Signalwegs. Dieser Signalweg ist ein maßgeblicher Regulator von Entwicklungs- 

und Differenzierungsprozessen. Seine fehlerhafte Regulierung ist ein Auslöser  

der Tumorentwicklung; daher ist die Identifizierung von Inhibitoren des 

Signalwegs von großem klinischen Interesse. Aktivatoren des Wnt-Signalwegs 

werden andererseits bereits in der Stammzellforschung eingesetzt und sind 

deshalb ebenso von großer klinischer Relevanz. Durch Etablierung und Einsatz 

eines Luziferase-basierten Reportergen-Tests wurden insgesamt mehr als 800 

chemische Substanzen auf ihre Eigenschaft, den kanonischen Wnt-Signalweg zu 

modulieren, untersucht. 

Einer der aus dieser Analyse hervorgegangenen stärksten Inhibitoren, ein 

substituiertes Dekalin, wurde weitergehend untersucht. Nachdem die Dosis-

Wirkungsuntersuchungen der Substanz in der Reportergen-Zelllinie und auch in 

untransformierten HEK293-Zellen die niedrig mikromolare Aktivität bestätigten, 

wurde genauer eingegrenzt, welcher Teil des Wnt-Signalwegs von der Substanz 

gestört wird. Dazu wurde der Proteinkomplex, welcher ß-Catenin phosphoryliert, 

entweder durch niedermolekulare Verbindungen gehemmt oder es wurden für 

diesem Komplex defiziente Krebszelllinien für die Analyse genutzt.  Da die 

Substanz auch in diesen Fällen ihre volle Wirksamkeit zeigte, wurde vermutet, 

dass das zelluläre Ziel in der Transskriptionskontrolle lag. Ein weiterer Hinweis 

wurde durch Inkubation der Substanz mit verschiedenen Zellfraktionen erhalten, 

die anschließend auf ihre Fähigkeit untersucht wurden, den Wnt-Signalweg zu 

inhibieren. Es zeigte sich, dass die Verbindung nicht wirksam war, nachdem sie 

mit Proteinen des Zellkerns inkubiert wurde, wahrscheinlich weil ein Protein des 

Kerns die Substanz band und dadurch eine weitere Wirkung verhinderte. Eine 

Resynthese der Substanz gelang nicht, da die chemische Struktur der Verbindung 

nicht aufgeklärt werden konnte. Im Zuge dieser Sruktursuche wurde, basierend 

auf 320 weiteren Dekalinen, eine Struktur-Wirkungsbeziehung aufgestellt, die 

zeigte, dass diese Substanzklasse durchaus noch weitere sehr aktive 

Verbindungen enthält.   

Es wurde ebenso der Mechanismus der stärksten Aktivatoren untersucht, welche 

zur Klasse der Oxepane gehörten. Bei dieser Substanzklasse handelte es sich um 

synergistisch wirkende Substanzen, da sie ohne Aktivierung des Wnt-Signalwegs 

mit Wnt3a-Protein keine Wirkung zeigen. Studien mit niedermolekularen 
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Verbindungen oder Krebszelllinien zeigten, dass das molekulare Ziel der 

Aktivatoren auf der Ebene des Rezeptorkomplexes liegt. Deshalb wurde in 

Kooperation mit organischen Chemikern der Abteilung eine Affinitätssonde 

synthetisiert. Hierzu wurde im Vorfeld durch Untersuchung von 116 Oxepanen  

eine Struktur-Wirkungsbeziehung aufgestellt. Die durch eine Kooperation 

dargestellte Sonde wurde in einer Affinitätsaufreinigung eingesetzt, wodurch es 

gelang, neben anderen Proteinen die Vang-Gogh-Like-Proteine 1 und 2 als 

Bindepartner zu identifizieren. Diese Proteine sind Rezeptoren des nicht-

kanonischen Wnt/PCP-Signalwegs und können direkt den kanonischen Wnt-

Signalweg beeinflussen. Die Proteine Cdc2 und Pesc1 konnten als spezifische 

Bindepartner ausgeschlossen werden. Vang1 hingegen konnte in anschließenden 

Immunodetektionen als reversibler Bindepartner identfiziert werden.  

Die Charakterisierung von Proteinen der Van-Gogh-Like-Proteinfamilie als 

Bindepartner verschiedener Oxepanderivate bildet einen interessanten Einstieg 

in weiterführende Untersuchungen des kanonischen und des nicht-kanonischen 

Wnt-Signalwegs. 
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8. Anhang 

8.1 Daten zur Struktur-Wirkungsbeziehung der Oxepan Bibliothek 

 

Tabelle 8: Vollständige Daten zur Wnt-Aktivität und Toxizität der Oxepan 

Bibliothek. Die Messung der Wnt-Aktivät wurde in der Reportergen-Zelllinie 

nach der in Kapitel 4.2.8 dargestellten Methode durchgeführt. Die Toxizität der 

Verbindungen wurde in HEK293-Zellen nach Methode 4.2.5 bestimmt.  

Substanz- 

name Mol. ID. 

Wnt-

Aktivität 

bei 

30 µM 

Wnt-

Aktivität 

bei 

20 µM 

Wnt-

Aktivität 

bei 

10 µM 

Viabilität 

bei 

30 µM 

Viabilität 

bei 

20 µM 

Viabilität 

bei 

10 µM 

SBO1 298774 

188,4 

±20,4 

191,4 

±36,2 

203,6 

±7,2 

97,8 

±9,1 

77,9 

±9,8 

103,1 

±8,9 

SBO2 298785 

128,3 

±24,8 

95,3 

±31,6 

226,1 

±14,3 

103,1 

±1,3 

102,9 

±6,7 

87,2 

±7,6 

SBO3 298796 

138,6 

±10,6 

140,3 

±6,6 

180,2 

±30,9 

85,1 

±4,3 

90,6 

±2,5 

93,8 

±3,4 

SBO4 298801 

162,9 

±9,7 

136,4 

±22,5 

131,7 

±10,4 

103,4 

±4,1 

121,5 

±21,5 

90,5 

±14,7 

SBO5 298802 

119,6 

±15,9 

176,3 

±47,0 

180,8 

±24,4 

91,4 

±25,4 

116,1 

±17,2 

122,4 

±6,6 

SBO6 298803 

223,7 

±33,1 

164,1 

±29,6 

188,7 

±21,1 

90,8 

±7,5 

108,2 

±4,5 

107,7 

±3,5 

SBO7 298804 

139,7 

±10,6 

107,6 

±20,6 

120,5 

±11,3 

131,7 

±7,4 

126,8 

±3,5 

120,8 

±11,2 

SBO8 298805 

208,4 

±9,0 

127,6 

±29,8 

113,1 

±14,5 

92,7 

±6,1 

77,0 

±8,8 

104,8 

±16,2 

SBO10 298775 

122,6 

±11,0 

132,4 

±27,3 

135,6 

±24,2 

61,7 

±5,3 

79,9 

±6,7 

86,6 

±8,7 

SBO11 298776 

147,7 

±13,4 

133,1 

±14,0 

122,0 

±12,3 

80,6 

±8,7 

90,1 

±9,7 

107,6 

±4,2 
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SBO12 298777 

127,7 

±12,7 

135,8 

±26,3 

200,2 

±15,6 

87,1 

±9,6 

63,4 

±7,4 

107,4 

±2,0 

SBO14 298779 

130,6 

±11,3 

100,3 

±9,7 

117,1 

±7,1 

96,0 

±4,2 

98,3 

±9,9 

85,3 

±9,9 

SBO15 298780 

143,7 

±21,0 

93,6 

±10,5 

142,1 

±10,7 

96,5 

±5,5 

103,1 

±5,7 

108,3 

±9,5 

SBO16 298781 

145,3 

±5,8 

136,3 

±10,7 

118,4 

±14,9 

107,2 

±6,5 

101,6 

±9,5 

102,5 

±7,0 

SBO17 298782 

126,8 

±14,1 

161,2 

±24,9 

154,9 

±8,0 

76,8 

±6,6 

84,8 

±8,5 

84,8 

±5,6 

SBO18 298783 

145,1 

±7,3 

75,6 

±13,8 

113,8 

±22,9 

73,0 

±3,4 

77,5 

±6,7 

90,3 

±10,9 

SBO19 298784 

152,4 

±13,2 

102,7 

±21,2 

133,3 

±15,4 

66,5 

±6,7 

79,8 

±6,1 

91,8 

±9,7 

SBO20 298786 

147,3 

±10,6 

116,1 

±14,4 

115,6 

±11,2 

59,0 

±4,9 

118,5 

±9,3 

74,3 

±2,4 

SBO21 298787 

102,4 

±6,6 

144,6 

±40,0 

149,9 

±11,6 

84,0 

±5,3 

90,8 

±18,1 

81,9 

±14,5 

SBO22 298788 

113,5 

±12,1 

136,0 

±29,4 

150,4 

±12,8 

59,7 

±7,5 

69,2 

±3,9 

80,9 

±6,3 

SBO23 298789 

131,6 

±13,0 

131,0 

±35,7 

150,8 

±7,9 

91,6 

±6,7 

96,2 

±12,1 

102,1 

±17,3 

SBO24 298790 

113,0 

±12,0 

79,3 

±7,4 

130,6 

±10,3 

113,1 

±4,0 

104,4 

±4,5 

91,0 

±15,2 

SBO25 298791 

97,2 

±5,6 

131,1 

±22,0 

150,9 

±12,4 

77,7 

±4,9 

88,8 

±4,5 

106,8 

±5,1 

SBO26 298792 

124,4 

±15,4 

137,7 

±33,8 

181,2 

±12,3 

120,4 

±9,9 

121,7 

±10,6 

108,7 

±8,9 

SBO27 298793 

136,3 

±15,9 

106,8 

±16,9 

124,0 

±13,9 

118,1 

±9,6 

122,6 

±9,2 

124,1 

±10,2 

SBO28 298794 

82,5 

±40,4 

86,8 

±17,2 

120,2 

±6,8 

111,4 

±7,7 

120,5 

±7,3 

129,9 

±9,8 

SBO29 298795 115,3 106,6 139,3 91,8 102,0 106,2 
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±6,2 ±8,7 ±7,5 ±6,0 ±11,4 ±2,4 

SBO30 298797 

137,8 

±27,8 

136,8 

±8,7 

104,7 

±14,1 

78,3 

±12,3 

65,1 

±3,0 

85,6 

±8,9 

SBO31 298798 

151,3 

±14,7 

107,7 

±11,2 

118,8 

±10,8 

85,4 

±13,1 

97,3 

±19,5 

103,4 

±17,6 

SBO32 298799 

97,0 

±16,7 

145,1 

±32,9 

130,9 

±5,5 

89,7 

±5,2 

91,5 

±6,0 

89,4 

±8,7 

SBO33 298800 

116,3 

±6,7 

144,4 

±21,0 

106,7 

±1,5 

79,9 

±5,2 

81,0 

±3,8 

91,0 

±9,3 

SBO34 329229 

118,1 

±15,6 

138,9 

±9,3 

76,6 

±25,6 

94,2 

±6,0 

91,6 

±5,5 

100,9 

±7,7 

SBO35 329230 

120,3 

±34,7 

159,4 

±11,1 

163,6 

±20,1 

90,4 

±7,3 

107,3 

±7,0 

103,3 

±16,1 

SBO36 329231 

83,9 

±22,2 

140,3 

±12,5 

129,5 

±0,8 

107,3 

±8,5 

87,7 

±10,2 

111,0 

±8,3 

SBO37 329232 

111,7 

±27,3 

125,9 

±15,0 

109,5 

±26,8 

53,8 

±18,3 

50,7 

±11,5 

57,0 

±14,7 

SBO38 316346 

104,2 

±35,9 

108,5 

±10,0 

136,2 

±9,9 

50,3 

±13,1 

59,8 

±8,0 

65,8 

±13,1 

SBO39 316347 

154,9 

±37,5 

166,6 

±20,0 

163,6 

±24,0 

66,5 

±7,3 

109,4 

±8,9 

105,8 

±13,8 

SBO40 329233 

131,9 

±16,5 

161,5 

±12,8 

136,4 

±6,8 

91,5 

±7,1 

95,1 

±5,2 

114,3 

±18,8 

SBO41 316348 

112,3 

±25,5 

186,1 

±9,4 

131,3 

±11,0 

70,7 

±9,7 

71,9 

±17,0 

75,2 

±17,1 

SBO42 329234 

126,5 

±43,6 

186,8 

±14,3 

124,9 

±11,6 

84,6 

±6,2 

94,7 

±13,4 

101,0 

±13,7 

SBO43 329235 

143,0 

±14,2 

208,7 

±8,9 

145,3 

±8,8 

105,4 

±15,9 

100,6 

±7,8 

120,5 

±7,7 

SBO44 316349 

57,0 

±4,9 

158,7 

±14,0 

142,5 

±5,9 

101,0 

±5,5 

124,3 

±21,1 

131,2 

±6,1 

SBO45 316350 

180,7 

±10,8 

217,3 

±20,8 

166,2 

±21,6 

94,0 

±5,7 

110,2 

±5,9 

119,0 

±11,5 
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SBO46 316351 

130,4 

±5,2 

138,7 

±9,3 

131,0 

±7,8 

112,1 

±23,4 

102,8 

±8,5 

110,1 

±17,1 

SBO47 329236 

99,0 

±2,2 

158,0 

±21,9 

148,4 

±12,2 

99,9 

±23,2 

98,7 

±27,9 

130,7 

±28,2 

SBO48 329237 

120,2 

±15,4 

162,2 

±9,8 

109,0 

±9,0 

117,9 

±23,3 

123,7 

±26,6 

125,5 

±20,9 

SBO49 329238 

143,3 

±16,1 

168,4 

±20,4 

155,0 

±26,8 

116,0 

±24,9 

115,7 

±23,8 

125,8 

±26,6 

SBO50 329239 

134,5 

±11,7 

169,5 

±36,7 

126,0 

±19,0 

109,6 

±46,0 

122,8 

±9,9 

145,6 

±16,4 

SBO51 329240 

130,7 

±8,7 

156,6 

±13,6 

101,5 

±14,2 

138,2 

±24,7 

120,6 

±27,3 

125,9 

±28,7 

SBO52 329241 

133,3 

±6,0 

180,5 

±9,6 

135,1 

±9,7 

107,9 

±27,3 

114,0 

±19,5 

110,0 

±21,0 

SBO53 316352 

129,4 

±11,2 

145,7 

±25,0 

121,6 

±3,9 

110,3 

±26,7 

105,8 

±28,3 

108,0 

±31,5 

SBO54 316353 

111,4 

±37,2 

128,5 

±11,0 

121,2 

±20,7 

91,2 

±4,6 

97,8 

±7,5 

122,4 

±9,7 

SBO55 316354 

122,1 

±11,8 

146,5 

±10,3 

113,4 

±5,6 

117,2 

±6,2 

126,6 

±13,2 

133,6 

±14,4 

SBO56 316355 

121,0 

±5,3 

126,2 

±6,6 

119,5 

±21,0 

111,7 

±8,1 

102,9 

±7,9 

102,3 

±18,6 

SBO57 329242 

109,5 

±19,2 

167,7 

±13,0 

85,3 

±3,5 

71,2 

±11,7 

77,6 

±10,7 

88,5 

±22,5 

SBO58 329243 

123,5 

±12,2 

173,0 

±18,5 

94,3 

±14,6 

83,2 

±19,6 

89,8 

±18,6 

101,4 

±25,3 

SBO59 329244 

116,8 

±12,3 

153,1 

±8,5 

123,0 

±5,3 

79,2 

±6,3 

76,6 

±20,7 

80,4 

±9,9 

SBO60 329245 

142,0 

±7,2 

150,1 

±11,2 

128,5 

±6,2 

63,3 

±11,6 

92,6 

±14,1 

115,8 

±23,0 

SBO61 316356 

161,8 

±13,3 

161,5 

±16,4 

105,9 

±22,3 

111,0 

±27,1 

113,7 

±19,0 

107,7 

±25,9 

SBO62 329246 117,7 118,3 96,6 95,0 106,9 110,1 
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±3,1 ±37,3 ±5,9 ±16,4 ±12,3 ±11,9 

SBO63 316357 

154,8 

±7,8 

229,4 

±42,4 

126,3 

±15,0 

84,9 

±10,0 

83,6 

±9,1 

96,2 

±16,0 

SBO64 316358 

139,2 

±8,3 

140,1 

±7,9 

97,5 

±7,9 

109,4 

±18,0 

112,2 

±19,0 

108,4 

±15,8 

SBO65 329247 

112,8 

±5,4 

136,6 

±29,9 

108,0 

±3,2 

110,0 

±24,0 

112,2 

±17,4 

118,4 

±22,5 

SBO66 329248 

111,9 

±4,1 

129,3 

±10,7 

103,1 

±8,0 

100,1 

±11,3 

93,1 

±15,5 

84,1 

±13,6 

SBO67 316359 

128,0 

±8,6 

168,8 

±29,2 

102,7 

±11,1 

48,9 

±21,3 

62,2 

±13,1 

67,3 

±11,2 

SBO68 316360 

155,1 

±11,2 

192,0 

±23,4 

123,4 

±10,6 

87,5 

±17,0 

94,2 

±6,7 

92,9 

±8,9 

SBO69 316361 

115,9 

±12,8 

167,1 

±33,8 

118,8 

±17,0 

83,7 

±16,3 

105,3 

±37,9 

158,0 

±87,4 

SBO70 329249 

124,8 

±16,4 

155,8 

±30,9 

98,3 

±10,0 

125,8 

±26,1 

138,8 

±30,4 

183,4 

±60,9 

SBO71 329250 

122,8 

±9,7 

120,1 

±39,3 

97,2 

±20,2 

95,0 

±20,2 

80,3 

±10,7 

92,1 

±12,3 

SBO72 316362 

112,0 

±4,8 

178,6 

±13,1 

137,1 

±7,6 

80,4 

±11,7 

89,7 

±16,0 

94,5 

±14,6 

SBO73 329251 

111,1 

±14,8 

138,3 

±14,3 

149,5 

±11,6 

83,3 

±9,0 

91,6 

±9,2 

93,5 

±11,0 

SBO74 329252 

121,7 

±6,1 

132,2 

±13,4 

172,1 

±18,8 

81,6 

±11,2 

75,4 

±9,8 

87,0 

±16,2 

SBO75 316363 

48,8 

±7,7 

135,4 

±16,4 

112,1 

±5,3 

152,2 

±46,0 

113,3 

±4,4 

114,4 

±12,5 

SBO76 316364 3,8 ±3 

159,6 

±22,6 

132,8 

±9,6 

101,7 

±7,7 

111,1 

±4,6 

124,0 

±10,0 

SBO77 329253 

106,8 

±23,0 

157,2 

±9,1 

112,3 

±6,7 

99,6 

±12,6 

111,3 

±13,6 

112,9 

±5,4 

SBO78 329254 

113,3 

±29,4 

151,8 

±7,4 

150,7 

±12,2 

113,5 

±9,7 

111,9 

±12,2 

128,8 

±8,1 



8. Anhang 

 137 

SBO79 316365 

89,0 

±31,0 

143,6 

±13,6 

128,9 

±16,6 

111,7 

±10,5 

113,1 

±2,4 

116,0 

±6,7 

SBO80 329255 

86,4 

±21,9 

190,1 

±20,4 

150,8 

±21,6 

93,9 

±28,1 

105,4 

±7,4 

121,4 

±9,5 

SBO81 316366 

105,2 

±11,7 

184,0 

±17,8 

111,2 

±25,9 

102,9 

±7,7 

111,9 

±8,4 

109,4 

±8,7 

SBO82 316367 

61,3 

±3,8 

159,2 

±19,9 

114,8 

±14,4 

121,8 

±7,8 

121,1 

±15,9 

126,4 

±16,0 

SBO83 329256 

98,2 

±17,6 

154,8 

±11,9 

116,9 

±19,2 

127,2 

±8,4 

132,9 

±8,2 

130,6 

±54,4 

SBO84 316368 

71,5 

±2,4 

173,7 

±1,2 

85,4 

±7,6 

112,0 

±44,0 

134,3 

±47,1 

140,0 

±58,8 

SBO85 329257 

109,2 

±12 

171,1 

±8,7 

114,9 

±27,4 

127,9 

±8,7 

105,2 

±10,3 

108,9 

±22,4 

SBO86 316369 

79,1 

±14,4 

149,8 

±19,3 

77,6 

±19,8 

114,7 

±11,8 

112,8 

±7,5 

112,1 

±6,7 

SBO87 329258 

81,7 

±21,0 

141,9 

±10,1 

99,7 

±3,3 

105,5 

±8,9 

104,9 

±5,2 

122,5 

±7,4 

SBO88 316370 

86,7 

±36,8 

137,7 

±16,2 

121,7 

±19,0 

114,7 

±1,7 

113,3 

±6,2 

121,4 

±20,6 

SBO89 329259 

103,3 

±11,1 

136,6 

±15,3 

113,1 

±19,7 

106,6 

±9,7 

95,2 

±8,0 

107,3 

±10,3 

SBO90 329260 

130,3 

±16,0 

187,2 

±10,0 

126,0 

±21,1 

98,2 

±8,7 

134,4 

±28,5 

171,5 

±47,0 

SBO91 316371 

66,3 

±14,3 

151,6 

±20,0 

141,9 

±26,0 

99,1 

±9,3 

98,4 

±1,8 

92,9 

±5,4 

SBO92 316372 

152,0 

±15,1 

136,4 

±10,5 

122,4 

±17,2 

74,1 

±5,0 

86,0 

±2,5 

98,6 

±7,5 

SBO93 329261 

93,1 

±24,3 

122,6 

±25,8 

90,7 

±15,7 

86,6 

±9,6 

91,3 

±19,3 

89,7 

±20,0 

SBO94 316373 

96,5 

±14,1 

171,8 

±22,2 

96,0 

±4,8 

147,4 

±25,2 

151,7 

±54,2 

121,4 

±16,8 

SBO95 316374 98,1 150,2 129,6 81,1 81,8 69,5 
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±10,5 ±8,4 ±11,7 ±12,8 ±7,9 ±5,7 

SBO96 316375 

143,9 

±41,7 

144,4 

±14,9 

115,4 

±7,8 

106,4 

±18,6 

95,4 

±2,8 

89,2 

±8,3 

SBO97 316376 

159,8 

±82,9 

147,6 

±19,7 

104,0 

±5,8 

88,4 

±23,1 

89,9 

±46,2 

74,1 

±16,4 

SBO98 329262 

129,9 

±42,4 

172,8 

±9,2 

140,9 

±22,0 

100,3 

±24,1 

115,0 

±18,7 

90,4 

±13,6 

SBO99 329263 

164,1 

±22,0 

154,1 

±18,2 

170,2 

±8,4 

107,0 

±6,1 

136,0 

±21,3 

188,7 

±35,4 

SBO100 329224 

150,0 

±39,3 

153,7 

±15,1 

110,1 

±9,0 

90,2 

±20,5 

167,8 

±41,3 

185,1 

±48,0 

SBO101 329225 

116,8 

±43,1 

124,7 

±6,4 

144,9 

±19,4 

86,8 

±18,0 

103,5 

±11,1 

96,4 

±8,5 

SBO102 329226 

98,8 

±27,2 

150,5 

±7,7 

153,1 

±18,8 

145,3 

±4,3 

137,0 

±3,5 

145,0 

±6,6 

SBO103 329227 

151,5 

±67,4 

159,5 

±27,6 

147,8 

±3,0 

79,2 

±15,2 

124,6 

±24,1 

110,0 

±42,5 

SBO104 316343 

79,8 

±14,2 

151,7 

±14,4 

158,6 

±30,3 

81,7 

±8,8 

77,5 

±9,4 

115,5 

±20,0 

SBO105 316344 

235,2 

±67,1 

213,5 

±23,0 

219,6 

±31,0 

16,5 

±5,7 

64,0 

±5,4 

100,6 

±8,4 

SBO106 316345 

91,9 

±28,7 

146,0 

±9,6 

114,2 

±7,1 

118,5 

±5,7 

94,7 

±5,7 

103,7 

±17,5 

SBO107 329228 

150,8 

±31,4 

143,3 

±9,6 

131,7 

±7,1 

100,0 

±14,1 

113,8 

±7,7 

94,2 

±15,2 
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8.2 Vollständige Liste der identifizierten humanen Proteine  

 

Tabelle 9: Identifizierte Proteine durch die Swiss-Prot Datenbank bei 
Einschränkung auf ausschließlich humane Proteine. Die Proteinnamen und 
Funktionen wurden aus der Swiss-Prot Datenbank (Version 57.14) extrahiert. Die 
Proteine Ddx41, Dhx35 und Rcd1 konnten bei einer Wahrscheinlichkeit von 1% 
4-mal identifiziert werden. Alle anderen Proteine wurden jeweils 3-mal in den 5 
Versuchen identifiziert. 
Abkürz-

ung 

voller Proteinname Funktion Fehlerwahr-

scheinlich-

keit 

Ddx41 Probable ATP-

dependent RNA 

helicase DDX41 

Wahrscheinliche Funktion in 

RNA Prozessierung  

0,1% und 

1% 

Dpod3 DNA polymerase delta 

subunit 3 

Teil der DNA Polymerase 

delta, Funktion in der DNA 

Reparatur 

0,1% und 

1% 

H2ax Histone H2 DNA Kondensation 0,1% und 

1% 

Rrp1 Ribosomal RNA 

processing protein 1 

homolog A 

rRNA Reifung; Biogenese der 

28S rRNA 

0,1% und 

1% 

Ula1 NEDD8-activating 

enzyme E1 regulatory 

subunit 

Teil der Neddylierungs-

kaskade der Zelle 

0,1% und 

1% 

Acta Alpha actin 2 Bestandteil des kontraktilen 

Apparats in Muskelzellen 

0,1% 

AtpO ATP synthase subunit O Teil der mitochondrialen ATP 

Synthase. Stellt ATP bereit 

0,1% 

Sap18 Histone deacetylase 

complex subunit SAP18 

Repressor der Transkription. 

Funktion in der mRNA 

Reifung 

0,1% 

Ssrd Translocon-associated 

protein subunit delta  

Integrales Membranprotein 

des ER, reguliert die Kalzium 

Homöostase der Zelle. 

0,1% 
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Tbrg4 Transforming growth 

factor beta regulator 4 

Funktion in der Induktion der 

Apoptose 

0,1% 

Tmm33 Transmembrane 

protein 33 

Transmembranprotein 

unbekannter Funktion. 

0,1% 

1B07 HLA class I 

histocompatibility 

antigen 

Teil der Familie der MHC-

Klasse-I-Proteine der 

Immunsystems 

1% 

AbcF1 ATP-binding cassette 

sub-family F member 1 

Teil der Translations-

maschinerie 

1% 

Cdk5 Cell division protein 

kinase 5 

Zellzykluskontrollkinase; 

aktiviert durch G1 Zykline  

1% 

Cdk9 Cell division protein 

kinase 9 

Aktiviert durch cyclin-T1; Teil 

des P-TEFb Komplexes 

1% 

Cog1 Conserved oligomeric 

Golgi complex subunit 1 

Funktion bei der Golgi Mor-

phologie und Lokalisation 

1% 

Cul2 Cullin-2 Bestandteil der E3-Ligase; 

Aktiviert durch Neddylierung 

1% 

Dhx35 probable ATP-

dependent RNA 

helicase DHX35 

Möglicherweise involviert in 

die mRNA Reifung 

1% 

Drs7B Dehydrogenase / 

reductase SDR family 

member 7b 

Vorhergesagte 

Dehydrogenase mit breitem 

Substratspektrum 

1% 

Ei2bg Translation initiation 

factor eIF-2B subunit γ 

Nukleotid Austauschfaktor 

von eIF2 

1% 

Lypa2 Acyl-protein 

thioesterase 2 

hydrolysiert gebundene 

Palmitatreste 

1% 

Nduba NADH dehydrogenase 

[ubiquinone] 1 beta 

subcomplex subunit 10 

Teil des Atmungsketten-

komplexes I 

1% 

Odb2 Lipoamide acyltrans-

ferase component of 

branched-chain alpha-

Mitochondriales Enzym; 

wandelt alpha-keto Säuren in 

acetyl-CoA und CO2 um 

1% 
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keto acid dehydro-

genase complex 

Osgep Probable O-sialo-

glycoprotein 

endopeptidase 

spaltet membranständige 

Glycoproteine 

1% 

Psd10 26S proteasome non-

ATPase regulatory 

subunit 10 

Regulatorische Untereinheit 

des 26S Proteasoms 

1% 

Rcd1 Cell differentiation 

protein RCD1 homolog 

Repressor von MYB und JUN 

abhängigen Genen 

1% 

Rfc3 Replication factor C 

subunit 3 

Teil der DNA Reparatur 1% 

Ring2 E3 ubiquitin-protein 

ligase RING2 

Ubiquitinligase; mono-

ubiquitinyliert Histon 2A 

1% 

Rl37 60S ribosomal protein 

L37 

Teil des Ribosoms; bindet 23S 

rRNA 

1% 

Rs12 40S ribosomal protein 

S12 

Teil der ribosomalen 

Proteinfamilie S12e 

1% 

Ru17 U1 small nuclear 

ribonucleoprotein 70 

kDa 

Funktion in der mRNA 

Reifung 

1% 

Sfrs5 Splicing factor, 

arginine/serine-rich 5 

Funktion in der mRNA 

Reifung; 

1% 

Tarb1 Probable 

methyltransferase 

TARB1 

Möglicherweise eine SAM 

abhängige RNA 

Methyltransferase 

1% 

Ube2S Ubiquitin-conjugating 

enzyme E2 S 

Ubiquitinligase; Regulator der 

Mitose 

1% 

Ufsp2 Ufm1-specific protease 

2 

Thiol protease von Ufm1  1% 

Usp9Y Probable ubiquitin 

carboxyl-terminal 

hydrolase FAF-Y 

Teil der TGF-beta/BMP-

Signalwegs; deubiqitinyliert 

SMAD4  

1% 
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Vac14 Protein VAC14 homolog Reguliert den PI(3,5)P2-

Signalweg 

1% 

Vang2 VANG-like protein2 Rezeptor des Wnt/PCP-

Signalwegs;  

1% 

Vav2 Guanine nucleotide 

exchange factor VAV2 

GEF für Rho; wichtig für 

Angiogenese 

1% 

Vps18 Vacuolar protein 

sorting-associated 

protein 18 homolog 

Funktion beim Transport von 

Lysosomen und deren Fusion 

mit späten Endosomen 

1% 

Vps41 Vacuolar protein 

sorting-associated 

protein 41 homolog 

Notwendig für die Bildung 

von Vacuolen und deren 

Transport 

1% 

Vps53 Vacuolar protein 

sorting-associated 

protein 53 homolog 

Möglicherweise wichtig für 

den retrograden Transport 

früher und später Endosomen 

zum Golgi 

1% 

Wdr18 WD repeat-containing 

protein 18 

Funktion ungeklärt 1% 

Wdr26 WD repeat-containing 

protein 26 

Interagiert mit DDB1-

CUL4A/B E3 Ligase Komplex; 

Teil des MAPK-Signalwegs 

1% 

Wdr5 WD repeat-containing 

protein 5 

Teil des Proteinkomplexes für 

Histon3 Methylierung 

1% 

Yi016 Putative tubulin beta 

chain-like protein 

Möglicherweise ein Mitglied 

der Tubulin Proteinfamilie 

1% 

Zer1 Zer-1 homolog Teil des E3 Ubiquitin Ligase 

Komplexes 

1% 

Zy11B Zyg-11 homolog B Teil des E3 Ubiquitin Ligase 

Komplexes 

1% 
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8.3 Vollständige Liste der Zytotoxizitätsdaten der Chondramid und 

Jaspamid ähnlichen Verbindungen 

 

Tabelle 10: Messung der Zytotoxizität verschiedener Chondramid und 
Jaspamid ähnlicher Verbindungen. Die Viabilität wurde mittels des WST Tests 
gemessen. Die Daten sind normalisiert indem die Positivkontrolle auf 100% und 
der Leerwert auf 0% gesetzt wurden. Die angegebenen IC50-Werte sind 
Mittelwerte aus zwei unterschiedlichen Messungen. Die für Chondramid und 
Jaspamid ermittelten IC50-Werte stimmen mit Literaturdaten überein.[192,193] 
Name Chemische 

Struktur 

IC50-Werte 

HT29 Zellen in nM 

IC50-Werte 

MCF7 Zellen in nM 

LGM154 

 

>15.000 >15.000 

LGM156 

 

>15.000 >15.000 

LGM158 

 

>15.000 >15.000 

LGM162 

 

168,4 ±39,3 84,5 ±10,3 

LGM163  26,4 ±1,3 40,1 ±2,6 

Hu2-31P1 

 

>15.000 10.237,1 ±622 
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Hu2-35 

 

6.191,8 ±1.166 6.852,5 ±1098,1 

Hu2-37 

 

3.709,9 ±824,6 3.170,7 ±492,2 

Hu2-39 

 

>15.000 >15.000 

Hu2-57 

 

>15.000 >15.000 

Hu2-83 

 

312,6 ±28,2 337,1 ±89,4 

Hu2-89 

 

702,6 ±50,2 386,8 ±32,5 

Hu2-95 2.636,7 ±522,9 2.325,6 ±249 

Hu2-97 

 

30,7 ±1 82,5 ±4 

Hu2-101  283,9 ±12 212,1 ±16,3 

LGM127a 

 

>15.000 >15.000 

    



8. Anhang 

 145 

LGM128a  

 

 

28 ±1,4 36,9 ±5,5 

LGM143a 

 

>10.000 >10.000 

RT189a 

 

11,2 ±0,4 22,5 ±0,9 

RT201a/RT20/4 

 

191,1 ±9,6 222,3 ±17,3 

LGM115/LGM117 

 

>15.000 >15.000 

LGM139a 

 

254,9 ±18,3 267 ±28,4 

LGM142a  >10.000 >10.000 

Jaspamid 

 

21,1 ±1 25,3 ±4 

Chondramid C 

 

21,1 ±1,2 22,9 ±2,1 
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10. Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb.   Abbildung 

ADMET  Absorbtion, Distribution, Metabolismus, Exkretion, Toxizität 

APS   Ammonium-Persulfat 

ATP   Adenosintriphosphat 

 

BMP   Bone morphogenetic protein 

BSA   Bovine Serum Albumin 

 

DAG   Diacylglycerol 

DAPI   4’,6-Diamidino-2-phenylindol 

DMEM   Dulbeccos modified eagle medium 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

dNTP   Desoxyukleosidtriphosphat 

DTT   Dithiotreitol 

 

ED50-Wert  Evective Dose 50% 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure  

EGFP   enhanced grenn fluorescent protein 

EGTA   Ethylenglycoltetraessigsäure 

ESI   Electrospay-Ionisation 

 

FCS   fötales Kälberserum 

FDA   Federal drug administration 

FITC   Fluorescein-isothiocyanat 

 

g   Erdbeschleunigung 

 

HEPES   N-2-Hydroxyethylpiperazin-N#-2-ethansulfonsäure 

HPLC   High performance liquid chromatography 

HRMS   High resolution mass spectrometry 
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IC50-Wert  Inhibitory concentration 50% 

IDSA   Infectious diseases society of america 

IP3   Inositol-1,4,5-triphosphat 

 

Kap.    Kapitel 

 

MAKP   Mitogen activated protein kinase 

MIC-Wert  Minimal inhibitory concentration  

min   Minute 

 

NCI   National Cancer Institute 

 

PBS   Phosphate buffered saline 

PCR   Polymerase chain reaction 

PEG   Polyethylenglykol 

Pipes   Piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonsäure) 

PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 

 

RNA   Ribonucleic acid 

rpm   revolutions per minute 

 

s   Sekunde 

SDS   Sodiumdodecylsulfat 

 

Tab   Tabelle 

TBS   Tris buffered saline 

TRITC   Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat 

Tris   Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

 

WST   Water soluble tetrazolium 

 

z. B.    Zum Beispiel 
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Aminosäuren werden in der üblichen Weise durch den Ein- oder Dreibuchstaben- 

Code abgekürzt (vgl. IUPAC-IUB Comission of Biochemical Nomenclature, Pure 

Appl. Chem. 1982, 54, 1517 und 1525). 
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