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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Neurodegenerative Erkrankungen sind durch den fortschreitenden Verlust von Neuronen
infolge verschiedener pathologischer Mechanismen, wie Exzitotoxizitat,
Proteinaggregationen oder oxidativen Stress, gekennzeichnet. Trotz zahlreicher
Behandlungsstrategien gibt es bislang keine erfolgreichen Ansédtze zur Regeneration
geschadigter Neuronen. Die Neugestaltung des neuronalen Netzwerkes ist essentiell fur die
Wiederherstellung der physiologischen Funktionen, weshalb die Erforschung neuartiger
Therapeutika mit neurotrophen Eigenschaften von groRer Bedeutung ist. In diesem
Zusammenhang werden auch neurotrophe Naturstoffe aufgrund ihres breiten
Wirkungsspektrums untersucht. In dieser Arbeit wurde ein Testsystem zur Identifizierung
neuromodulatorischer Substanzen in der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y entwickelt. Die
optimalen Testbedingungen beinhalteten eine Differenzierungsperiode von 72 h, gefolgt von
einer Substanzbehandlung tUber 96 h. Es wurde der Einfluss von Substanzbibliotheken,
welche durch biologisch-orientierte Synthese auf Basis neuroaktiver Naturstoffe synthetisiert
worden waren, auf das Neuritenwachstum der Zellen untersucht. Die Neuritenlange wurde

durch halbautomatische Analyse fluoreszenzmikroskopischer Bilddaten quantifiziert.

Durch Testung von Pyridonalkaloid-Analoga auf Basis des Naturstoffes Militarinon A (MILI A)
wurden vier neurotrophe Verbindungen identifiziert. Die potenteste Substanz, ein 4-Hydroxy-
2-pyridon, verstarkte das Neuritenwachstum bei einer Konzentration von 10 uM signifikant
um 72 %. Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft zu dem Kinaseinhibitor Pyridovericin
wurde der Einfluss des 4-Hydroxy-2-pyridons auf Kinasen, die als relevant flr das
Neuritenwachstum bekannt sind, untersucht. Dies flihrte zur ldentifizierung der Mitogen-
aktivierten Proteinkinase Kinase Kinase Kinase 4 (MAP4K4) als Zielprotein. Des Weiteren
konnte die Verbindung als selektiver und ATP-kompetitiver Inhibitor von MAP4K4 ermittelt
werden. Der detaillierte Bindungsmechanismus wurde anhand einer Co-Kristallisation der
Wildtyp-Kinase mit dem Inhibitor untersucht. Die Kristallstruktur ergab eine Typ I-Bindung
des Pyridon-Grundgerustes Uber Wasserstoffbrickenbindungen an Glu106 und Cys108 der
ATP-Bindestelle sowie des 4-Hydroxyphenyl-Substituenten an Lys54.

Innerhalb der 2,4-Dimethoxypyridine dieser Substanzbibliothek wurden zwei Verbindungen
identifiziert, die mitotischen Arrest in HelLa-Zellen auslésen und destabilisierend auf die
Tubulin-Polymerisation wirken. Den gleichen Effekt zeigten zwei Vertreter einer Iridoid-

inspirierten Substanzbibliothek.

Weiterhin wurden zwei neurotrophe Enantiomerenpaare aus einer Substanzbibliothek, die
von den neuroprotektiven Indolalkaloiden Rhynchophyllin und Isorhynchophyllin inspiriert

war, identifiziert. Ein auf dem Secoyohimban-Grundgerist basierendes Indolalkaloid
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steigerte das Neuritenwachstum in SH-SY5Y-Zellen bei einer Konzentration von 10 uM um

42 % und stellte damit die stérkste Verbindung dar.

Zur Entwicklung neuer Behandlungsmoglichkeiten fur Krebserkrankungen werden haufig
Elemente der Mitose als Zielproteine gewahlt, da die Proliferation in Tumorzellen schnell und
uneingeschrankt ablauft. Die Verabreichung vieler Wirkstoffe hat jedoch starke
Nebenwirkungen. Daher besteht ein groRBer Bedarf an Substanzen, die spezifisch
Tumorzellen attackieren, wahrend gesundes Gewebe nicht geschadigt wird. Das Kinesin
HSET qilt daher als vielversprechendes Zielprotein in der Wirkstoffforschung. HSET besitzt
eine essentielle Funktion bei der zentrosomalen Gruppierung in Tumorzellen mit
amplifizierten Zentrosomen, wahrend in gesunden Zellen funktionell dominante Zentrosomen

vorhanden sind.

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde ein Screening zur Testung niedermolekularer Substanzen auf
Inhibition der ATPase-Aktivitat von HSET durchgefihrt. Hierbei wurde ein Sulfonylpyrimidin-
basierter Inhibitor des Kinesins identifiziert, welcher die Anzahl mitotischer Zellen mit
multipolaren Spindeln erhohte. Die Verbindung erwies sich als kovalenter HSET-Inhibitor, da
in vitro die Ubertragung des Pyrimidin-Grundgeriistes auf zwei Cysteine in HSET beobachtet
wurde. In Anwesenheit von Thiolen wurde eine Reaktivitat der Substanz beobachtet, was zu
abgeschwachter inhibitorischer Aktivitat fihrte. Dennoch bleibt ein Grof3teil der Verbindung
nach Inkubation mit Glutathion intakt, wodurch die Mdglichkeit der intrazellularen HSET-
Modifikation und —Inhibition gegeben ist. Eine Struktur-Aktivitdts-Beziehung mit Derivaten
des Inhibitors ergab durch Einfihrung meta-substituierter aromatischer Ringe, eines n-

Hexylamids sowie eines (CH,)s-Linkers eine bis zu finffach erhdhte Aktivitat.

Diese Arbeit stellt einen geeigneten Startpunkt zur Erforschung neuartiger Ansatze gegen
neurodegenerative Krankheiten sowie Krebserkrankungen dar. Es konnten neurotrophe
Verbindungen auf Basis der Naturstoffe MILI A und (Iso-)Rhynchophyllin ermittelt werden.
Da uber die Wirkmechanismen neuroaktiver Pyridonalkaloide bislang wenig bekannt ist,
geben die vorgelegten Ergebnisse neue Einblicke in die modulierten Prozesse von biologisch
aktiven Vertretern dieser Substanzklasse. Ebenso konnten durch die neurotrophen
Indolalkaloide weitere Erkenntnisse in Hinblick auf die neuropharmakologischen
Eigenschaften dieser Molekile gewonnen werden. Ein Sulfonylpyrimidin wurde als erster
kovalenter HSET-Inhibitor identifiziert, der weitere Mdglichkeiten zur Entwicklung von

Therapeutika gegen Tumorzellen mit amplifizierten Zentrosomen eroffnet.
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2 Summary

Neurodegenerative diseases are characterized by progressive loss of functional neurons as
a result of pathological mechanisms, e.g. excitotoxicity, protein aggregation or oxidative
stress. Despite numerous efforts to identify novel therapeutic strategies, successful
approaches for the regeneration of neuronal networks are still missing. Neuronal
regeneration is essential for the restoration of physiological function. Therefore, identifying
appropriate therapeutics is of high demand for neuropharmacological research. Natural
products with neurotrophic properties are commonly used in this context. Therefore, a cell-
based assay to identify neuromodulatory substances was established using the human
neuroblastoma cell line SH-SY5Y. As screening conditions neuronal differentiation for 72 h
and compound treatment for 96 h were chosen. Compound libraries, which were synthetized
by biology-oriented synthesis based on neuroactive natural products, were analyzed for their
influence on neurite outgrowth in SH-SY5Y. Neurite length was visualized by fluorescence

microscopy followed by semi-automatic quantification.

Screening of a library of pyridone alkaloid analogues, based on the neurotrophic natural
product militarinone A (MILI A), identified four substances significantly enhancing neurite
outgrowth in SH-SY5Y cells. The most potent compound contained the 4-hydroxy-2-pyridone
scaffold and promoted the total neurite length by 72 % at a concentration of 10 pM.
According to the structural relation to the kinase inhibitor pyridovericin, the inhibition of
kinases, which are relevant for neurite outgrowth, was analyzed. The mitogen-activated
protein kinase kinase kinase kinase 4 (MAP4K4) was identified as the target protein of the 4-
hydroxy-2-pyridone, which was characterized as selective and ATP-competitive inhibitor. Co-
crystallization with wild type-MAP4K4 revealed binding in a type | fashion. The pyridone core
forms hydrogen bonds to Glul06 and Cys108 as well as the 4-hydroxyphenyl group to
Lys54.

In addition, two 2,4-dimethoxypyridines of the MILI A-inspired compound collection provoked
mitotic arrest in HelLa cells and were identified as tubulin destabilizing compounds. The same

effect was observed for two iridoid-inspired substances.

Furthermore, two neurotrophic pairs of enantiomers were identified, which were inspired by
the neuroprotective indole alkaloids rhynchophylline and isorhynchophylline. The most active
compound of this library represented the secoyohimbane scaffold and enhanced the neurite
outgrowth in SH-SY5Y cells by 42 % at a concentration of 1 uM.

Mitotic proteins are commonly targeted for cancer therapy due to the rapid and uncontrolled

mitosis of cancer cells. However, treatments with various therapeutics lead to side effects.
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Therefore, cancer cell-specific substances are of high demand due to their potential to spare
healthy tissues. Therefore, the mitotic kinesin HSET is considered to be a promising
candidate for drug discovery: HSET is essential for centrosomal clustering in cancer cells
with amplified centrosomes to ensure pseudo-bipolar cell division. In normal cells, HSET is

not required when functionally dominant centrosomes are present.

Prior to the presented work, a screen for inhibition of HSET's ATPase activity by small
molecules was performed. A sulfonyl-pyrimidine compound was identified as one of the most
potent HSET inhibitors in the screen and caused mitotic arrest with an increased amount of
multipolar spindles. Covalent modification by transfer of the pyrimidine core to two cysteine
residues in HSET was shown in vitro. The compound is partially trapped by thiols, which
results in attenuated activity. A substantial amount of the intact compound was retained upon
exposure to glutathione, which is in line with the capability to modify HSET in living cells. A
structure-activity relationship analysis was perfomed leading to a five-fold increase of activity
by introduction of meta-substituted aromatic rings or n-hexyl amide as well as extending the

carbon linker to (CH,)s.

This work represents an appropriate starting point to explore novel programs, aiming at the
treatment of neurodegenerative diseases and cancer. Neurotrophic compounds, inspired by
the natural products MILI A, rhynchophylline and isorhynchophylline, were identified. Since
not a lot is known about the mechanism of action of neuroactive pyridone alkaloids, the
thesis provides an insight into the pathway modulation by this compound class. Furthermore,
additional information about the neuromodulatory properties of indole alkaloids was gathered
by identifying novel neurotrophic secoyohimbanes. In addition, the first covalent HSET
inhibitor was characterized which offers novel possibilities for cancer cell selective

approaches.
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3 Einleitung

3.1 Chemische Genetik

Genetische Testverfahren haben zur Aufschlisselung weitreichender biologischer Prozesse
durch niedermolekulare Substanzen beigetragen. Sie gelten als wirksame Methoden zur
Identifizierung von Genen bei der Regulierung von biologischen Prozessen und werden
grundsatzlich in drei Schritten durchgefuhrt: Zunéchst werden zuféllige Mutationen in Zellen
oder Modellorganismen eingebracht und die so entstandenen Mutanten auf einen Defekt im
gewilnschten Prozess untersucht. Schliel3lich werden die Mutanten identifiziert, die den
entsprechenden Phé&notyp ausgeltst haben. Ein erheblicher Nachteil dieses Ansatzes ist die
schwierige Ubertragbarkeit auf humane Zellen, was der langsamen Reproduktionsrate und
dem komplexen Genom geschuldet ist. Aufgrund dessen konnen die Zellen durch
Regulierung verwandter Gene unter Umstdnden den eigentlichen Effekt der Mutation

ausgleichen und so das Ergebnis verfalschen.

Daher werden verstarkt chemisch-genetische Ansatze verfolgt (Abbildung 3.1): Derartige
Verfahren basieren auf exogenen Substanzen, die in das biologische System eingebracht
und auf eine mogliche Einflussnahme auf biologische Prozesse untersucht werden. Dazu
wird eine Vielzahl an Substanzen zur Identifizierung aktiver Verbindungen in einem
Hochdurchsatzverfahren (engl. high-throughput screening, HTS) getestet. AnschlieRend
kénnen in tiefergehenden Experimenten die Zielproteine der aktiven Substanzen ermittelt

werden, um so die Modulation der zellularen oder physiologischen Prozesse untersuchen zu

.. 1
kénnen.™
A Zelle mit normaler Zelle mit gewilinschtem Zielprotein mit
Morphologie Phanotyp Testsubstanz
Zugabe von Identifizierung des
@ Testsubstanzen @ Zielproteins ‘
a Q
B Zielprotein . ZeIIF mit gewijns“chtem,
Validierung durch  verandertem Phanotyp
Identifizierung von ‘ Identifizierung des
bindender Testsubstanz O Phadnotyps @

Abbildung 3.1: Vergleichende Darstellung der [A] vo rwarts- und [B] ruckwartsgerichteten
chemischen Genetik (modifiziert nach [2])
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Zur Durchfiihrung chemisch-genetischer Verfahren sind chemische Substanzbibliotheken
notwendig, um eine mdglichst groRe Anzahl an Verbindungen auf Beeinflussung des
gewiinschten Prozesses untersuchen zu konnen. Bestandteile dieser Bibliotheken kdnnen
niedermolekulare Substanzen oder Peptide sein, die dquivalent zu genetischen Mutationen
verwendet werden, um die Funktion eines Genproduktes zu modifizieren. Solche
Kollektionen bestehen aus synthetisierten Derivaten von bekannten Wirkstoffen oder
Wirkstoffkandidaten, jedoch zu einem Teil auch aus natirlich vorkommenden Verbindungen,
die Pilzen, Bakterien oder Pflanzen entstammen. Entsprechende Naturstoffe sind tber die
Jahre zu einer wichtigen Quelle fir die Erforschung neuer Wirkstoffe geworden. Organische
niedermolekulare Verbindungen besitzen in vielen Fallen die Fahigkeit, die Membran der
Zielzelle durchdringen zu kénnen. Daher haben sich chemische Substanzbibliotheken in

zahlreichen Fallen als erfolgreich bei der Erforschung neuartiger Therapeutika erwiesen.™

Die Nutzung und Optimierung von Naturstoffen mit biologischer Relevanz bildet die Basis fur
die Biologie-orientierte Synthese (engl. biology-oriented synthesis, BIOS). Bei diesem Prinzip
dienen ausgewahlte Verbindungen als préavalidierte Startpunkte zur Synthese
entsprechender Substanzbibliotheken fiir die Wirkstoffforschung.® BIOS wurde urspriinglich
auf Basis von Naturstoffen entwickelt, weitet sich aber auch auf die Chemie von nicht
natiirlichen Verbindungen aus.' Naturstoffbibliotheken weisen mit 0,2 — 1,5 % deutlich
hohere Trefferraten im Vergleich zu synthetischen Verbindungen und kombinatorischen
Bibliotheken auf, was auch fir BIOS-Kollektionen erwartet werden kann.! Daher sind
naturstoffbasierte Bibliotheken in vielen Fallen auch nicht sehr umfangreich und besitzen
durchschnittlich 200 — 500 Verbindungen.” Hierbei werden einzelne Substituenten variiert,
um Derivate des Naturstoffes mit spezifischen Interaktionsmustern mit dem Zielprotein zu

generieren.”!

In chemisch-genetischen Ansatzen kommen haufig HTS-Verfahren zum Einsatz: Deren
Vorteile liegen insbesondere in der kurzen Zeit und dem geringen Aufwand, die fir ein
Experiment aufgewendet werden mussen, was mit einer deutlich erhéhten Anzahl an
getesteten Substanzen pro Zeiteinheit einhergeht.® In diesem Zusammenhang kénnen
durch HTS auch die Kosten reduziert werden. Des Weiteren stehen heutzutage in vielen
Fallen Screening-Einrichtungen zur Verfligung, in denen die Experimente schnell und

automatisiert durchgefiihrt werden kénnen.™

Zielprotein-basierte Screenings werden im Falle von rickwarts gerichteter chemischer
Genetik zur ldentifizierung von Liganden eines gewiinschten Proteins angewandt. Hierbei
werden gereinigte Proteine zur Etablierung und Anwendung eines enzymatischen
Testsystems eingesetzt, in dem die Bindung oder Inhibition des Proteins durch eine

Testsubstanz berpriift wird.™ ® Des Weiteren kénnen auch mehrere Proteine zur Analyse
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der Inhibition von Protein-Protein-Interaktionen eingesetzt werden.”! Fir klassische
vorwartsgerichtete chemisch-genetische Verfahren werden phanotypische Testsysteme
angewandt: Diese kdnnen in einzelligen Organismen oder Zellkulturen durchgefiihrt werden.
Die Detektion des gewiinschten Proteins oder Organells kann Uber spezifische Marker mit
anschlielender mikroskopischer Visualisierung zur Identifizierung morphologischer
Veradnderungen erfolgen. Funktionelle Testsysteme detektieren bestimmte Prozesse, wie
Mitose, Apoptose oder Metabolismus. Niedermolekulare Substanzen kénnen in diesen
Verfahren zur Identifizierung von Proteinen fihren, die einen bestimmten Prozess

regulieren.™

Am Max-Planck-Institut fir molekulare Physiologie sind zahlreiche chemisch-genetische
Ansatze auf Basis von biologisch-orientierter Synthese erfolgreich eingesetzt worden, um
neuartige Wirkstoffkandidaten anhand von Ausgangssubstanzen mit biologischer Aktivitat zu
entdecken.® Die neuartigen Wirkstoffkandidaten, die in diesem Zusammenhang fir
verschiedene medizinische Fragestellungen ermittelt wurden, unterstreichen die

Bedeutsamkeit des BIOS-Prinzips fur die Wirkstoffforschung.

3.2 Neuronale Morphogenese

Die neuronale Morphogenese ist insbesondere anhand von hippokampalen Mausneuronen
detailliert untersucht worden.””” Wahrend dieses Entwicklungsprozesses bilden Neuronen
ausgehend vom Zellkérper Axone wund Dendriten, die der Polarisierung und
Signalweiterleitung der Zelle dienen.™ Die Polarisierung kann hierbei durch Etablierung von
in vitro-Kulturen studiert werden, da die Zellen nach Extraktion depolarisieren und die
Nervenfortsatze zuriickgebildet werden. Die Zellen erscheinen kugelférmig und bilden
unmittelbar nach Ausplattierung kurze Fortsatze, die so genannten Filopodien, aus denen
nach 12 — 36 h kurze Neuriten entstehen.'” In diesem Stadium wachsen und schrumpfen

die initialen Neuriten zufallig und halten die Gesamtl&ange der Neuriten aufrecht.

Das Wachstum der Neuriten wird durch verschiedene Prozesse gesteuert: Durch
Verlangerung von Aktinfilamenten entsteht zun&chst eine Vorwolbung des Zellkérpers, wobei
gebindelte Aktinfilamente die Filopodienbildung steuern, wahrend Mikrotubuli entlang des
Aktins wachsen.™ Das Aktinnetzwerk wird bei der Neuritenbildung durch ein groRes
Netzwerk an Proteinen reguliert, das fur Keimbildung, Polymerisation und Organisation
zustandig ist. Hierbei ist insbesondere der Arp2/3-Komplex entscheidend, der als
Keimbildungszentrum fungiert und an bereits bestehende Filamente bindet und die Bildung

neuer Filamente bewirkt, was in einem verzweigten Aktinnetzwerk resultiert.*? Ebenso
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spielen Anticapping-Proteine wie Ena/VASP eine wichtige Rolle, die die Enden der
Aktinfilamente zugénglich fur weiteres G-Aktin machen und dadurch die Verlangerung der
Filamente erméglichen.™ Insgesamt ist die Neuritogenese ein dynamischer Prozess, der
sowohl durch wachstumsférdernde als auch wachstumshemmende Proteine beeinflusst wird.
(13 Wachstumshemmende Signale kommen u.a. vom Zytoskelettprotein Profilin oder
Myosin, das abhéngig von der Abundanz von Regulatorproteinen positiv oder inhibitorisch
auf den Bildungsprozess der Neuriten wirken kann.™ Die Mikrotubuli werden vorrangig
durch Mikrotubuli-assoziierte Proteine mittels eines Zusammenspiels fordernder und
inhibitorischer Faktoren reguliert.™ Extrazellulére Reize, u.a. durch die Neurotrophine NGF
(engl. nerve growth factor) und BDNF (engl. brain-derived neurotrophic factor), regulieren
Bildung und Wachstum von Filopodien und Neuriten Uber einen gemeinsamen intrazellularen
Signalweg. Neurotrophine binden an die Neurotrophin-spezifischen p75NTR-Rezeptoren
oder an Tropomyosin-Rezeptor-Kinasen A, B und C (TrkA, TrkB, TrkC).® Autokrin oder
parakrin erhdohte BDNF-Konzentrationen erhéhen die Axonspezifizierung in neuronalen
Zellkulturen.® Durch Bindung der Wachstumsfaktoren an Trk-Rezeptoren, die durch
Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) zur Aktivierung der GTPasen Racl und

Cdc42 fithrt, wird die Neuritenbildung und —entwicklung geférdert.?

Die neuronale Polaritat startet mit dem starken Wachstum eines der Neuriten, der sich zum
Axon weiterentwickelt (36 — 72 h nach Ausplattierung).™ Dies geschieht durch Aktivierung
von Rezeptoren sowie Adhéasions- und Signalmolekilen, indem das Gleichgewicht der
extrazellularen Signale aufgehoben wird. Die schrittweise Verlangerung des Axons wird
durch Aufrechterhaltung der Aktivierung Uber einen positiven Riuckkopplungsmechanismus
gewahrleistet.™™ In den folgenden Tagen wird die morphologische Entwicklung der weiteren
Neuriten zu Dendriten fortgesetzt®® und schlieRlich durch die Synapsenbildung
abgeschlossen. Insgesamt dauert die gesamte Entwicklung in vitro ausgehend von der
ausplattierten, kugelférmigen Zelle etwa 7 - 28 Tage (Abbildung 3.2)."") In vivo scheint der
Prozess analog abzulaufen, hangt jedoch auch von der entsprechenden Region des

Nervensystems und dem Zelltyp ab.™
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Bildungvon Erweiterung Yerlangert.mg Entwmklur.\g Synapsenbildung
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Filopodien in kurze Neuriten ) an Dendriten
zum Axon zu Dendriten
Unmittelbar
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Abbildung 3.2: Neuronale Morphogenese anhand von hi  ppokampalen Mausneuronen
(modifiziert nach ')

Zahlreiche intra- und extrazellulare Signale beeinflussen die neuronale Polarisierung. Ein
entscheidendes Protein ist hierbei die Kinase PI3K, die an der Signalweiterleitung nach
Bindung von Neurotrophinen an Tyrosin-Rezeptorkinasen (Trk) beteiligt ist und in der
spateren Entwicklung die Spezifizierung des Axons beeinflusst.*® Uber eine Signalkaskade
ausgehend von Neurotrophinen und Trk wird zudem GSK-383 phosphoryliert und inaktiviert,
was entscheidend zur Verlangerung des Axons beitragt.** Zur GSK-3B-Inaktivierung fiihrt
auch die Aktivierung Wnt-Signalweges, der an verschiedenen Entwicklungsprozessen
beteiligt ist.!'* ?! Des Weiteren sind auch GTPasen der Ras- und Rho-Familien an der

Polaritat und am Axonwachstum beteiligt.'*"!

3.2.1 Neurodegenerative Erkrankungen

Neurodegenerative Krankheiten stellen eine enorme Herausforderung fur Medizin,
Wissenschaft und Okonomie dar. Allein in den Jahren 2010 und 2011 belief sich der
okonomische Schaden durch Morbus Alzheimer in den USA auf 215 Milliarden US-Dollar.
Aktuell wird fir das Jahr 2017 die Einnahme durch Alzheimer-Medikamente auf 8,3

Milliarden US-Dollar  geschétzt.!?!

Neurodegenerative  Erkrankungen sind durch
fortschreitenden Verlust von Neuronen und eine Vielzahl molekularer Attribute
gekennzeichnet. Der wissenschaftliche Fortschritt auf molekularer Ebene hat zu einer Reihe
von Behandlungsmdglichkeiten geflhrt, die in den pathologischen Fortgang der Krankheiten

eingreifen kénnen.??
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Ein wichtiger Mechanismus im Krankheitsbild von neurodegenerativen Krankheiten ist der
neuronale Zelltod durch Glutamat-abhéngige Exzitotoxizitat. Glutamat ist der wichtigste
exzitatorische Neurotransmitter im zentralen Nervensystem und wirkt als Agonist des N-
Methyl-D-Aspartat-(NMDA)-Rezeptors.  Stimulierung des NMDA-Rezeptors fihrt zu
Depolarisierung der synaptischen Membran und 16st starken Calciumionen-Einstrom aus,
was eine biochemische Signalkaskade auslost und schlie3lich zu apoptotischem Zelltod
fuhrt.”®  Exzitotoxizitat stellt einen erheblichen Bestandteil von neurodegenerativen
Krankheiten Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Morbus Huntington und amyotropher
Lateralsklerose (ALS) dar.*” Neurodegeneration wird auch durch eine Vielzahl weiterer
Faktoren ausgeldst und beeinflusst: Dazu zahlen oxidativer Stress oder Mangel an

Wachstumsfaktoren und Zytokinen.®

Charakteristisch fur zahlreiche neurodegenerative Krankheiten sind zudem anormale
Proteinaggregationen. So sind intrazellulare neurofibrillare Aggregate, bestehend aus dem
Mikrotubuli-assoziierten Protein Tau, und extrazellulare Plaques aus B-Amyloidpeptiden
charakteristisch fir Morbus Alzheimer.”® Das Gleichgewicht zwischen dephosphoryliertem,
Mikrotubuli-gebundenem Tau und phosphoryliertem, freiem Tau ermdglicht axonalen
Transport in Neuronen.?”! Stérungen dieses Gleichgewichts sowie Mutationen des Tau-Gens
oder kovalente Modifikationen des Proteins kdnnen zu einem erhéhten Gehalt an freiem Tau
fuhren, was in der Bildung von fibrilldren Tau-Aggregaten resultiert.?” Der damit
einhergehende Verlust der Mikrotubuli-Stabilisierung fohrt zu  strukturellen und
regulatorischen Fehlfunktionen, die zu synaptischer Dysfunktion und Degeneration von
Neuronen fiihren kénnen.”® B-Amyloidpeptide entstehen durch proteolytische Spaltung des
Amyloidvorlauferproteins APP und kénnen toxische Oligomere und im spateren Stadium
auch extrazellulare, plaqueartige Aggregate bilden.” Ahnlich verhélt es sich bei Morbus
Parkinson, das sich durch abnorme Aggregationen des synaptischen Proteins a-Synuklein
auszeichnet, das den Hauptbestandteil der Lewy-Kdrper, dem Kennzeichen von Morbus

Parkinson, darstellt.?%

Strategien zur Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen setzen hauptsachlich auf
die Abschwachung und Kontrolle der Krankheitssymptome. Der optimale Fall wirde die
Regenerierung der geschadigten und zerstérten Axone, Dendriten und Synapsen im
zentralen Nervensystem mit einschlieBen. Entsprechende Ansatze waren bislang jedoch
nicht erfolgreich.®” Im Falle von Morbus Alzheimer wird heutzutage hauptséchlich auf
Inhibitoren der Cholinesterase, Secretase und der Tau-Aggregate gesetzt.*™ Morbus
Parkinson-Behandlungen fokussieren sich auf Agonisten von Dopamin-Rezeptoren, da in
frihen Stadien der Krankheit Dopamin-sezernierende Neuronen absterben.®® %3 Ebenso

sind im Falle von ALS verschiedene Ansétze zur Herstellung geeigneter Wirkstoffe verfolgt
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worden. Jedoch wurde nur ein Medikament, Riluzol, durch die Food and Drug Administration
(engl. Behorde fur Lebens- und Arzneimittel, FDA) zugelassen. Behandlung mit Riluzol
reduziert die Glutamat-induzierte Exzitotoxizitat, bekampft damit jedoch nicht die Symptome
der Erkrankung, sondern hat lediglich einen lebensverlangernden Effekt.*® Behandlung mit
den erwdhnten Wirkstoffen zeigen insgesamt zwar Verbesserungen der Symptome, sind

jedoch nicht in der Lage die Krankheiten vollstandig zu heilen.?”

Ebenfalls wurden neurotrophe Faktoren, z.B. BDNF, als Behandlungsmdglichkeit far
neurodegenerative Erkrankungen untersucht. BDNF-Mangel ist pathophysiologisch in
Zusammenhang mit Morbus Alzheimer, ALS, Morbus Huntington und Morbus Parkinson
entdeckt worden.* BDNF ist fiir seine Funktion zur Regenerierung von Neuronen in Form
des Wiederaufbaus synaptischer Strukturen durch dendritische Verastelung bekannt. Daher
eignet sich exogene BDNF-Zugabe grundsétzlich zur Behandlung neurodegenerativer
Symptome.”®® In diesem Zusammenhang sind auch neurotrophe Naturstoffe, vornehmlich
aus Pflanzen und Mikroorganismen isoliert, aufgrund ihres breiten neuropharmakologischen

22,301 Niedermolekulare

Wirkungsspektrums im Fokus der Wissenschaft gerickt.
Verbindungen mit neurotropher oder neuroprotektiver Wirkung besitzen die Fahigkeit des
Schutzes vor neuronaler Schadigung sowie zur Unterstitzung der Wiederherstellung
geschadigter Neuronen und koénnen daher von groRer Bedeutung in der
Neuropharmakologie sein. Es besteht ein groRer Bedarf an neuartigen Wirkstoffen und
Therapieansétzen, flr die protektive und wachstumsférdernde Substanzen ermittelt werden

mussen. & &

Ein weiterer therapeutischer Ansatz fur zahlreiche neurodegenerative Symptome ist die
Modulation der c-Jun-N-terminalen Kinasen 1 - 3 (JNK 1-3). Diese wirken als multifunktionale
Signalmolekdle in vielen zelluldaren Prozessen, u.a. in der Regenerierung von Neuronen nach
Schadigung. Entscheidend fur die Wahl als Zielprotein ist jedoch die Regulierung von
proapoptotischen Proteinen durch JNK.®® Eine Abschwachung des apoptotischen Zelltods
konnte in neuronalen Zellen von JNK-defizitdren Méusen beobachtet werden.®” Zahlreiche
niedermolekulare Substanzen sowie peptidbasierte Inhibitoren von JNK sind bereits in

klinischen Studien getestet worden.?®

3.2.2 Neuromodulatorische Naturstoffe
Naturstoffe sind komplexe chemische Verbindungen, die verschiedenste Zielproteine binden
und modulieren konnen. Dabei sind zahlreiche Effekte auf Signaltransduktionswege

nachgewiesen worden, die auf direkte Modulation von Proteinen, wie Kinasen oder
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Rezeptoren, zuriickgehen. Die Eigenschaften reichen weiterhin von antioxidativen Effekten
Uber Chromatinmodulation bis hin zu epigenetischen Einfliissen.”? Zahlreiche natiirlich
vorkommende neurotrophe Verbindungen sind ebenfalls bereits beschrieben worden.® Der
erste Naturstoff, fir den neurotrophe Effekte beschrieben wurden, war Lactacystin, das bei
niedrigmikromolaren Konzentrationen eine signifikante Steigerung des Neuritenwachstums
zeigte. Einige neurotrophe Sesquiterpene sind aus Arten der Pflanzengattung lllicium isoliert
und charakterisiert worden. Hierzu zéhlen unter anderem Merrilacton A und Jiadifenin.?
Weitere Substanzklassen, aus denen neurotrophe Naturstoffe identifiziert werden konnten,
sind beispielsweise Alkaloide, Iridoide, Steroide und Diterpenoide.” *! Dariiber hinaus
weisen Naturstoffe vielfach auch neuroprotektive Eigenschaften auf.”® Niedermolekulare
Substanzen mit neurotrophen oder neuroprotektiven Eigenschaften sind fur die
neuropharmakologische Forschung von groliem Interesse, da neuritogene Verbindungen zur

[8a]

Regenerierung geschadigter Neuronen beitragen koénnen. Einige vielversprechende

Substanzklassen und ihre biologischen Effekte werden im Folgenden ndher beschrieben.

Pyridonalkaloide mit dem 4-Hydroxy-2-pyridon-Grundgeriist weisen vielfaltige biologische
Wirkungen von antibakteriellen {iber insektiziden bis hin zu neurotrophen Effekten auf.*! 4-
Hydroxy-2-pyridone werden aufgrund ihrer Struktur in mehrere Gruppen unterteilt, wobei die
Gruppe der 4-Hydroxy-3-Acyl-modifizierten Pyridone die neurotrophen Vertreter beinhaltet.
Dazu z&hlt auch das Pyridonalkaloid Militarinon A (MILI A, Abbildung 3.3),*" das aus dem
marinen Pilz Paecilomyces militaris isoliert und als neuritogen beschrieben wurde."? MILI A
zeigte eine Verstarkung des Neuritenwachstums von 80 % bzw. 70 % bei Konzentrationen
von 33 bzw. 10 pM in der Phdochromozytom-Zelllinie PC-12. Dabei wies MILI A keinerlei

zytotoxische Effekte bis zu einer Konzentration von 100 pM auf.”?

Die weiteren Militarinone Militarinon B und C weisen lediglich geringe Effekte auf das
Neuritenwachstum in PC-12-Zellen auf, wahrend Militarinon D inaktiv ist (Abbildung 3.3).
Militarinon B wirkt zusétzlich bei einer Konzentration von 100 pM leicht zytotoxisch.*? Nach
der Identifizierung und Charakterisierung der Militarinone wurden weitere Vertreter der
Pilzgattung Paecilomyces auf bioaktive Metabolite untersucht: Aus P. farinosus wurden die
Pyridonalkaloide Farinoson A, B und C (Abbildung 3.3) isoliert und ebenfalls auf neurotrophe
Effekte getestet. Farinoson A und C zeigten einen férderlichen Einfluss auf das
Neuritenwachstum in PC-12-Zellen bei Applikation von 20 — 50 uM, wohingegen Farinoson B
in dieser Hinsicht keine Aktivitat aufwies.!*®! Da Farinoson C strukturell deutlich einfacher als
MILI A aufgebaut ist, ist trotz eingehender Struktur-Aktivitats-Analyse unklar, ob ein
identischer Wirkmechanismus vorliegt.***¥ Aus P. farinosus wurde zusétzlich (+)-N-
Deoxymilitarinon A (Abbildung 3.3) isoliert, das Neuritenwachstum bei Konzentrationen von
33 — 100 pM induziert."*®!
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Abbildung 3.3: Neurotrophe Pyridonalkaloide aus Paecilomyces-Arten

Fiur MILI A wurde zudem der Wirkmechanismus detailliert aufgeklart.*® Aufgrund seiner
amphiphilen Struktur akkumuliert die Substanz zunachst in der Zellmembran und wird
langsam ins  Zytoplasma  entlassen.  Hier aktiviert MILI A  spezifische
Signaltransduktionswege, die in die NGF-induzierte neuronale Differenzierung involviert sind.
Dabei wird die Phosphorylierung der Kinase SAPK/INK, welche ebenfalls von NGF induziert
wird, verstarkt. Der Effekt ist jedoch leicht abweichend vom Wirkmechanismus von NGF, da
zwar ebenfalls die Kinasen MAPK und Akt/PI3K aktiviert werden, die zeitliche Koordinierung
jedoch abweicht. Da MILI A vermutlich nicht durch Bindung an den Neurotrophin-Rezeptor
TrkA wirkt, wird ein indirekter Effekt von MILI A auf TrkA vermutet. Dieser kann auf die
Erhéhung des intrazellularen cAMP-Gehalts als Folge der TrkA-Phosphorylierung

zuriickgefithrt werden.®®

Iridoide basieren auf dem Cyclopenta[c]pyran-Grundgerist und stellen eine grol3e
Substanzklasse aus verschiedenen pflanzlichen Quellen dar,® die in der Natur
hauptséchlich als Glykoside vorkommen.*”! Da diese Pflanzen bereits in traditionellen
Behandlungsmethoden eingesetzt wurden, wurde die Bioaktivitat dieser Iridoide detailliert
analysiert: Iridoide weisen beispielsweise neuroprotektive, antioxidative, kardiovaskulére,
antivirale, antimikrobielle oder immunmodulatorische Effekte auf. Iridoidglykoside mit
nachgewiesener biologischer Aktivitdt kdnnen dadurch als Grundlage fir die biologisch-

orientierte Synthese von Substanzkollektionen dienen.®

Unter den neuroprotektiven Vertretern der Iridoide ist insbesondere Catalpol (Abbildung 3.4)

zu nennen. Catalpol schitzt vor neuronaler Schadigung durch Protektion vor oxidativem
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Stress und dadurch resultierendem Zelltod. Hierbei wird teilweise die Stickoxid-Synthase und
die Produktion von Tumornekrosefaktor-a, Stickoxid und reaktiven Sauerstoffspezies
inhibiert. Zusatzlich schwacht es durch Erhéhung des Verhéltnisses vom antiapoptotischen
Protein Bcl-2 zum proapoptotischen Bax-Protein die intrazellularen Signalwege, die zu
apoptotischem Zelltod fiihren."® Ein weiteres neuroprotektives Iridoid ist Geniposid
(Abbildung 3.4), das in primaren Neuronen vor oxidativem Stress und Schadigung durch
Glukose-Mangel schiitzt.”? In PC-12-Zellen konnte zusatzlich die konzentrationsabhéngige
Induzierung von Neuritenwachstum durch agonistische Wirkung auf den Glukagon-ahnlichen
Rezeptor 1 (GLP-1)-Rezeptor nachgewiesen werden.® Bei Applikation von 0,1 ug/ml wurde
dieser Effekt auch fiir Catalpol gezeigt.”® Geniposid und Catalpol werden daher auch als
Behandlungsméglichkeiten fiir Morbus Alzheimer diskutiert.®™ Fir verschiedene Iridoide
wurde die Induzierung oder Verstarkung von neuronalem Wachstum durch Aktivierung von
Komponenten intrazellularer Signalwege nachgewiesen, die in die neuronale Differenzierung
involviert sind. So zeigen Picrosid | und 1l (Abbildung 3.4) eine Verstarkung des
Neuritenwachstums, das durch NGF-Zugabe induziert wurde.®? Harpagid (Abbildung 3.4)
und zahlreiche abgeleitete Verbindungen aus Scrophularia buergeriana schiitzen primare
Rattenneuronen vor Glutamat-induzierter Exzitotoxizitat, was unter anderem durch

Verstarkung des antioxidativen Abwehrsystems geschieht.®?!
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Abbildung 3.4: Natirlich vorkommende neuromodulator ische Iridoide

Substanzkollektionen auf Basis von neuroaktiven Iridoidglykosiden sind mit Hilfe von
biologisch-orientierter Synthese bereits synthetisiert worden und erfolgreich in Testsystemen

anhand von primaren Neuronen auf neurotrophe Effekte untersucht worden. !
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Pflanzen der Gattung Uncaria sind bereits in der traditionellen chinesischen Medizin zur
Behandlung von Krankheiten des kardiovaskularen Systems und des zentralen
Nervensystems eingesetzt worden. Die pharmakologischen Aktivitdten von Uncaria-Arten
sind vielfaltig und beinhalten unter anderem neuroprotektive, krampflésende und sedative
Wirkungen.® Speziell die neuromodulatorische Aktivitat spielt eine wichtige Rolle fir

neuropathologische Krankheitshilder.

Im Falle von Uncaria rhynchophylla geht die neuropharmakologische Wirkung vorrangig auf
die Indolalkaloide Rhynchophyllin und Isorhynchophyllin (Abbildung 3.5) zurlck, die die
Hauptbestandteile von Extrakten dieser Pflanze darstellen.’ Beide Substanzen beinhalten
das Secoyohimban-Grundgeriist®™ und sind fir die Wirkstoffforschung aufgrund eines
breiten Spektrums an pharmakologischen Eigenschaften von Interesse. Beide Verbindungen
wirken antagonistisch auf NMDA-Rezeptoren, was zur Behandlung oder Vorbeugung von
neuronalen Erkrankungen mit tberschiissiger NMDA-Rezeptoraktivitat von Interesse ist.*®
Rhynchophyllin inhibiert die JNK-Phosphorylierung und Aktivitdt des Transkriptionsfaktors
NF-kB (engl. nuclear factor-kB) nach Induzierung von Exzitotoxizitat.®”) Des Weiteren ist ein
antiepileptischer Effekt von Rhynchophyllin bei Exzitotoxizitat beschrieben worden, der mit
verminderter Freisetzung von Sauerstoffradikalen assoziiert ist."”) AuRerdem weist die
Substanz entziindungshemmende Eigenschaften durch reduzierte Freisetzung von
Stickoxid, Tumornekrosefaktor-a oder Interleukin-138 nach Lipopolysaccharid-induzierter
Immunreaktion auf.®® Isorhynchophyllin wirkt durch einen kompetitiven Mechanismus
antagonistisch auf den 5-Hydroxytryptaminrezeptor (5-HT ;). Zahlreiche
pharmakologische Effekte sind auch von weiteren Indolalkaloiden und Phenolverbindungen

aus U. rhynchophylla bekannt.!®”
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Abbildung 3.5: Neuroprotektive Indolalkaloide aus Uncariarhynchophylla
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Darlber hinaus sind weitere natirlich vorkommende Naturstoffe mit dem Secoyohimban-
Grundgerist erfolgreich auf ihre Bioaktivitdt untersucht worden: Strychnofolin  weist
beispielsweise antimitotische Effekte auf Leberkrebszellen auf.®™ Pteropodin steigert die
Aktivitdt von muskarinischen Rattenrezeptoren, wahrend Alstonisin antiplasmodiale und
vasorelaxierende Aktivitaten zeigt.®” Spirotryprostatin A wurde in Mauszellen als Inhibitor

des Ubergangs von G,- zur M-Phase identifiziert.®!

Das breite Spektrum an pharmakologischen Eigenschaften von Rhynchophyllin und
Isorhynchophyllin, speziell in Bezug auf die Neuroprotektion, macht auf der Secoyohimban-
Kernstruktur basierende Indolalkaloide zu pravalidierten Startpunkten fur die biologisch-
orientierte Synthese von Substanzkollektionen mit neurobiologischer Aktivitat. Eine kleinere
Substanzbibliothek basierend auf Secoyohimbanen wurde bereits auf primare Hippokampus-
Neuronen der Ratte sowie Motoneuronen, die aus embryonalen Stammzellen gewonnen

wurden, getestet und fiihrte zur Ermittlung erster neurotropher Verbindungen.

3.3 Der Zellzyklus

Der Zellzyklus lasst sich in drei Phasen unterteilen: Die Interphase, die Mitose und die
Zytokinese. Die Mitose wiederum gliedert sich weiterhin in Pro-, Meta-, Ana- und Telophase
(Abbildung 3.6). Nach der Verdopplung der Zentrosomen und Replikation der DNA wahrend
der Interphase startet zu Beginn der Mitose die Bildung der mitotischen Spindel.®” Die
mitotische Spindel ist ein bipolares Konstrukt, welches die korrekte Verteilung der
Schwesterchromatiden auf die Tochterzellen sicherstellt. Sein Hauptbestandteil sind
Mikrotubuli, polymere Strukturen aus a- und B-Tubulin-Heterodimeren.®® Die Minus-Enden
sind dabei an den Spindelpolen verankert, wahrend die positiven Enden zur Mitte der
Spindel orientiert sind. Dort Uberlappen Mikrotubuli von beiden Polen, wodurch eine

antiparallele Anordnung entsteht.®>"!

In der Mitose werden zunachst die Zentrosomen separiert, welche dadurch zu Mikrotubuli-
organisierenden Zentren (engl. microtubule-organizing centers, MTOC) werden.’® In der
Pro- bzw. Metaphase beginnen sich die kondensierten Chromosomen an die Mikrotubuli der
Spindel anzuheften und zum Spindelzentrum zu orientieren.®” Im Spindelzentrum sind die
Chromosomen durch Multiproteinkomplexe, die so genannten Kinetochore, an den
Mikrotubuli verankert.® In der Anaphase werden die einzelnen Chromatiden in Richtung
der entsprechenden Spindelpole auseinandergezogen. In der Telophase verlangert sich die

mitotische Spindel und es bilden sich die Kernmembranen um die Chromatidensétze, bevor
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der Zellzyklus durch das endgultige Aufteilen in zwei Tochterzellen abgeschlossen wird
(Abbildung 3.6).154

4/, &—— Sspindelpol
Mikrotubuli
Metaphase
Anaphase
° Kinetochor
Centrosom
AL &= Trennzone
Nukleus
—_—
Interphase
Zytokinese

Abbildung 3.6: Phasen der Zellteilung (modifiziert nach [64])

Essentiell fir eine einwandfreie Zellteilung ist die Verteilung der Chromosomen auf die
Tochterzellen: Hierbei ist entscheidend, dass die Teilung so lange blockiert wird, bis die
gleichméalige Verteilung der DNA garantiert werden kann. Der konservierte Signalweg
Spindle Assembly Checkpoint (SAC) erhélt Signale von den Kinetochoren, die unvollstéandig
an die Mikrotubuli angeheftet sind.®” Kinetochore vermitteln das Anheften der
Chromosomen an die Mikrotubuli, was sowohl durch Interaktionen mit Chromatin und
Mikrotubuli als auch tber Kontrolle des SAC bewerkstelligt wird.®® Durch die Signale der
Kinetochore verhindert der SAC, dass ein Ubertritt in die Anaphase erfolgen kann, solange
einzelne Kinetochore nicht korrekt an die Mikrotubuli der mitotischen Spindel angeheftet
sind.®” Bei fehlerhafter Orientierung der Chromosomen oder anderen Defekten der
mitotischen Spindel kann chromosomale Instabilitat, wie abweichende Chromosomenzahlen
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(Aneuploidien), auftreten, die durch fehlerhafte Aufteilung der Chromatiden wahrend der
Mitose entstehen und bei Uberleben der polyploiden Zelle zu malignem Zellwachstum fiihren
kénnen. Chromosomale Instabilitdt kann in den meisten Krebstumoren beobachtet werden
und ist ein wichtiger Grund fir die Entstehung von Tumoren. Die essentielle Aufgabe der
SAC bei der Verhinderung von fehlerhafter Mitose hat verschiedene Ansatze in der
Wirkstoffforschung inspiriert, die auf die Aktivitat des SAC Einfluss nehmen. Hierbei sind
insbesondere Inhibitoren der Kinase Aurora B zu nennen, die eine entscheidende Rolle bei
der Orientierung der Chromosomen wéhrend der Mitose spielt.®” % Der zweite essentielle
Kontrollpunkt ist der Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome (APC/C). Der Komplex
bestent aus 15 Einzelproteinen, die entsprechende Zielproteine erkennen und
ubiquitinieren.’? Zielproteine des APC/C sind Regulatoren des Zellzyklus, die fiir den
Ubertritt von der Meta- zur Anaphase abgebaut werden, um den Fortgang der Mitose zu
ermdglichen.™ Bei unvollstandigem oder fehlerhaftem Anheften der Kinetochore an die
Schwesterchromatiden wird der APC/C blockiert, bis alle Schwesterchromatiden korrekt an

die Kinetochore gebunden sind.l"® "

Die korrekte Verteilung der Chromosomen ist essentiell fir die Lebensfahigkeit eines
Organismus. Fehler wahrend der Mitose, wie abweichende Zentrosomenzahlen, fehlerhafte
Zytokinese oder Defekte des SAC fiuhren zu Aneuploidien, was in der Entstehung von

Tumoren resultieren kann.®”

3.3.1 Zentrosomen und die mitotische Spindel

Zentrosomen kontrollieren als Mikrotubuli-organisierende Zentren die Anzahl, Polaritat und
Verteilung von Mikrotubuli und koordinieren deren Funktionen. Dazu z&hlen Form, Polaritat,
Adhasion und Beweglichkeit der Zelle, ebenso wie Transport und Lokalisierung von
Organellen. Des Weiteren sind Zentrosomen fir die Chromosomenaufteilung und Zytokinese
von entscheidender Bedeutung™ und dienen als Verankerungspunkt fiir Mikrotubuli in der

mitotischen  Spindel.[®

Zentrosomen setzen sich aus einem Zentriolenpaar und
umgebendem perizentriolaren Material (engl. pericentriolar material, PCM) zusammen. Das
PCM besteht insbesondere aus y-Tubulin-Komplexen, die als Befestigungspunkte fir
Mikrotubuli dienen." Zusétzlich sind zahlreiche Kinasen, Phosphatasen oder Motorproteine

Bestandteil des PCM oder sind an dessen Aufbau beteiligt./™

Abhangig von der mitotischen Phase besitzen Zellen ein ungeteiltes Zentrosom oder ein
Zentrosomenpaar.’® Die Duplikation der Zentrosomen wird parallel mit der DNA-Replikation

kurz vor Beginn der S-Phase (spate G;-Phase) initiiert. Dabei werden die Zentriolen
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zunéachst getrennt, bevor am proximalen Ende eine Procentriole gebildet wird. Im Folgenden
werden die Prozentriolen verlangert und PCM rekrutiert, so dass zwei Zentrosomen

entstehen und die Ausbildung der Spindelpole wahrend der Mitose gewahrleistet ist.'*®

Duplizierte Zentrosomen sind essentiell fir die korrekte Verteilung der Chromosomen auf
beide Tochterzellen wahrend der Mitose.”® Tumorzellen weisen héaufig zentrosomale
Vervielfaltigungen auf, die aus verschiedenen Abweichungen vom korrekten Ablauf der
Mitose resultieren, und kdnnen verschiedene Strategien durchlaufen, um dennoch die so
genannte pseudo-bipolare Mitose durchfilhren zu kénnen.”” Behandlungsstrategien zur
Unterdriickung von pseudo-bipolarer Teilung sind fur die Krebstherapie von besonderer
Bedeutung: Niedermolekulare Substanzen, die spezifisch in diesen Vorgang eingreifen,
kénnten ausschlieBlich Tumorzellen attackieren, wahrend gesunde Zellen nicht

beeintrachtigt waren.[’™!

3.3.1.1 Zentrosomale Defekte und Mechanismen zur Be fahigung bipolarer

Mitose

Zentrosomale Defekte lassen sich in strukturelle und numerische Defekte unterteilen.”
Strukturelle Defekte beinhalten vergroRerte Zentrosomen, Ansammlungen zentrosomaler
Proteine aul3erhalb der Zentrosomen, Abweichungen in der Phosphorylierung der PCM-
Bestandteile oder Fragmentierung der Zentriolen.™ " Unter numerischen Gesichtspunkten
sind haufig erhbéhte Zentrosomenzahlen zu beobachten. Diese Defekte ergeben sich als
Folge verschiedener fehlgeschlagener Mechanismen (Abbildung 3.7): Beispielsweise kdnnen
Zentrosomen mehrfach wahrend eines Zellzyklus dupliziert werden. Haufiger sind jedoch
abgebrochene Zellteilungen der Grund fir multiple Zentrosomen. Diese kénnen wiederum
mehrere Grinde haben, wie z.B. nicht behobene DNA-Schadigungen oder deregulierte
Signalwege. Eine Fehlfunktion des SAC oder langfristiger mitotischer Arrest fuhren zum
Austritt aus der Mitose. Weitere Mdglichkeiten sind Zellfusionen oder de novo-Synthese von

Zentriolen.©® 73
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Abbildung 3.7: Beispielmechanismen fur die Entstehu ng abweichender Zentrosomenzahlen
(modifiziert nach "

Zellen mit amplifizierten Zentrosomen sind zu verschiedenen Mechanismen befahigt, um
trotz einer erhfhten Zentrosomenzahl eine bipolare Mitose zu bewerkstelligen (Abbildung
3.8). Zentrosomen konnen verdrangt werden, indem Zytoplasten mit enthaltenen
Zentrosomen gebildet werden. Des Weiteren konnen Uberschiussige Zentrosomen durch
Ausschalten ihrer MTOC-Aktivitat inaktiviert werden, wéhrend bei einer asymmetrischen
Aufteilung die Zentrosomen auf zwei Tochterzellen verteilt werden. Eine dieser Tochterzellen
beinhaltet nur ein Zentrosom, was sich zur folgenden Mitose innerhalb des Zentrosomzyklus
erneut teilen und so eine bipolare Zellteilung bewirken kann. Die am haufigsten auftretende
Strategie ist jedoch die Gruppierung von Zentrosomen, bei der zwei Gruppen gebildet

werden, die dadurch die bipolare Spindel bilden kénnen.""®
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Abbild[l717n]g 3.8: Mechanismen zur Bewerkstelligung von pseudo-bipolarer Mitose (modifiziert
nach “'%)

Zentrosomale Gruppierung wurde erstmals 1982 in murinen Tumorzellen beobachtet.l’
Erhdhte Aufmerksamkeit erlangte der Prozess jedoch erst zur Jahrtausendwende, als in
Brustkarzinomen der Zusammenhang zwischen erhdhter Zentrosomenzahl und
abweichender Mitose aufgezeigt wurde.®™ In den folgenden Jahren war die Aufschliisselung
der molekularen Mechanismen der Gruppierung von Zentrosomen im Fokus der
Wissenschaftler: In zahlreichen Studien wurde ermittelt, dass das Gruppieren von
Zentrosomen durch die Kombination von Spindel-spezifischen Mikrotubuli- und Aktin-
assoziierten Kraften an der Peripherie der Zelle reguliert wird."™ Hierzu zahlen die
Motorproteine Dynein, Eg5, CENP-E und HSET, der RanGTPase-Effektor HURP, das
Mikrotubuli-assoziierte Protein NuMa und der Aktin-Regulator Form3/INF2.7 78 81 Dapei
stehen insbesondere das Kinesin HSET und das Effektorprotein HURP im Fokus: Beide
Proteine haben keine essentielle Aufgabe in gesunden somatischen Zellen, wohingegen sie
unabdingbar fir die Bildung bipolarer Spindeln in Zellen mit erhbhter Zentrosomenzahl

Sind.[77b’ 78]
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Die Gruppierung von Zentrosomen zur Bildung der pseudo-bipolaren Spindel wird durch
verschiedene Strukturen und Mechanismen, u.a. den SAC, beeinflusst. Da durch den SAC
das Signal fur die Fortsetzung der Mitose bei fehlerhafter Bindung von Spindel-Mikrotubuli
und Kinetochoren gegeben wird, wird eine Beeinflussung des SAC bei der Bildung der
pseudo-bipolaren Spindel und der damit einhergehenden Verzégerung des Ubertritts in die
Anaphase angenommen.”? Erhéhte Chromosomen- oder Zentrosomenzahlen sind mit

verlangerter Mitosedauer assoziiert.®?

Der SAC stellt die notwendige Zeitspanne zur Gruppierung der Zentrosomen vor dem Eintritt
in die Anaphase sicher. Eine Beteiligung des SAC lasst sich dadurch bestétigen, dass die
SAC-Komponenten Mad2, Bubl und CENP-E in Drosophila-Zellen notwendig fur das
korrekte Gruppieren der Zentrosomen sind. Durch die Regulierung von Eg5 und der dadurch
aufrechterhaltenen Kréafte innerhalb der mitotischen Spindel ist auch der APC/C

entscheidend an der erfolgreichen Gruppierung der Zentrosomen beteiligt.’®*?

Weitere Faktoren, die ebenfalls die Gruppierung von Zentrosomen in Krebszellen
beeinflussen, sind Mikrotubuli-assoziierte Proteine, wie z.B. MAPs oder Dynein. Dynein tbt
eine notwendige Kraft zur korrekten Positionierung der Spindelpole aus. Uberdies ist
beispielsweise auch die Zelladhasion ein wichtiger Faktor bei der Spindelbildung: Bei
schwacher Verbindung zur extrazellularen Matrix exprimieren Zellen mehr HSET, da die
Zelle die von aulRRen einwirkenden Krafte ausgleichen muss. Dies wurde fir die

Neuroblastom-Zelllinie N1E-115 mit schwacher Integrin B1-Expression gezeigt.['”®

Des Weiteren spielen diverse Motorproteine und Spindel-assoziierte Proteine eine
gewichtige Rolle bei der Gruppierung von Zentrosomen. Hierbei sind insbesondere

Mikrotubuli-assoziierte Proteine, wie z.B. Kinesine, zu nennen.l’’@

3.3.2 Kinesine

Kinesine bestehen u.a. aus einer konservierten Motordoméane, die etwa 340 Aminosauren
umfasst und ATP- sowie Mikrotubuli-Bindestellen aufweist.®® Die Motordomane wandelt ATP
unter Hydrolyse in mechanische Energie und Kraft um, um die Fortbewegung der Kinesine
an den Mikrotubuli zu gewéhrleisten.®** 8 Neben der Motordoméne, die auch als Kopf des
Proteins bezeichnet wird, besitzen Kinesine weitere Doménen, die als Stiel- und
Schwanzdoménen bezeichnet werden (Abbildung 3.9).%* ®l Dje Stiel- und
Schwanzdomanen werden zur Dimerisierung oder Oligomerisierung bendtigt und binden die

transportierte Ladung, die u.a. aus Proteinen, Lipiden oder Nukleinsauren besteht.®>®¥ Die
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meisten Kinesine liegen in Form von Homodimeren vor, Ausnahmen bilden Kinesin-1

(Heterotetramere), Kinesin-2 (Heterotrimere) oder Kinesin-5 (Homotetramere).®*

Kinesin-14

Schwanz

Abbildung 3.9: Aufbau von Motorproteinen der Kinesi n-Superfamilie am Beispiel der
Homodimere der Kinesin-14-Familie (modifiziert nach %)

Die Kinesin-Superfamilie weist 45 Vertreter auf, die anhand von Strukturhomologien und
Funktionsweisen in 14 Unterfamilien eingeordnet werden.®*®! Aufgrund der konservierten
Motordoméne wird die Aufteilung der Kinesin-Superfamilie durch die hochdivergenten Stiel-
und Schwanzdoménen erméglicht.®® Bislang sind 16 Kinesine mit mitotischen Funktionen
beschrieben worden, die an der Spindelbildung und —aufrechterhaltung sowie Positionierung
der Chromosomen in der Metaphasenplatte, Aufteilung der Schwesterchromatiden in der
Anaphase und der Zytokinese beteiligt sind." ®! Kinesine mit Amino-terminal gebundener
Motordoméne sind zum positiven Ende der Mikrotubuli orientiert, wahrend bei Carboxy-
terminaler Motordomane eine Orientierung zum negativen Mikrotubuli-Ende vorliegt.®¥
Kinesine mit zentraler Motordomane besitzen keine direkte Bewegungsfahigkeit und sind zur
Regulation und Depolymerisation von Mikrotubuli befahigt.®® Die Funktionen der mitotischen
Motorproteine sind entsprechend ihrer Bewegungsrichtung angepasst, indem zum Plus-Ende
orientierte Kinesine haufig mit Chromosomentransport assoziiert sind, wahrend bei
Orientierung zum Minus-Ende hauptséachlich strukturelle Aufgaben wie Aufrechterhaltung der
Spindelpositionierung vorliegen.®* Weitere Kinesine sind an synaptischem Vesikeltransport

in Neuronen oder an der Zellmigration beteiligt.® &

Mitotische Kinesine sind bezlglich ihrer Synthese, Funktion und Abbau stark reguliert, so
dass ein Kinesin nur wahrend des entsprechenden Prozesses in seiner aktiven Form

vorhanden ist und wahrend der Inaktivierung von den Mikrotubuli und der zu

23



Einleitung

transportierenden Ladung abgeschottet wird.®* ®! Regulationsmechanismen sind hierbei
raumliche Kontrolle durch Signalmolekiile, Protein-Protein-Interaktionen oder
Phosphorylierung.”® So werden Proteine der Kinesin-14-Familie wéhrend der Interphase
standig im Nukleus gehalten, da sie durch Bindung an Importin-a und -8 inaktiviert werden. "
Das Kinesin-7 CENP-E befindet sich aulRerhalb der Mitose im Zytoplasma und gelangt erst

durch die Auflésung der Kernhiille an seinen Funktionsort.*?

3.3.2.1 HSET

HSET (engl. human spleen, embryo, testes, humane Milz, Embryo, Hoden), auch KIFC1
oder KNSL2, ist ein humaner Vertreter der Kinesin-14-Familie und ist an der Vernetzung der
Mikrotubuli der mitotischen Spindel sowie an der Organisation und Aufrechterhaltung der
Spindel beteiligt.®** %! Als Kinesin-14 besitzt HSET eine Motordomane am C-Terminus,
wodurch es zum negativen Ende der Spindelmikrotubuli orientiert ist und sich durch
Entlanggleiten an den Mikrotubuli zu den Spindelpolen bewegt.®* °** 9! |n gesunden Zellen
wird HSET fir die Zusammensetzung der bipolaren Spindel unter nicht-zentrosomalen
Bedingungen, etwa bei der Meiose, benétigt. Im Gegensatz dazu ist es fur die Ausbildung
der mitotischen Spindel nicht essentiell, wenn funktionell dominante Zentrosomen vorhanden
sind.® In Tumorzellen mit korrekter Zentrosomenzahl werden nicht-zentrosomale Pole
durch Polymerisation der Mikrotubuli unabhéngig von den Zentrosomen gebildet. In diesem
Fall ist HSET fiir das Gruppieren dieser nicht-zentrosomalen Strukturen erforderlich.® In
Krebszellen mit abweichender Zentrosomenzahl ist HSET dagegen fur die Gruppierung
amplifizierter Zentrosomen erforderlich, um die Bildung der pseudo-bipolaren Spindel und
somit die Mitose sicherzustellen."™ Herabregulierung von HSET in Zellen mit multiplen
Zentrosomen fuhrt zur Entstehung multipolarer Spindeln und zu fehlerhafter
Chromosomensortierung (Abbildung 3.10).%% |n Zellen mit mehrheitlich zwei Zentrosomen
pro Zelle sind keine Fragmentierungen der Spindel und keine multipolaren Spindeln zu
beobachten.®® Multipolare Spindeln nach HSET-Depletion konnten auch in Drosophila-
Zellen beobachtet werden, wo das Kinesin-14 Ncd (nonclaret disjunctional) eine analoge

Funktion erfillt.®

Aufgrund seiner Orientierung zum Minus-Ende der Mikrotubuli agiert HSET antagonistisch zu
dem Kinesin-5-Vertreter Eg5, welches zu den Plus-Polen orientiert ist.®” Eg5 liegt als
bipolares Homotetramer mit zwei zum Plus-Ende orientierten, anti-parallelen Motordomanen
an jedem Ende vor. Eg5 gleitet an parallel verlaufenden Mikrotubuli entlang und kann diese
quervernetzen, was entscheidend zur Separierung der Spindelpole beitragt.®*> %9 Die

Funktion von Eg5 ist essentiell fir die korrekte Durchfiihrung der Mitose, was durch
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Inhibitionsstudien gezeigt wurde. Behandlung mit spezifischen, allosterischen Eg5-
Inhibitoren bewirkt die Verhinderung der Zentrosomenteilung, was in einer monoastralen
Spindel mit umgebenden Chromosomen resultiert (Abbildung 3.10).B% ° Selektive Eg5-
Inhibition kann wiederum durch parallele HSET-Inhibition kompensiert werden, was zur

Bildung so genannter pseudo-bipolarer Spindeln fiihrt.!*%
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Abbildung 3.10: Multipolare Spindel nach HSET-Inhib  ition oder —Herabregulierung und
monoastrale Spindel nach Inhibition oder Herabregul ierung von Eg5 (modifiziert nach (64, 77a])

Dieser Effekt kann in Zellkulturen mit einem hohen Anteil an Zellen mit abweichender
Zentrosomenzahl, z.B. in den Brustkarzinomzellen BT-549 oder der Maus-
Neuroblastomzelllinie N1E-115, beobachtet werden.® ° |n Populationen mit geringem
Anteil an Zellen mit multiplen Zentrosomen, z.B. in der Osteosarkomzelllinie U20S, treten
pseudo-bipolare Spindeln nur in geringem MaRe auf.®® Die Abh&ngigkeit von HSET zur
Bildung der pseudo-bipolaren Spindel scheint somit ausschlieBlich in Krebszellen mit
amplifizierten Zentrosomen der Fall zu sein. Multipolare Strukturen werden durch RNAI-
bedingte Herabregulierung des HSET-Proteingehalts nur in Zellen mit zusatzlichen
Zentrosomen induziert. Aufgrund der Dominanz der Zentrosomen ist die Funktion von HSET
in gesunden Zellen vernachlassigbar. Im Gegensatz dazu stellt HSET bei der nicht-
zentrosomalen Meiose einen entscheidenden Faktor dar. Daher scheinen die Faktoren, die
fur die nicht-zentrosomale Spindel in der Meiose verantwortlich sind, dieselben wie bei der
pseudo-bipolaren Spindel in Tumorzellen zu sein.”™ Interessanterweise konnten in der
Zervixkarzinomzelllinie HelLa dennoch multipolare Spindeln nach siRNA-induzierter
Herabregulierung von HSET detektiert werden.®*¥ Diese Zelllinie weist lediglich ca. 10 %

Zellen mit amplifizierten Zentrosomen auf.[’”"!

Durch den unterschiedlichen Bedarf in gesunden Zellen und Tumorzellen stellt HSET ein
vielversprechendes Zielprotein fiir Behandlungsstrategien von Krebserkrankungen dar.™
HSET wird bei einem betréachtlichen Teil von Krebserkrankungen tberexprimiert, darunter

Brust-, Lungen-, Darm- und Gebarmutterhalstumoren.’®” Diese Tumoren weisen in hohem
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MaRe amplifizierte Zentrosomen auf."® HSET wird des Weiteren als Markerprotein fir
Brustkrebserkrankungen diskutiert, da eine Uberexpression des Kinesins mit spéteren
Tumorstadien und aggressivem Krankheitsverlauf durch beschleunigte Proliferation
assoziiert wird.*® Ahnliche Effekte wurden in Ovarialkarzinomen beobachtet, wo eine
HSET-Uberexpression mit schlechten Uberlebensprognosen und besonderer Schwere der
Erkrankung einhergeht.™®™ Zusétzlich konnte eine Verbindung zwischen abweichender

HSET-Expression und verminderter Zeugungsfahigkeit demonstriert werden. "%

3.3.3 Antimitotische Substanzen

Krebszellen weisen zahlreiche Charakteristika auf, die sie von gesunden somatischen Zellen
unterscheiden. Dazu zahlt unter anderem die unkontrollierte Proliferation trotz
eingeschrankter Nahrstoffversorgung und fehlendem Platz.> °¥ AuRBerdem sind sie in der
Lage, dem Zelltod in Form von Apoptose zu entgehen, indem der Tumorsuppressor p53
inhibiert wird.'**%% Krebszellen kénnen verschiedene Liganden und Signalmolekiile
exprimieren und so Wachstum und Metastasierung vorantreiben.*® Aufgrund dieser
vielfaltigen charakteristischen Merkmale und Unterschiede zu gesundem Gewebe sind
verschiedene Ansatze unternommen worden, um speziell entartete Zellen zu attackieren.l’?
Heutige Behandlungsmethoden von Tumoren beinhalten meist Chemotherapie, Bestrahlung
und operative Entfernung des Tumors. In seltenen Fallen werden auch Immuntherapeutika
eingesetzt, damit Tumorzellen effektiver vom Immunsystem erkannt und bekampft werden.!”*
161 Des Weiteren werden monoklonale Antikérper oder Antikérper-Wirkstoff-Konjugate
eingesetzt.'!  Mikrotubuli werden aufgrund der schnellen und uneingeschrankten
Proliferation von Tumorzellen haufig als Zielstruktur gewéhlt. Die antimitotischen
Therapeutika Paclitaxel und Vinblastin greifen durch die Aktivierung des SAC in die
Polymerisation der Mikrotubuli ein und verhindern damit den Ubertritt in die Anaphase. Die
Zellen arretieren in der Mitose und durchlaufen schlief3lich die Apoptose, da der Aufbau der
mitotischen Spindel und die Orientierung der Chromosomen aufgehoben werden.!”
Paclitaxel (Taxol, Abbildung 3.11) ist der bekannteste Vertreter der Taxane und als
Therapeutikum von Tumoren der Brust, Eierstocke und Lunge weit verbreitet.> % Es
inhibiert die Depolymerisation der Mikrotubuli durch Bindung an B-Tubulin, was in

1% Ein weiteres Mikrotubuli-

mitotischem Arrest und apoptotischem Zelltod resultier
stabilisierendes Taxan ist Cabazitaxel, das ebenfalls gegen Brust- und Prostatakrebs
eingesetzt wird. Ebenfalls an BllI-Tubulin bindet Epothilone B, dessen Analogon Ixabepilon
(Abbildung 3.11) gegen Brustkrebs bei Resistenzen gegen Taxane verwendet wird."*?! Eine
weitere B-Tubulinbindestelle, die von vielen Therapeutika gebunden wird, ist die Vinca-

Bindestelle. Hier binden die so genannten Vinca-Alkaloide, wie Vincristin und Vinblastin
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(Abbildung 3.11), die seit 40 Jahren zur Behandlung von Tumoren eingesetzt werden. Vinca-
Alkaloide depolymerisieren Mikrotubuli, was zur Zerstérung der mitotischen Spindel und
mitotischem Arrest fiihrt.”> 1% Ein vielversprechender, neuerer Wirkstoff aus dieser Gruppe
ist Vintafolid, das mit Folsédure konjugiert ist und bereits in Phase 1I-Studien erfolgreich gegen
Eierstock- und Lungenkarzinome eingesetzt wurde.™Y Der entsprechende Folatrezeptor ist
in vielen Tumorzellen tUberexprimiert und macht dieses Konjugat zu einem hoffnungsvollen
Wirkstoff."*? Die Bindung von Therapeutika, unter anderem Nocodazol oder 2-
Methoxyestradiol (Abbildung 3.11), an die Colchicin-Bindestelle fuhrt ebenfalls zur

Destabilisierung der Mikrotubuli.!**!

“ o
W 0
AN »—0 OH O ~
;[\ LN // '/J\ N H V//\/ N
A -
0~ "NH ? I/ j | S -~ OH
N TN N :/|:| \ \ \O H"E A~ /k
f T : ,HO 00 N
X OH \‘;_/ — O OH O
\—/ 00
Taxol (Paclitaxel) Ixabepilon
H
N X M
‘,/;;;7 *-3\\/ LHOﬁ/ N i) H 0 [/ \¥\
.\\:::‘// ‘] \‘ N H ;/) ,."(‘ / S ‘*\7,/' N /"\\'1} N >\_0 H3co\ ,5;’?\'\ N
N | H \/ 0 0 \Q\ :"‘,‘" \U PNH ‘[

N~ / WS> - N N J

H // N ’HO\ / [ N N HO~ XN

O J N—

O O’NQ%\\/ ~N ‘H 4 o
| 0
Vinblastin Nocodazol 2-Methoxyestradiol

Abbildung 3.11: Ausgewahlte Tubulin-bindende Therap eutika

Mikrotubuli-bindende Giftstoffe wie Taxane und Vinca-Alkaloide stellen effektive Wirkstoffe
gegen verschiedene Krebstypen dar, weisen jedoch auch Nebenwirkungen auf, da aufgrund
fehlender Spezifitat fir Krebszellen auch gesundes Gewebe geschadigt wird. Dies kann zu
Erkrankungen des Blutkreislaufs, Nervensystems oder Verdauungstraktes fiihren.l’> 772 14

Zudem konnen Resistenzen gegen den entsprechenden Wirkstoff auftreten.[’?

Neben zahlreichen Mikrotubuli-bindenden Wirkstoffen sind zusatzliche Strategien verfolgt
worden, um den mitotischen Apparat zu attackieren und zu beeinflussen. Hierbei sind vor
allem Inhibitoren von mitotischen Kinasen, wie Polo-like Kinase 1 (PLK1), Aurora A und

Aurora B, sowie der mitotischen Kinesine Eg5, CENP-E und HSET zu nennen. Inhibition

27



Einleitung

dieser Proteine filhrt zu mitotischem Arrest,’®” was verschiedene Folgen haben kann. Die
Zellen kénnen absterben, steigen aus der Mitose aus oder es entstehen aneuploide

Tochterzellen durch ungleiche Zellteilung.™*

Eine besondere Rolle in der Wirkstoffforschung haben Inhibitoren mitotischer Kinesine
eingenommen: Hierbei sind die Kinesine Eg5, CENP-E und HSET zu nennen, die aufgrund
ihrer essentiellen Funktion im Rahmen der Mitose unter besonderem Augenmerk der

Wissenschaftler stehen.

3.3.4 Kinesinmodulatoren

Die Verwendung antimitotischer Wirkstoffe ist aufgrund von zum Teil sch&dlichen
Nebenwirkungen durch simultane Wirkung auf nicht betroffenes Gewebe limitiert. Auch trotz
der Existenz von Therapeutika, die wie Taxol multipolare Strukturen fordern, kann keiner

dieser Wirkstoffe spezifisch Zellen mit amplifizierten Zentrosomen attackieren.

In den letzten Jahrzehnten sind mitotische Kinesine vornehmlich in den Fokus der
Wirkstoffforschung geriickt, seitdem der selektive Eg5-Inhibitor Monastrol (Abbildung 3.12)
beschrieben wurde.*”? Monastrol wurde in einem phanotypischen Screeningverfahren, das
spezifisch fur antimitotische Verbindungen ohne Bindungsaktivitat an Mikrotubuli entwickelt
wurde, entdeckt. Behandlung mit Monastrol verhindert die Zentrosomenteilung, was in einer
monoastralen Spindel mit zentralen Zentrosomen und umgebenden Chromosomen
resultiert.® 7@ Monastrol bindet an eine allosterische Bindestelle in Eg5 und ist daher nicht-
kompetitiv mit ATP und Mikrotubuli. Eg5-Inhibitoren induzieren die Aktivierung des SAC und
ldsen mitotischen Arrest und Apoptose aus.®™™ Als weiterer allosterischer Inhibitor mit
identischem  Wirkmechanismus wurde S-Trityl-L-Cystein (STLC, Abbildung 3.12)
beschrieben.**®! Einige Eg5-Inhibitoren wurden bereits in klinischen Studien untersucht,
wobei sich Ispinesib und das Analogon SB-743921 inzwischen in Phase |I-Studien befinden.
Insgesamt befinden sich neun Verbindungen derzeit in klinischen Untersuchungen, die alle
den gleichen Bindungsmechanismus wie Monastrol und STLC aufweisen.M” Als ATP-
kompetitive Eg5-Inhibitoren wurden Biphenylverbindungen beschrieben, die jedoch Uber
einen allosterischen Mechanismus wirken.™® Sie weisen Selektivitat gegeniiber anderen
Kinesinen und teilweise starke Inhibitionen im hohen nanomolaren Bereich auf. Zahlreiche
weitere Inhibitoren fir Eg5 wurden beschrieben, die jedoch nicht selektiv fir das Protein

sind ™!
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Abbildung 3.12: Inhibitoren des mitotischen Kinesin s Eg5

Vielversprechende Inhibitoren wurden auch fir das Kinesin-7 CENP-E (engl. centromere
protein E) beschrieben. GSK923295 (Abbildung 3.13) ist der am detailliertesten
charakterisierte CENP-E-Inhibitor und bindet allosterisch mit einem K; von 3,2 nM. Ebenso
wurde Selektivitat gegentiber anderen Kinesinen aufgezeigt und in zellbasierten Studien mit
unvollstandiger Anordnung der Chromosomen in der Metaphasenplatte der gewilnschte
Phanotyp dargestellt.**® GSK923295 wird in klinischen Phase I-Studien auf Moglichkeiten
zur Verwendung als Krebsmedikament getestet.™® Als potenter und selektiver Inhibitor
wurde ebenfalls Syntelin (Abbildung 3.13) beschrieben, das einen I1Cs, von 160 nM gegen
CENP-E aufweist."?"! Der erste beschriebene CENP-E-Inhibitor UA627841**2 (Abbildung
3.13) wurde kurzlich als Inhibitor der Mikrotubuli-Polymerisation beschrieben und war zuvor
bereits als unselektiver Hemmstoff bekannt, der zusatzlich zahlreiche Kinasen inhibiert.°™
1231 Trotz zahlreicher klinischer Untersuchungen von Inhibitoren der Kinesine Eg5 und CENP-

E weist bislang nur der Eg5-Inhibitor ARRY-520 klinische Aktivitét in Testpatienten auf.!**”!
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Abbildung 3.13: Inhibitoren des mitotischen Kinesin s CENP-E

Bis zum heutigen Tage sind nur wenige niedermolekulare HSET-Inhibitoren beschrieben
worden. Wu et al. entdeckten mittels eines Hochdurchsatzverfahrens eine inhibitorische
Substanz mit einem Phenylalanin-Grundgertist. Durch Synthese einer entsprechenden
Substanzbibliothek wurde der erste potente HSET-Inhibitor AZ82 identifiziert.®* 24 Az82
(Abbildung 3.14) inhibiert die Mikrotubuli-stimulierte ATPase-Aktivitat des Kinesins mit einem
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ICso von 0,3 uM und zeigte starke Selektivitat gegeniiber weiteren Kinesinen.® Az82 bindet
selektiv an den HSET-Mikrotubuli-Komplex und fuhrt phanotypisch in BT-549-Zellen zu
einem hohen Zellanteil, der multipolare Spindeln aufweist. Des Weiteren ergab Inhibition von
Eg5 mit gleichzeitiger AZ82-Behandlung pseudo-bipolare Spindeln.®® Weitere HSET-
Inhibitoren wurden in den letzten Jahren beschrieben, wobei diese Substanzen an HSET
ohne Interaktion mit Mikrotubuli binden. Insgesamt wiesen diese Verbindungen ein
schwacheres Inhibitionspotenzial als Az82 auf.’® ' In klinischen Studien sind HSET-

Inhibitoren bislang noch nicht getestet worden.
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Abbildung 3.14: Inhibitoren des mitotischen Kinesin S HSET

Weitere Inhibitoren sind fur Vertreter der Kinesin-1-, Kinesin-6-, Kinesin-8-, Kinesin-12- und

Kinesin-13-Familien beschrieben worden.®™

3.4 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit sollten vorwarts- bzw. riickwartsgerichtete Ansatze der chemischen Genetik™
verwendet werden, um auf Basis von Naturstoffen neuartige niedermolekulare

neuromodulatorische und antimitotische Substanzen zu identifizieren.

Fur die Identifizierung neurotropher Verbindungen sollte ein vorwartsgerichteter Ansatz
verwendet werden: Hierbei war das primare Ziel die Etablierung eines zellbasierten
Testsystems, mit dem naturstoffbasierte Substanzbibliotheken auf neurotrophe Effekte
untersucht werden sollten. Als relevanter Parameter sollte das Wachstum von Neuriten in
einer neuronalen Zelllinie dienen, woflr ein publiziertes Protokoll unter Verwendung der
humanen Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y verwendet wurde.'*® SH-SY5Y-Zellen sind

bereits fur zahlreiche Untersuchungen zur Modulierung des Neuritenwachstums durch
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Behandlung mit niedermolekularen Substanzen zum Einsatz gekommen.?” Das
vorhandene Protokoll beinhaltete Informationen zur Kultivierung und Ausdifferenzierung in
Neuronen-ahnliche Zellen, so dass die Bedingungen zur Behandlung mit den
Testsubstanzen evaluiert wurden. Als Testsubstanzen dienten Substanzbibliotheken auf
Basis mehrerer neuromodulatorischer Naturstoffe, die am Max-Planck-Institut fir molekulare
Physiologie hergestellt wurden: Eine Bibliothek basierend auf dem Pyridonalkaloid MILI A
wurde von Dr. Peter Schroder synthetisiert. Die neurotrophe Wirkung von MILI A sowie
verwandter Pyridonalkaloide wurde in PC-12-Zellen nachgewiesen.*! Iridoid-basierte
Substanzbibliotheken wurden von Dr. Peter Schroder und Dr. Pierre-Yves Dakas
synthetisiert und zur  Verfigung gestellt. Iridoid-basierte  Substanzen  mit
neuromodulatorischen Einfliissen sind ebenfalls in vielen Fallen beschrieben worden.? Die
Synthese einer Substanzbibliothek, basierend auf den Indolalkaloiden Rhynchophyllin und
Isorhynchophyllin, erfolgte durch Dr. Sara Lopez-Tosco und Dr. Andrey Antonchick.
Rhynchophyllin und Isorhynchophyllin zeichnen sich durch vielfaltige
neuropharmakologische Effekte aus. Die Substanzbibliotheken sollten mit Hilfe des zuvor
etablierten Testsystems auf Modulierung des Neuritenwachstums untersucht werden. Im
Falle aktiver Substanzen sollten tber Struktur-Aktivitdts-Analysen sowie die Bestimmung des

Zielproteins nahere Informationen Gber den Wirkmechanismus gewonnen werden.

Fur die Ermittlung antimitotischer Substanzen wurde ein riickwartsgerichteter chemisch-
genetischer Ansatz verwendet. Das Ziel dieses Projektes war die Identifizierung neuartiger
Inhibitoren des mitotischen Kinesins HSET. HSET ist essentiell fir die Gruppierung
amplifizierter Zentrosomen, was Tumorzellen zur Durchfiihrung der pseudo-bipolaren Mitose
befahigt.”™ Inhibition oder RNAi-bedingte Herabregulierung des Kinesins fiihrt in Zellen mit
multiplen Zentrosomen zu multipolaren Spindeln, was in mitotischem Arrest und schlie3lich
apoptotischem Zelltod resultiert. Da HSET in gesunden Zellen aufgrund der funktionell
dominanten Zentrosomen keine essentielle Funktion zu erfillen scheint, wird dieses Kinesin
als vielversprechendes Zielprotein neuartiger Wirkstoffe diskutiert.’””” Daher wurde ein
Screening zur Testung der in vitro-Inhibition der ATPase-Aktivitdt von HSET mit ca. 150000
Verbindungen aus der Substanzbibliothek des Compound Management and Screening
Centers (COMAS) der Max-Planck-Gesellschaft durchgefuhrt. Im Anschluss wurden die
aktiven Verbindungen von M.Sc. Mylene Hiuibecker und Beate Schdlermann am Max-Planck-
Institut fir molekulare Physiologie auf zellularer Basis initial analysiert. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war die tiefergehende Charakterisierung des Sulfonylpyrimidins 236038,
das HSET kovalent bindet und in zellbasierten Experimenten mitotischen Arrest und
multipolare Spindeln hervorrief. Hierzu sollte das inhibitorische Potenzial der Verbindung aus
dem Screening bestatigt und im Vergleich mit dem publizierten Inhibitor AZ82 eingeordnet

werden. Des Weiteren sollten verwandte Sulfonylpyrimidine, die ebenfalls Aktivitat gegen
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HSET gezeigt hatten, ndher charakterisiert werden. Von Dr. Erchang Shang (Max-Planck-
Institut fir molekulare Physiologie) und Kenshirou Shimizu (RIKEN Center for Sustainable
Resource Science, Wako, Japan) wurden Substanzbibliotheken auf Basis des aktiven
Derivats 236035 synthetisiert, mit denen eine Struktur-Aktivitdts-Analyse angefertigt wurde.
Die Charakterisierung sollte zusatzlich zu den enzymatischen Testungen auch in
zellbasierten Testsystemen, welche die mitotische Arretierung sowie die fehlerhafte
zentrosomale Gruppierung nach Substanzbehandlung visualisieren, durchgefiihrt werden.
AbschlieBend sollte die intrazellulare Bindung an HSET in Zellen mit amplifizierten

Zentrosomen analysiert werden.
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4 Material

4.1 Eukaryotische Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Quelle
BT-549 Brustkarzinomzellen (human) ATCC, Manassas, VA, USA
HelLa Zervixkarzinomzellen (human) DSMZ, Braunschweig
MDA-MB-231 Brustkarzinomzellen (human) DSMZ, Braunschweig
SH-SY5Y Neuroblastomzellen (human) DSMZ, Braunschweig

4.2 Antikoérper und Farbereagenzien

Antikdrper/Farbereagenz | verdiin- | Stammkon- Quell Firma/Herkunft
1ZC =1 hemie, ) uelle irma/Herkun
e = wemtons B o nung zentration
anti-HSET"V® 1:1000 |0,2 mg/ml |Kaninchen | Abcam, Cambridge, UK
anti-Kaninchen-Alexa ) Thermo Fisher Scientific,
48872€ 1:1000 |2 mg/ml Esel Schwerte
anti-Kaninchen-IRDye ) . LI-COR Biosciences, Bad
800 CW"E 1:5000 |1 mg/ml Ziege Homburg
anti-MAP4K4"® 1:500 |1mg/mi |Kaninchen [CE!l Signaling Technology,
Leiden, NL
anti-Kaninchen-Alexa ) . Thermo Fisher Scientific,
594/2C 1:500 2 mg/ml Ziege Schwerte
anti-Perizentrin'“© 1:1000 |0,2mg/ml |Kaninchen | Abcam, Cambridge, UK
anti-Phosphohiston H3- _ . Cell Signaling Technology,
Alexa 5942 1:500 1 mg/ml Kaninchen Leiden, NL
anti-a-Tubulin“® 1:2000 |0,5mg/ml |Kaninchen | Abcam, Cambridge, UK
DAPI (4‘,6-Diamidin-2- , Sigma-Aldrich Chemie
phenylindol)'“© 1:1000 |1 mg/mi GmbH, Miinchen
o . 1ZC _ Sigma-Aldrich Chemie
FITC-anti-a-Tubulin 1:500 1 mg/ml Maus GmbH, Minchen
HRP-anti-Kaninchen"'® 1:5000 |0,8 mg/ml |Ziege Thermo Fisher Scientific,
Schwerte
) o 1ZC ) Sigma-Aldrich Chemie
TRITC-Phalloidin 1:1000 |1 mg/ml GmbH, Minchen
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4.3 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie

Firma/Herkunft

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)

Acetonitril

Acrylamid

ActivX™ Desthiobiotin-ATP
Adenosintriphosphat (ATP)
all-trans-Retinsaure (ATRA)
Ameisensaure

Ammoniumpersulfat (APS)
apo-Transferrin
ATP-Magnesiumsalz (Mg-ATP)
Aurintricarboxylsdure (ATA)

AZ82

Bradford-Reagenz

Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF)
Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blue G-250
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithioerythrit (DTE)

Dithiothreitol (DTT)

DMEM/Ham's F12 (DMEM/F12, 1:1)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraessigséure (EGTA)
Fetales Kalberserum (FBS)
Formaldehyd

Glutathion (GSH)

Glycerin

Glycin

Guanidinhydrochlorid
Guanosintriphosphat (GTP)

34

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
AppliChem GmbH, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
J.T. Baker, Deventer, NL

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Glixx Laboratories Inc., Hopkinton, MA, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Life Technologies GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
PAN Biotech GmbH, Aidenbach

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
AppliChem GmbH, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe

J.T. Baker, Deventer, NL

tebu-bio GmbH, Offenbach
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Chemikalie

Firma/Herkunft

Harnstoff

Insulin, human
Isorhynchophyllin
Kenpaullon
Laktatdehydrogenase (LDH)
L-Glutamin
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Methanol

Mikrotubuli (Taxol-stabilisiert und
lyophilisiert)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumglutamat

Natriumpyruvat (100x)

Natriumselenit

Nicht-essentielle Aminosauren (100x)
Nikotinamid-Adenindinukleotid (NADH)
Nocodazol

Nonidet P-40 (NP-40)

Odyssey Blocking Buffer

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
PBS-Tabletten

Penicillin/Streptomycin (100x)
Phosphoenolpyruvat (PEP)

Pierce™ Streptavidin Agarose

Piperazin-N,N'-bis-(2-ethansulfonsaure)
(PIPES)

Ponceau S

Progesteron
Protease-/Phosphatase-Inhibitor
Putrescin

Pyruvatkinase (PK)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

GL Biochem, Shanghai, China

Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

tebu-bio GmbH, Offenbach

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
US Biological, Salem, MA, USA

LI-COR Biosciences, Bad Homburg
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Jena Bioscience GmbH, Jena

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
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Chemikalie

Firma/Herkunft

Rhynchophyllin

Rinderserumalbumin (BSA)

Taxol

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Thymidin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypanblau

Trypsin/EDTA

Tubulin

Tween-20

4.4 Verbrauchsmaterialien

Material

GL Biochem, Shanghai, China
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe

VWR International GmbH, Darmstadt
Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Life Technologies GmbH, Darmstadt
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
tebu-bio GmbH, Offenbach
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Firma/Herkunft

96-Lochplatte (schwarz, schwarzer Boden)

96-Lochplatte (schwarz, transparenter
Boden)

96-Lochplatte (transparent)
96-Lochplatte (weil)
Autosampler-Roéhrchen
Desthiobiotin-ATP
Gewebekulturflaschen
Kryoréhrchen

Klvetten

LoBind Tubes

Pipettenspitzen (10 pl)
Pipettenspitzen (200 pul, 1000 pl)
Polykarbonat-Reaktionsgefalle
PVDF-Transfermembran
Reaktionsgefalie (0,5-2 ml)
Reaktionsgefalie (15 und 50 ml)

36

Corning GmbH, Wiesbaden
Corning GmbH, Wiesbaden

Sarstedt AG & Co, Numbrecht

Corning GmbH, Wiesbaden

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Sarstedt AG & Co, Numbrecht

VWR International GmbH, Darmstadt
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Diagonal GmbH & Co. KG, Munster
Beckman Coulter, Krefeld

Merck KGaA, Darmstadt

Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt, Numbrecht
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Material

Firma/Herkunft

Spinsaule
Whatman 3MM Papier
Zeba Spin-Saule

4.5 Puffer und Losungen

Puffer

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Whatman GmbH, Dassel

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Zusammensetzung

ADP-Glo-Puffer

Blocklésung
(Immunzytochemie)

Blocklésung
(Western Blot)

BRB80

General Tubulin Buffer

IP-Lysepuffer

40 mM Tris (pH 7,5)
20 mM MgCI2
0,1 mg/ml BSA

2 % (w/v) BSA
in TBS-T

5 % (w/v) Magermilchpulver
in TBS-T

80 mM PIPES
1 mM MgCl,
1 mMEGTA
pH 6,8

80 mM PIPES pH 6,9
1 mM MgCl,
1 mMEGTA

25 mM Tris (pH 7,4)
150 mM NacCl

1 mM EDTA

1 % NP-40

5 % (v/v) Glycerin
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Puffer

Zusammensetzung

Lagerungspuffer

Kinasepuffer

Kryomedium

Malachitgriin-Puffer

N2-Supplement

PBS

(Jena Biosciences GmbH, Jena)
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10 pM Taxol
in BRB80

20 mM HEPES
150 mM NacCl

0,1 % Triton X-100
pH 7,4

5 % (v/iv) DMSO
in DMEM mit hohem Glukosegehalt (4,5 g/l)

25 mM PIPES (pH 6,7)
0,5 mM MgCl,

0,05 mg/ml BSA

5 uM Taxol

1mMDTT

0,01 % (v/v) Triton X-100

5 pg/ml Insulin

20 nM Progesteron

30 mM Natriumselenit
100 pg/ml apo-Transferrin
100 uM Putrescin

in DMEM/F12 (1:1)

140 mM NacCl

10 mM Phosphatpuffer
3 mM KClI

pH 7,45
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Puffer

Zusammensetzung

Perm-Puffer (4x)

Perm-Fix-Puffer

PM-Puffer

SDS-Probenpuffer (5x)

SDS-Laufpuffer (10x)

TBS

TBS-T

Transferpuffer

400 mM PIPES

40 mM EGTA

4 mM MgCl,

0,4 % Triton X-100
pH 6,8

3,7 % (v/v) Formaldehyd

in Perm-Puffer

15 mM PIPES (pH 7,0)
1 mM MgCl,

200 mM Tris (pH 6,8)
40 % (v/v) Glycerin

280 mM SDS

400 mM DTE

0,3 mM Bromphenolblau

250 mM Tris
2,5 M Glycin
35 mM SDS

10 mM Tris (pH 7,4)
150 mM NacCl

0,1 % Tween-20
in TBS

25 mM Tris

190 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol
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4.6 Allgemeine Laborgerate

Gerat

Firma/Herkunft

Brutschrank INE400
CoolSnap ES Kamera

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M mit
Inkubator XL-3

Inkubator Nuaire DHD Autoflow NU 5510 E
Mastercycler epgradient S

Mr. Frosty™ Freezing Container
NanoDrop 2000c UV-Vis Spektrophotometer

Neubauer-Zahlkammer
Odyssey® FC Imaging System

Orbitrap Velos Pro lonenfallen-
Massenspektrometer

pH-Meter

Pipetten ResearchPlus
Plattenlesegerat Infinite M 200
PowerPac Universal

Schiittler Eppendorf Thermomixer comfort
Serologische Pipetten

Sterilbank Nuaire
Taumel-Rollenmischer TRM 50
Trans Blot SD SemiDry Transfer Cell
UltiMate™ 3000 RSLCnano
Ultrazentrifuge Optima MAX-XP
Vakuumkonzentrator

Wasserbad

Zentrifuge 5417R

Zentrifuge 5430

Zentrifuge 5810R
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Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Photometrics, Tucson, AZ, USA

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen

IBS tecnomara, Fernwald
Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
LI-COR Biosciences, Bad Homburg

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Mettler Toledo, Giel3en

Eppendorf AG, Hamburg

Tecan, Grodig, AUT

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co, Numbrecht

IBS tecnomara, Fernwald

IDL GmbH & Co. KG, Nidderau
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Beckman Coulter, Krefeld

Eppendorf AG, Hamburg

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg



Material

4.7 Zellkulturmedien

Medium

Zusatze

Firma/Herkunft

Complete DMEM/F12

DMEM

mit hohem Glukosegehalt
(4,5 9/l)

DMEM/F12 (1:1)

N2-ATRA

4.8 Kits

Kit

DMEM/F12 (1:1)

1 mM L-Glutamin

1 % (v/v) Penicillin/
Streptomycin

3 % (v/v) N2-Supplement

10 % (v/v) FBS

1 % (v/v) Penicillin/
Streptomycin

1 % (v/v) Natriumpyruvat
1 % (v/v) Nicht-essentielle

Aminosauren

1 UM ATRA

in Complete DMEM/F12

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Firma/Herkunft

SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Kit

SuperSignal West Femto Maximum

Sensitivity Kit
Z'-LYTE™ Kinase Assay
ADP-Glo™ Kinase Assay

Malachite Green Phosphate Assay Kit

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Promega, Mannheim

BioAssay Systems, Hayward, CA, USA
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5 Methoden

5.1 Zellbiologische Methoden

5.1.1 Auftauen von Zellen

Die in flussigem Stickstoff gelagerten Zellsuspensionen wurden auf Eis dberfihrt und in
einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Die Suspension wurde in eine 75 cm?
Gewebekulturflasche tberfuhrt, die 10 ml Kulturmedium enthielt. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte bei 37 °C und 5 % CO, in einem geeigneten Inkubator. Nach 24 h wurden die Zellen
mehrfach mit 5 ml PBS gewaschen und mit 10 ml Kulturmedium versetzt, um das DMSO des

Kryomediums zu entfernen.

5.1.2 Subkultivierung von Zellen

Bei einer Konfluenz von 90 % wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen mit 5 ml PBS
gewaschen. Zur Ablosung der Zellen von der Oberflache wurden 2 ml Trypsin/EDTA zu den
Zellen gegeben und bei 37 °C und 5 % CO, fur einige Minuten inkubiert. Durch leichtes
Klopfen gegen die Flasche wurde gewadhrleistet, dass sich die Zellen von der Oberflache
|6sten. Im Anschluss wurden 8 ml Kulturmedium hinzugegeben, um die Wirksamkeit des
Trypsins durch Serumbestandteile zu inaktivieren, und die Zellen durch Pipettieren gemischt.
Ein Teil der Zellsuspension wurde in eine neue Gewebekulturflasche mit 10 ml Kulturmedium

uberfihrt.

5.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Aussaat von Zelle n

Die Zellzahl wurde nach Ablésen der Zellen durch Trypsin und Zugabe von Kulturmedium
mittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Hierzu wurde das Deckglas durch Anhauchen
befeuchtet und auf die Stege der Kammer gedrtickt, bis Newtonsche Ringe sichtbar wurden.
Die Zellsuspension wurde 1:1 mit Trypanblau gemischt, das zur Detektion von toten Zellen
diente. 10 pl der Mischung wurden zwischen Deckglas und Zéhlkammer pipettiert und unter
dem Mikroskop vier groRe Quadrate ausgezahlt, die aus jeweils 16 Kleinquadraten
bestanden. SchlieRlich wurde der Mittelwert der einzelnen Quadrate berechnet und mit dem

Faktor 2 x 10* multipliziert, um die Zellzahl pro ml zu erhalten.
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Zur Aussaat von Zellen wurde die bendétigte Zellzahl fir das Experiment berechnet und eine
entsprechende Suspension durch Verdinnung in Kulturmedium hergestellt. Die
Zellsuspension wurde mit Hilfe einer Multikanalpipette in eine 96-Lochplatte tbertragen,
wobei 100 pl pro Loch ausgesat wurden. Der auf3ere Rand der Platte wurde mit
Kulturmedium befillt, um Verdunstungseffekte zu vermeiden. Wurde nur ein Teil der Platte

verwendet, wurde mit freien Loéchern ebenso verfahren.

5.1.4 Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung von Zellsuspensionen wurden die Zellen in 175 cm?2
Gewebekulturflaschen bis zu einer Konfluenz von 90 % kultiviert. Die Zellen wurden mit 10
ml PBS gewaschen und durch Zugabe von 4 ml Trypsin/EDTA abgelost. AnschlielBend
wurden 20 ml Kulturmedium hinzugegeben und die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-
Zahlkammer (Kapitel 5.1.3) bestimmt. Die Zellsuspension wurde fir 10 min bei 250 rcf
zentrifugiert und das Pellet in Kulturmedium mit 5 % (v/v) DMSO resuspendiert, um eine
Zellzahl von 5 x 10° pro ml zu erreichen. Jeweils 1 ml wurde in Kryoréhrchen pipettiert und in
einen Mr. Frosty™ Freezing Container dberfihrt, welcher einen langsamen
Einfrierungsprozess der Zellsuspension bei -80 °C ermdglicht. Am Folgetag wurden die

Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff eingefroren.

5.1.5 Zellsynchronisation

Die Zellsynchronisation erfolgte mit einem einfachen Thymidin-Block, um eine Arretierung
der Zellen in der G,/S-Phase zu ermdglichen. Thymidin ist ein Inhibitor des Zellzyklus, der
eine Ruickkopplungs-Inhibition der Nukleotidsynthese hervorruft.**® Die Zellen wurden in
eine 96-Lochplatte ausgesat und nach 24 h mit 2 mM Thymidin behandelt. Durch
mehrfaches Auswaschen mit PBS wurde das Thymidin nach 16 h entfernt und die
Testsubstanzen in Kulturmedium hinzugegeben. Bei erneutem Eintritt der Zellpopulation in
die Mitose wurden die Zellen fixiert, wobei der geeignete Zeitpunkt der Fixierung durch

regelmafige Kontrolle der Proben gewahlt wurde.
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5.1.6 Immunzytochemische Farbung von Zellen

Nach Inkubation mit den entsprechenden Testsubstanzen wurden die Zellen mit dem Perm-
Fix-Puffer fir 30 min fixiert und permeabilisiert. Nach Entfernung der Losung wurde dreimal
mit TBS-T gewaschen und die Blocklosung fur 1 h hinzugegeben, um unspezifische
Bindestellen abzusattigen. Anschlie3end wurden die entsprechenden Primarantikorper in der
Blocklésung hinzugegeben und die Proben Uber Nacht im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Am
Folgetag wurde erneut dreimal mit TBS-T gewaschen und mit den Zweitantikérpern in der
Blocklésung fur 1 h im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden erneut gewaschen und bis zur
weiteren Verwendung bei 4 °C in TBS gelagert. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung

wurde anhand des beschriebenen Protokolls (Kapitel 5.4) durchgefihrt.

5.1.7 Herstellung von Zelllysaten

Fur die Herstellung von Komplettlysaten mit den im Folgenden beschriebenen Methoden

wurden die Zellen in 175 cm? Gewebekulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

5.1.7.1 Herstellung von Gesamtproteinlysaten fur De  sthiobiotin-ADP Pull
Down-Experimente

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 90 % mit eiskaltem PBS dreimal gewaschen,
bevor sie mit Hilfe eines Zellschabers von der Oberflache geldst wurden. Die Zellsuspension
wurde in ein ReaktionsgefaR (bertragen und 5 min bei 500 rcf zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Prazipitat in 1 ml IP-Lysepuffer mit 0,01 % Protease/Phosphatase-
Inhibitor resuspendiert und 10 min unter regelméafligem Mischen auf Eis inkubiert. Die
Losung wurde in ein Reaktionsgefald mit geringer Proteinbindung (LoBind Tube) Uberfihrt
und 5 min zentrifugiert (16000 rcf, 4 °C). Der erhaltene Uberstand wurde in ein neues LoBind
Tube Uberfuhrt. Parallel wurde eine Zeba Spin-Séule zur Entsalzung des Lysats mit Kinase-
Puffer aquilibriert, indem die S&ule 2 min zentrifugiert wurde, bevor 3 ml Kinasepuffer auf die
Saule gegeben und erneut zentrifugiert wurde. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt,
bevor das Lysat auf die Sdule gegeben und erneut zentrifugiert wurde (1000 rcf, 2 min). Das
Lysat wurde mit 0,01 % Protease/Phosphatase-Inhibitor versetzt und die
Proteinkonzentration mit Hilfe der Bradford-Methode (Kapitel 5.3.1) bestimmt. Das Lysat

wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
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5.1.7.2 Herstellung von Gesamtproteinlysaten fiur de  n Cellular Thermal Shift
Assay (CETSA)

Bei einer Konfluenz der kultivierten Zellen von 90 % wurde das Medium entfernt und mit PBS
gewaschen. Die Zellen wurden mit Trypsin/EDTA bei 37 °C und 5 % CO, abgel6st und in
Medium aufgenommen. Die Suspension wurde fir 4 min zentrifugiert (1250 rcf, 4 °C). Das
Prazipitat wurde in 50 ml PBS aufgenommen und erneut unter den gleichen Bedingungen
zentifugiert. Abermals wurde das Prazipitat in 10 ml eiskaltem PBS resuspendiert und wieder
zentrifugiert. SchlieBlich wurden die Zellen in 1,5 ml eiskaltem PBS resuspendiert und die
Suspension in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal? tberfuhrt. Die Zellen wurden in flissigem
Stickstoff schockgefroren, in einem Heizschittler bei 23 °C aufgetaut und erneut mit
flussigem Stickstoff eingefroren. Dieser Zyklus wurde viermal wiederholt und das Lysat fir 20
min (100000 rcf, 4 °C) zentrifugiert. Die Proteinkonzentration des Uberstandes wurde mit

Hilfe der Bradford-Methode bestimmt und das Lysat bei -80 °C gelagert.

5.1.8 Zellbasierter Assay zum Nachweis von phanotyp ischen Veranderungen
und mitotischem Arrest

Zur Analyse phanotypischer Veranderungen und Zellarretierung in der Mitose wurden 3000
Zellen pro Loch in eine 96-Lochplatte ausplattiert. Nach 24 h wurde das Medium entfernt und
durch frisches Medium mit den Testsubstanzen in einer Konzentration von 30 UM ersetzt.
Die Zellen wurden fir 24 h mit den Substanzen behandelt und durch eine
immunzytochemische Farbung mit anschlieBender Fluoreszenzmikroskopie analysiert
(Kapitel 5.1.6 und Kapitel 5.4). Phanotypische Veranderungen wurden anhand der
immunzytochemischen Farbung von Tubulin (FITC-anti-a-Tubulin) und Aktin (TRITC-
Phalloidin) visualisiert, der Nachweis von mitotischen Zellen erfolgte mittels Farbung von

phosphoryliertem Histon H3 (phospho-Histon H3).

5.1.9 Zellbasiertes Screening zur Identifizierung n  euromodulatorischer
Substanzen

Der Ablauf des Testsystems zur Untersuchung potenziell neuromodulatorischer Molekile auf
das Neuritenwachstum wurde auf Basis eines publizierten Protokolls etabliert:*?® Hierzu
wurden 8000 SH-SY5Y-Zellen pro Loch in eine schwarze 96-Lochplatte mit transparentem
Boden ausgesat. Die Platte wurde fur 24 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert, bevor das
Medium entfernt und durch Complete DMEM/F12 mit 1 uM all-trans-Retinsdure (ATRA) zur
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Induzierung der Differenzierung ersetzt wurde. Fir das Screening von Testsubstanzen
wurde das Medium nach 72-stiindiger Differenzierung verworfen und 10 pM der zu
untersuchenden Substanzen in 100 pl Complete DMEM/F12 appliziert. Nach 48 h wurde das
Medium abgenommen und durch frisches Complete DMEM/F12 mit den entsprechenden
Substanzen ersetzt und fur weitere 48 h inkubiert, so dass sich eine Gesamtinkubationszeit
von 96 h ergab. Die Analyse der Proben erfolgte mit immunzytochemischer Farbung und
Fluoreszenzmikroskopie (Kapitel 5.1.6 und Kapitel 5.4). Dazu wurde die DNA mit DAPI und
die Neuriten mit einem anti-a-Tubulin-Antikorper gefarbt. Die Erhebung der
fluoreszenzmikroskopischen Bilddaten und die halbautomatische Quantifizierung sind in

Kapitel 5.4 beschrieben.

5.1.10 Zellbasiertes = Testsystem zur Identifizierung neuroprotektiver
Substanzen

Das Testsystem zur ldentifizierung der neuroprotektiven Eigenschaften von Testsubstanzen
wurde von B.Sc. Johanna Ebbeskotte im Rahmen ihrer Bachelorarbeit etabliert und zur
Analyse von Testsubstanzen angewandt.’® Hierzu wurden 20000 undifferenzierte SH-
SY5Y-Zellen pro Loch in eine schwarze 96-Lochplatte mit transparentem Boden ausgesat
und fir 24 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Testsubstanzen wurden fir 24 h in einer
Konzentration von 10 uM hinzugegeben, bevor die Zellen mit PBS gewaschen und fir 3,5 h

mit 50 mM L-Glutaminsaure behandelt wurden.

Als Kontrollsubstanzen dienten die neuroprotektiven Naturstoffe Pregnenolon und
Progesteron.™®¥ Als Vehikelkontrolle wurde DMSO eingesetzt, welches als Referenzwert zur
Normierung der Daten diente und als Wert 1 definiert wurde, da diese Kontrolle die
neuronale Schadigung durch L-Glutaminsaure ohne Applikation potentiell protektiver
Verbindungen darstellt. Zur Visualisierung gesunder SH-SY5Y-Zellen wurde DMSO ohne

nachfolgende Behandlung mit L-Glutaminsaure appliziert.

Zur Farbung der DNA bzw. Visualisierung der Zellviabilitat wurden die Zellen mit 10 pg/ml
Hoechst 33342 und 25 pg/ml Calcein-AM fir 30 min behandelt. Nach Entfernung der
Farbelosung  durch  mehrfaches Waschen mit PBS wurden die Zellen
fluoreszenzmikroskopisch visualisiert. Die Erhebung der fluoreszenzmikroskopischen

Bilddaten und die halbautomatische Quantifizierung sind in Kapitel 5.4 beschrieben.

Die Signifikanz der normierten Daten wurde durch einen Einstichproben-t-Test ermittelt.

47



Methoden

5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Klonierung, Expression und Reinigung von MAP4 K4

Klonierung, Expression und Aufreinigung der Mitogen-aktivierten Proteinkinase Kinase
Kinase Kinase 4 (MAP4K4) wurde von M.Sc. Stefan Kleine im Rahmen seiner Masterarbeit
in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Daniel Rauh (Fakultat fir Chemie und Chemische
Biologie, TU Dortmund) durchgefiihrt.**" Hierzu wurde ein Expressionsvektor von der Firma
Geneart AG (Regensburg, heute zu Thermo Scientific gehoérig) hergestellt: Dazu wurde das
pIEX3-Plasmid verwendet. Das Plasmid enthielt das entsprechende DNA-Fragment der

Aminoséauren 1 - 325 der Isoform 1 von MAP4K4, welches mit einem Hisg-Tag versehen war.

Die Expression erfolgte in immortalisierten Sf9-Insektenzellen. Da sich diese Zellen mit
Baculoviren infizieren lassen, wurde dieses System genutzt, um die Plasmid-DNA in die
Zellen  einzubringen. Unter Verwendung des Bacmid-DNA-Vektors und des
Transfektionsreagenzes Gene Juice wurde die Plasmid-DNA transfiziert. Nach einer 6-
tatigen Inkubationszeit wurde die erste Virengeneration entnommen, mit der die 2.
Generation induziert und fir vier Tage kultiviert wurde. Nach Induzierung der 3. Generation
nach derselben Methode wurde diese zum Start der Proteinexpression in einer neuen Sf9-
Kultur genutzt. Die Expressionskultur wurde fiir 72 h bei 27 °C inkubiert und anschliel3end

geerntet.

Das Zellpellet wurde in Lysepuffer (500 mM NaCl, 50 mM NaH,PO,;, 1 mM DTT, 5 %
Glycerin, pH 8,0) resuspendiert und mechanisch lysiert, bevor enthaltenes Protein mittels
einer Nickel-Nitrilotriessigsaure (Ni-NTA)-Affinitatsaufreinigung unter Verwendung einer Ni-
NTA Superflow-Saule (Qiagen, Hilden) gereinigt wurde. Hier schloss sich eine Abspaltung
des Hisg-Tags durch 1 U/ul Thrombin an. Uber Anionenaustauscherchromatographie wurden
die Proteine in Fraktionen aufgetrennt eluiert. MAP4K4-enthaltende Fraktionen wurden

vereinigt und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

5.2.2 Kristallisation von MAP4K4

Fur die Analyse des Bindungsmechanismus von MILI A-inspirierten Pyridonverbindungen an
MAP4K4 wurde das gereinigte Protein mit der Testsubstanz PS201S co-kristallisiert. Die
Kristallisationsexperimente wurden von M.Sc. Stefan Kleine™" mit 0,1 M MES-Lésung (pH
6,4 — 6,6) und 9 - 35 % PEG 8000 durchgefuhrt. Das Verhaltnis zwischen Protein und

niedermolekularem Liganden betrug 5:1. Die Kristallisation wurde nach der Hanging-Drop-
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Methode durchgefiihrt und gefischte Kristalle in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Kristalle wurden am Max-Planck-Institut fir molekulare Physiologie auf Streuung getestet
und entsprechende Kristalle am Paul Scherrer-Institut (Villingen, Schweiz) vermessen und

prozessiert.

5.2.3 Klonierung, Expression und Reinigung der HSET  -Motordoméne

Fur die Expression und Aufreinigung der Motordomane des Kinesins HSET wurde das
Plasmid pGEX-F/A-HSETA228 verwendet, das von Prof. Dr. Thomas Mayer (Universitat
Konstanz) zur Verfliigung gestellt wurde. Alle im Folgenden beschriebenen Schritte wurden
von der Dortmund Protein Facility (DPF) durchgefuhrt. Das HSETA228-Fragment wurde
unter Verwendung der entsprechenden Primer in ein pOPIN-cHis-Vektorplasmid kloniert. Zur
Expression der HSET-Motordomane wurde die Sequenz- und Ligations-unabhangige
Klonierung (engl. sequence- and ligation-independent cloning, SLIC) angewandt.*? Hierzu
wurde das pOPIN-HSETA228-His-Plasmid in chemisch kompetente BL21 (DE3) Escherichia
coli (E.coli)-Zellen eingebracht und die Bakterien Uber Nacht in Autoinduzierungsmedium
(TB-Medium mit 0,01 % Laktose und 2 mM MgSO,) kultiviert. Die Zellen wurden um Faktor
100 verdinnt und fir 4 h bei 37 °C und weitere 20 h bei 25 °C unter Schutteln inkubiert. Im
Anschluss wurde mit einem Lysepuffer (50 mM HEPES, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 1
mM TCEP und 0,5 mM AEBSF, 40 U/ml DNase) mit einem Zelldisruptor lysiert. Nach
Zentrifugation bei 75600 rcf (10 °C, 30 min) wurde der Uberstand mittels einer Nickel-
Nitrilotriessigsaure (Ni-NTA)-Affinitatsaufreinigung (HiTrap FF crude-Saule, GE Healthcare,
Solingen) gereinigt. Das Protein wurde in 50 mM HEPES pH 8,0, 300 mM NacCl, 30 mM
Imidazol und 1 mM TCEP eluiert und erhaltenes Protein in einem zweiten Schritt mittels
Gelfiltration weiter gereinigt. Hierbei kam eine HiLoad 26/60 Superdex 75-Saule (GE
Healthcare, Solingen) zum Einsatz. Das Protein wurde in 40 mM HEPES pH 7,4, 5 %
Glycerin, 50 mM NaCl, 1 mM TCEP eluiert und bei -80 °C gelagert.

5.2.4 Klonierung, Expression und Reinigung der Eg5-  Motordoméne

Fur die Expression und Aufreinigung wurde das Plasmid EG5 pQES80 mit einer Ampicillin-
Resistenz verwendet, welches die DNA-Sequenz fur die Motordoméne von Eg5 enthalt. Das
Plasmid wurde von Prof. Dr. Thomas Mayer (Universitdt Konstanz) zur Verfiigung gestellt
und in chemisch kompetente BL21 (DE3) E. coli-Zellen transformiert. Die Bakterien wurden
in Ampicillin-haltigem LB-Medium bei 37 °C angezogen und die Plasmid-DNA mit einem
QIlAfilter Midi-Kit (QIAGEN, Hilden) isoliert und gereinigt. Die DNA-Konzentration wurde
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spektrophotometrisch bestimmt und die Plasmid-DNA fur die Sequenzierung zur
Uberpriiffung der erfolgreichen Amplifizierung vorbereitet. Dazu wurde ein BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies, Carlsbad, USA) verwendet. 0,3 pug
Plasmid-DNA wurden in einer PCR unter Verwendung von 1 uM der entsprechenden Primer-
Oligonukleotide und der BigDye® Terminator v3.1-Reaktionslosung amplifiziert. Die
vervielfaltigten DNA-Fragmente wurden durch Gelfiltrationschromatographie mit einem
NucleoSEQ®-Kit (Macherey-Nagel, Diren) von den weiteren PCR-Zusatzen gereinigt. Die
Plasmidreinigung und Vorbereitung zur DNA-Sequenzierung wurde von M.Sc. Mylene
Hiibecker im Rahmen ihrer Masterarbeit durchgefiihrt.**¥ Die Sequenzierung der Fragmente
erfolgte unter Anwendung der fluoreszenzbasierten Sanger-Methode in der zentralen

Biotechnologie-Einrichtung des Max-Planck-Instituts fir molekulare Physiologie.

Der offene Leserahmen (engl. open reading frame, ORF) der Eg5-Motordoméane wurde von
der Dortmund Protein Facility (DPF) unter Verwendung von BL21 (DE3) E. coli-Zellen
exprimiert und gereinigt. Die Transformation der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe eines
Hitzeschocks, bevor eine Autoinduzierung in das T5-Promotor/Lac-Operator-Transkriptions-
Translationssystem vorgenommen wurde. Hierzu wurden die Zellen in Glukose- und
Laktose-enthaltendem Medium kultiviert und die Proteinexpression durch den Abbau von
Glukose induziert. Die Zellen wurden lysiert und das Protein mit Hilfe einer Ni-NTA-
Affinitatsaufreinigung und Gelfiltration gereinigt. Das erhaltene Protein wurde ankonzentriert
und in 25 mM HEPES pH 7,2, 50 mM NaCl, 1 mM TCEP und 5 % Glycerin bei -80 °C

gelagert.

5.3 Proteinbiochemische Methoden

5.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fur die Bestimmung der Konzentrationen von Zelllysaten wurde die Methode nach Bradford
eingesetzt.**!! Hierbei wird der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 eingesetzt, der mit
Arginin und weiteren basischen und neutralen Aminosauren der Proteine interagiert,

wodurch sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs zu 595 nm verschiebt.***

Vor der Konzentrationsmessung wurde zunachst eine Eichgerade mit verschiedenen BSA-
Konzentrationen erstellt. AnschlieRend wurden 5 pl Proteinlésung mit 800 pl H,O und 200 pl
Bradford-Reagenz fiir 5 Minuten inkubiert. Die Absorption wurde photometrisch bei 595 nm

gemessen und die Proteinkonzentration anhand der Eichgeraden berechnet.
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5.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese diente der Auftrennung von Proteinen eines
Zelllysates nach ihrer GréRe. Die Trennung erfolgte unter denaturierten Bedingungen, wozu
diskontinuierliche Gele mit einem 10-prozentigen Trenngel und einem 5-prozentigen

Sammelgel in der folgenden Zusammensetzung verwendet wurden.

10 % Trenngel/ml 5 % Sammelgel/ml
H,O 2,0 1,7
30 % Acrylamid 1,65 0,415
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,25 -/-
1 M Tris (pH 6,8) -/- 0,315
10 % SDS 0,05 0,025
10 % APS 0,05 0,025
TEMED 0,002 0,0025

Die zu analysierenden Proben wurden zunachst mit SDS-Probenpuffer versetzt und fir 10
min bei 95 °C aufgekocht, bevor das Maximalvolumen aufgetragen wurde. Als Kontrolle
wurden 5 pl des Proteinstandards verwendet. SDS-Laufpuffer diente als Kathoden- und
Anodenpuffer. Die Trennung der Proteine wurde zun&chst bei einer Spannung von 80 V
gestartet, bevor nach 15 min die Spannung auf 120 V erhoht wurde. Der Lauf wurde

gestoppt, nachdem die Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte.

5.3.3 Immunoblot

5.3.3.1 Proteintransfer (Western Blotting)

Mit Hilfe eines Immunoblots wurden elektrophoretisch getrennte Proteine von einem
Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran Ubertragen, um das gewinschte Protein mit
spezifischen Antikérpern nachzuweisen. Das Gel wurde nach Abschluss der Elektrophorese
10 min in Transferpuffer inkubiert. Die Membran wurde zunachst fir 30 s in Methanol
aktiviert und ebenfalls 10 min in Transferpuffer inkubiert. Der Proteintransfer erfolgte nach
dem Semidry-Verfahren. Hierzu wurde die Membran auf zwei Lagen Whatman-Papier
platziert und das Gel auf die Membran aufgelegt. AnschlieBend wurden erneut zwei Lagen
Whatman-Papier aufgelegt und zur Entfernung von Luftblasen zusammengedriickt und glatt

gestrichen. Das Blotting erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 24 V fur 80 min. Der
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Proteintransfer wurde anschlieBend durch Zugabe einer Ponceau S-Lésung zur Membran
Uberprift. Die Farbelosung wurde nach kurzer Zeit mit Wasser abgewaschen und die
Membran bei erfolgreichem Transfer in ein 50 ml-Reaktionsgefald transferiert. AnschlieRend
wurden unspezifische Bindestellen der Membran fir 1 h unter Schitteln blockiert. Nach
mehrmaligem Waschen in TBS-T wurde der entsprechende Priméarantikdrper in Blocklésung

auf die Membran gegeben und Uber Nacht bei 4 °C geschdttelt.

5.3.3.2 Nachweis immobilisierter Proteine

Fir den Nachweis von immobilisierten Proteinen auf PVDF-Membranen wurden HRP-
gekoppelte Nachweisantikorper oder Infrarot-Farbstoffe verwendet. HRP-gekoppelte
Antikdrper wurden fur die Detektion von ATP-bindenden Proteinen verwendet, die durch
Desthiobiotin-ATP angereichert wurden (Kapitel 5.6.1). Antikorper, die an Infrarot-Farbstoffe
gekoppelt waren, wurden zur Quantifizierung von Proteinbanden auf PVDF-Membranen
eingesetzt. Dies erfolgte zur Auswertung von CETSA-Experimenten (Kapitel 5.6.2). Die
Proteinbanden wurden in beiden Fallen mit einem Odyssey® FC Imaging System und der

Bildbearbeitungssoftware ImageStudio visualisiert.

5.3.3.2.1 Nachweis immobilisierter Proteine durchH  RP-gekoppelte Antikdrper

Zur Verwendung von HRP-gekoppelten Antikorpern wurde die Membran nach Inkubation mit
dem Primarantikorper zunachst mit TBS-T gewaschen und der Antikérper in Blocklosung
appliziert. Die Membran wurde fir 1 h bei Raumtemperatur unter Schitteln mit dem
Nachweisantikérper behandelt, bevor erneut mit TBS-T gewaschen wurde. Die Entwicklung
des Signals erfolgte mit dem SuperSignal West Pico Chemiluminescent Kit. Hierzu wurden
die Losungen im Verhaltnis 1:1 auf die Membran gegeben und kurz einwirken lassen. Die
Entwicklungslésung wurde entfernt und die Membran visualisiert. Die Belichtungszeit betrug
30 s. War nur eine schwache Bandenintensitat nachweisbar, wurde die Blotmembran erneut
mit TBS-T gewaschen und mit dem SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Kit mit

dem identischen Protokoll nochmals entwickelt.
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5.3.3.2.2 Nachweis immobilisierter Proteine durch | nfrarot-Farbstoffe

Fur den Nachweis von immobilisierten Proteinen durch Infrarot-Farbstoffe wurde die
Membran nach Entfernen des Primarantikdrpers mit TBS gewaschen und der
Nachweisantikorper in Odyssey Blocking Buffer zugegeben. Die Membran wurde 1 h bei
Raumtemperatur unter Schutteln lichtgeschitzt inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein erneuter
Waschschritt mit TBS, bevor die Membran umgehend gescannt wurde. Die Belichtungszeit
betrug 30 s. Fiur die Quantifizierung der Bandenintensitat wurde die Intensitat der zu
analysierenden Banden durch die ImageStudio-Software ermittelt. Die Ergebnisse wurden
auf die Bandenintensitat der Probe mit der niedrigsten verwendeten Temperatur normiert
(definiert als 100).

5.3.4 Untersuchung der Beeinflussung von Testsubsta nzen auf die
Polymerisation von Tubulin

Zur Uberpriifung einer mdoglichen Beeinflussung der Polymerisation von Tubulin durch
antimitotische Testsubstanzen wurde ein Testsystem mit gereinigtem Tubulin aus
Schweinehirn angewandt. Lyophilisiertes Schweinetubulin wurde hierzu in Tubulin-Puffer zu
einer Endkonzentration von 100 pM resuspendiert. Die Versuchsansatze setzten sich dabei

wie folgt zusammen:

0,8 M Natriumglutamat

0,88 mM MgCl,

10 uM Tubulin
Testsubstanz/DMSO

05mM GTP

Die Ansatze wurden nach Zugabe der Testsubstanzen fir 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wurden sie in eine 96-Lochplatte Gberfuhrt und fir weitere 20 min auf
Eis inkubiert. Nun wurde GTP zum Starten der Polymerisationsreaktion hinzugegeben und
die photometrische Messung umgehend gestartet. Die Absorption wurde bei 340 nm in
Abstédnden von 30 s in einem Zeitraum von 60 Minuten gemessen. Die Messkurven wurden
auf den Nullwert der entsprechenden Kurve (Absorption zum Zeitpunkt der ersten Messung)

normiert.
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5.3.5 Tryptischer Verdau von Proteinen und Aufreini  gung tUber Stage Tips

Die Spaltung von Proteinen in Peptidfragmente durch die Protease Trypsin und die
nachfolgende Aufreinigung wurden von Beate Schélermann durchgefuhrt. Trypsin lag in
einer Konzentration von 0,1 mg/ml in 20 mM HCI vor und wurde mit 100 mM Tris pH 8,5 und
1 mM CaCl, zur Herstellung einer geeigneten Stammldsung weiter verdinnt. Gereinigte

Proteine wurden mit 1,5 pg Trypsin versetzt und Uber Nacht bei Raumtemperatur verdaut.

Fur hochauflosende Messungen der Bindung von Testsubstanzen an die HSET-
Motordomé&ne wurden die durch tryptischen Verdau erzeugten Peptidfragmente mit Hilfe
sogenannter Stage Tips weiter aufgereinigt und ankonzentriert.™*® Hierzu wurden Solid
Phase Extraction (SPE)-Disks verwendet, die doppellagig in eine Petrischale Ubertragen
wurden. Mit Hilfe einer Kanile wurde eine runde Minidisk ausgestochen und in eine
Pipettenspitze transferiert. Die Disk wurde mit 100 pl Methanol aktiviert, 1 min inkubiert und
bis zur vollstandigen Trocknung bei 600 rcf zentrifugiert. Es erfolgte ein zweifacher
Aquilibrierungsschritt mit jeweils 100 pl Puffer A (0,1 % Ameisenséure in H,O), nachdem
jeweils mit 2500 rcf zentrifugiert wurde, bis die Minidisk getrocknet war. Die Peptidprobe
wurde aufgetragen und bei 600 rcf bis zur Trocknung zentrifugiert. Es schloss sich ein
Waschschritt mit 100 pl Puffer A an, bei dem die Zentrifugation analog erfolgte. Die
gereinigten und ankonzentrierten Peptide wurden mit 2 x 60 ul Puffer B (80 % Acetonitril, 20
% H,0, 0,1 % Ameisensaure) eluiert, 1 min inkubiert und bis zur Trocknung der Disk bei
2500 rcf zentrifugiert. Das Eluat wurde mit einer Vakuumzentrifuge bei 30 °C fir 4 h
getrocknet und mittels nano-HPLC/MS/MS (Kapitel 5.7.3) von Dr. Petra Janning und Dipl.-

Ing. Andreas Brockmeyer vermessen.

5.4 Fluoreszenzmikroskopie in Mikrotiterplatten

Die Aufnahme der mikroskopischen Bilddaten erfolgte mit einem automatischen Mikroskopie-
System, bestehend aus dem Axiovert M 200-Mikroskop und einer CoolSnap ES Kamera und
bezogen von der Visitron System GmbH, Puchheim. Durch dieses System konnten
fluoreszenzgefarbte Proben in verschiedenen Wellenlangen automatisch visualisiert werden.
Die automatische Bildaufnahme erfolgte an neun vordefinierten Punkten in jedem Loch. Die
optische und quantitative Auswertung der Aufnahmen erfolgte mit Hilfe der Software
MetaMorph® (Molecular Devices, Downingtown, PA, USA). Die verwendeten Filter basieren
auf den Fluorophoren DAPI (Exzitations-/Emissionswellenlange 358 nm/463 nm) und Texas
Red (596 nm/613 nm) sowie dem griUnfluoreszierenden Protein Azami-Green (Azami, 492

nm/505 nm). Die verwendeten Einstellungen sind in Tabelle 5.1 dargestellt.
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Tabelle 5.1: Einstellungen fir fluoreszenzmikroskop

MetaMorph® (Menii ,,Screen Acquisition®)

Die Einstellungen wurden fur alle durchgefiihrten Experimente verwendet.

Magnification 20 x
Camera Binning 2
Gain Gain1 (1x)
Multiple Sites per Well v
Multiple Wavelengths v
Show Images During Acquisition v
Dim [NxN] 3
Total Sites 9
Spacing Between Images 0
Auto Focus Each Side None
Number of Waves 3

Exposure

DAPI (700 ms)

Azami (800 ms)

Texas Red (700 ms)

Target intensity

DAPI (2000)

Azami (2000)

Texas Red (2000)

Auto Focus Acquisition

Same Settings as Wavelength

ische Experimente in der Software
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Die verwendeten Einstellungen fir die automatische Fokussierung sind in Abbildung 5.1
dargestellt.

Main I Flate I Sites I Wavelengths Auto Focus |Jnumal|

Agorithm: | Standard ~| [ sezorgn. |
i : - - Typical Accuracy for
Madmum Single Step: 40 IEI um Objective: 3um
Find Sample
Z Mator: [[Nme] T] Max # Z Moves: 13
Range [+]: 200 Iil Accuracy: 25 El microns
Wide Focus

£ Motor: [Zass Focus v] Max # £ Moves: 7

Range [+/]: &0 EI Accuracy: 10 El microns

Mamow Focus

Z Mator: [ZESS Focus v] Max # Z Moves: 4

Range [+/]: 10 EI Accuracy: 3 El microns

[#] Show Images During Auto Focus ~ Settle Time 0 El

| Corfigure Sensor... | Z:

Abbildung 5.1: Einstellungen zur Autofokussierung i m Unterment ,,Auto Focus" (MetaMorph®-
Menii ,Screen Acquisition")

Die Einstellungen wurden fur alle durchgefiihrten Experimente verwendet.

Zur Analyse des Neuritenwachstums in SH-SY5Y-Zellen wurde nach automatischer
Bildaufnahme die Lange der durch die Software detektierten Neuriten quantifiziert. Hierbei
wurde das MetaMorph®-Analyseprogramm ,Neurite Outgrowth* verwendet. Zunachst war
eine Anpassung der Einstellungen notwendig, die eine verlassliche Detektion der Neuriten
gewabhrleistete. Die Einstellungen beinhalteten Grenzwerte beziglich der GroRe und
Fluoreszenzintensitat des Zellkerns und der Neuriten. Im Speziellen wurden maximale und
minimale Durchmesser des Zellkerns und Neuriten ebenso wie die minimale Intensitat, mit
der sich die Strukturen von der Hintergrundfarbung abhoben, angepasst (Tabelle 5.2). Die

statistische Auswertung der quantifizierten Daten erfolgte mit einem Zweistichproben-t-Test.
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Tabelle 5.2: Einstellungen des MetaMorph®-Analysepr  ogramms ,Neurite Outgrowth* zur
Detektion immunzytochemisch gefarbter DNA und Neuri ten

DNA (DAPI

Approximate minimal width 5um
Approximate maximal width 30 pm
Intensity above local background 30 graylevels

Azami (a-Tubulin)

Maximum width 8 um
Intensity above local background 30 graylevels
Minimum cell growth to log as significant 30 pm

Zur Quantifizierung von mitotischen Zellen wurde das Analyseprogramm ,Cell Cycle”
verwendet und die mitotischen Zellen Uber die Fluoreszenzintensitdt im Kanal Texas Red
detektiert. Hierzu wurden die Grofle des Zellkerns und die Fluoreszenzintensitat der

Zellkern- und phospho-Histon H3-Farbung entsprechend angepasst. Die Einstellungen des
Analyseprogramms sind in Tabelle 5.3 aufgefihrt.

Tabelle 5.3: Einstellungen des MetaMorph®-Analysepr  ogramms ,Cell Cycle* zur Detektion von
immunzytochemisch gefarbtem phospho-Histon H3

DNA (DAPI

Approximate minimal width 5pum
Approximate maximal width 60 pm
Intensity above local background 50 graylevels

Texas Red (phospho-Histon H3-Alexa 594)

Intensity above local background 150 graylevels
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Die Quantifizierung der Viabilitdt zur Identifizierung von neuroprotektiven Substanzen
erfolgte mit dem Analyseprogramm ,Multi Wavelength Cell Scoring®. Das Analyseprogramm
ermdglicht die Detektion der Fluoreszenzintensitat jeder einzelnen Zelle, so dass die
Intensitat als Mal3 fur die Viabilitat einer Zelle herangezogen werden kann. Die Analyse der
Bilddaten erfolgte tiber die Fluoreszenzkanale DAPI und Azami (Tabelle 5.4). Die statistische

Auswertung der quantifizierten Daten erfolgte mit einem Einstichproben-t-Test.

Tabelle 5.4: Einstellungen des MetaMorph®-Analysepr ogramms ,Multi Wavelength Cell
Scoring” zur Detektion von immunzytochemisch gefarb ter DNA und zur Erhebung der
Zellviabilitat durch Calcein-AM

DNA (Hoechst 33342 - Kanal: DAPI)

Approximate minimal width 5pum
Approximate maximal width 40 um
Intensity above local background 60 graylevels

Azami (Calcein-AM)

Approximate minimal width 5um
Approximate maximal width 100 pm
Intensity above local background 300 graylevels
Minimum stained area 20 pmz

5.5 Testsysteme zur Aktivititsmessung von Enzymen

5.5.1 Bestimmung der Kinaseaktivitat

Kinaseprofilierungsexperimente wurden durch die SelectScreen® Kinase Profiling Services
von der Firma Thermo Fisher Scientific durchgefuhrt. Die Analyse der Kinaseinhibition
erfolgte durch die Testsysteme Z-LYTE™ Kinase Assay, Adapta™ Universal Kinase Assay
und LanthaScreen™ Eu Binding Assay. Fur Kinasen, die bei Thermo Fisher Scientific auf
Inhibition durch synthetisierte Verbindungen Uberprift werden kdnnen, ist jeweils eines der
Testsysteme etabliert, so dass alle drei Plattformen zum Einsatz kamen. Bei dem
LanthaScreen™ Eu Binding Assay wird die Verdrangung des Alexa Fluor®-Konjugats von

der ATP-Bindestelle der Kinase durch die Testsubstanz analysiert, so dass in diesem Fall
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eine Inhibition nicht zweifelsfrei bestatigt oder ausgeschlossen werden kann. Das Z-LYTE™-
Testsystem wurde zur Validierung der von Thermo Fisher Scientific erlangten Ergebnisse
zusatzlich auch am Max-Planck-Institut fir molekulare Physiologie durchgefihrt. Die
experimentellen Bedingungen wurden durch die Firma empirisch determiniert und sind daher
fur jede Kinase entsprechend festgelegt. Fur die am Max-Planck-Institut fir molekulare
Physiologie durchgefiihrten Experimente wurden leicht abgewandelte Bedingungen

verwendet, die im folgenden Kapitel genannt werden.

5.5.1.1 Bestimmung der Kinaseaktivitdt mit dem Z‘-L  YTE™ Kinase Assay

Der Z'-LYTE™ Kinase Assay stellt ein radiometrisches Testsystem zur Analyse der Aktivitét
verschiedener Kinasen in An- oder Abwesenheit von Testsubstanzen dar. Das Prinzip des
Testsystems basiert auf dem Forster-Resonanzenergietransfer (FRET). Ein  Donor
(Coumarin) und ein Akzeptor (Fluoreszein) sind an die Enden eines Substrats gekoppelt. In
der Kinase-Reaktion Ubertragt die Kinase das y-Phosphat von ATP auf einen Serin- oder
Threonin-Rest des Substrats. Als Positivkontrolle dient hierbei ein phosphoryliertes Substrat,
als Negativkontrolle eine Probe ohne ATP. In einer Sekundarreaktion spaltet eine spezifische
Protease nicht phosphorylierte Peptide, wodurch der Energietransfer zwischen Donor und
Akzeptor nicht mehr maglich ist. Phosphorylierte Peptide werden durch die Protease nicht
gespalten. So entsteht eine unterschiedliche Sensitivitat fir phosphorylierte und nicht
phosphorylierte Substratmolekdile, was in einer unterschiedlichen Fluoreszenzemission bei
den entsprechenden Wellenlangen fir die beiden FRET-Partner Coumarin und Fluoreszein

resultiert.

Die Bestimmung der Kinaseaktivitdt mit Hilfe des Z'-LYTE™ Kinase Assay wurde mit einer
zuvor ermittelten Kinasekonzentration durchgefiihrt, die zu einer Phosphorylierung von 20 —
40 % des verwendeten Peptidsubstrates fiihrte. Diese Konzenration betrug fur die am Max-

Planck-Institut durchgefuhrten Experimente 1 ng/ul.

MAP4K4, 2 uM Substrat, 12,5 uM ATP (soweit nicht anders angegeben) und die
Testsubstanz wurden gemischt und 10 pl der Probe in eine schwarze 384-Lochplatte
Uberfuhrt. Die Proben wurden fir 30 s auf einem Horizontalschittler gemischt und 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden 5 pl des Entwicklungsreagenz
hinzugegeben, erneut fir 30 s gemischt und fur 1 h inkubiert. Nach Zugabe von 5 pl
Stopplosung wurde die Platte wiederum fir 30 s geschuttelt und die Fluoreszenzemissionen
von Coumarin (445 nm) und Fluoreszein (520 nm) umgehend an einem geeigneten

Plattenleser detektiert.
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5.5.1.2 Bestimmung der Kinaseaktivitat mit dem Adap ta™ Universal Kinase
Assay

Der Adapta™ Universal Kinase Assay ist ein fluoreszentes Testsystem zur Bestimmung der
Kinaseaktivitat Uber die Bildung von ADP im Zuge der Phosphorylierung der Kinase. Das
Format eignet sich aufgrund seiner starken Sensitivitat fir die Analyse von Kinasen mit
schwacher Aktivitat. In der Kinasereaktion werden Kinase, ATP, Substrat und Testsubstanz
gemischt, bevor im folgenden Entwicklungsschritt ein Europium-markierter anti-ADP-
Antikérper, ein Alexa Fluor® 647-markierter ADP-Indikator (engl. tracer) und EDTA
hinzugegeben werden. Wéahrend EDTA die Kinasereaktion beendet, bindet der ADP-
Indikator den ADP-Antikorper, was zu einem hohen Tracer-FRET-Signal fuhrt. Das im Zuge
der Kinasereaktion entstehende ADP verdréngt den Indikator vom Antikérper und sorgt fur
eine Abnahme des TR-FRET-Signals. Die Zugabe eines Inhibitors erhtht aufgrund der
reduzierten ADP-Freisetzung das FRET-Signal, so dass die Signalintensitat als Mal3 fur die

Kinaseaktivitdt herangezogen werden kann.

Zur Bestimmung der Kinaseinhibition wurde die Testsubstanz mit Kinase, Substrat und ATP
in einem HEPES-Puffer verdiinnt und 30 s auf einem Horizontalschittler gemischt und 1 min
bei 1000 rcf zentrifugiert, bevor die Kinasereaktion fur 1 h bei Raumtemperatur ablief.
SchlieBBlich wurden 5 pl der Entwicklungsldosung zugegeben und erneut fir 30 s geschiittelt
und fur 1 min zentrifugiert. Nach weiteren 60 min wurde die Fluoreszenzemission von Donor
(Alexa Fluor® 647, 665 nm) und Akzeptor (Europium, 615 nm) an einem geeigneten
Plattenleser gemessen und Uber das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitdten das TR-FRET-

Signal und die Restaktivitat der Kinase berechnet.

Als Positivkontrolle diente eine Probe, die ADP statt ATP enthielt, wahrend die
Negativkontrolle die aktive Kinase enthielt. Diese Kontrolle wurde entsprechend angepasst,

um eine ADP-Konversion von < 40 % zu erhalten.

5.5.1.3 Bestimmung der Kinaseaktivitat mit dem Lant haScreen™ Eu Kinase
Binding Assay

Der LanthaScreen™ Eu Kinase Binding Assay basiert wie die vorangegangen Testsysteme
zur Bestimmung der Kinaseaktivitat auf dem FRET-Prinzip. In diesem Fall werden ein Alexa
Fluor®-Konjugat sowie ein Europium-markierter anti-Tag-Antikorper verwendet. Das
Konjugat bindet an die ATP-Bindestelle der Kinase und wird von dem Antikérper gebunden,
was in einem starken FRET-Signal resultiert. In Anwesenheit eines Inhibitors wird das Alexa

Fluor®-Konjugat von der ATP-Bindestelle der Kinase verdréangt, was zu einer Abschwachung
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des Signals fuhrt. Analog zum Adapta™ Universal Kinase Assay kann anschlieRend das
FRET-Signal und die daraus resultierende Kinaseaktivitdt ~ anhand  der

Fluoreszenzintensitaten von Konjugat (665 nm) und Antikdrper (615 nm) errechnet werden.

Testsubstanz, Kinase, Antikdrper und Konjugat wurden gemischt und in eine weil3e 384-
Lochplatte Uberfuhrt, die 30 s auf einem Horizontalschittler gemischt wurde, bevor die
Proben fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Die Emissionen bei 615 und 665
nm wurden umgehend mittels eines entsprechenden Plattenlesers detektiert. Als
Positivkontrolle wurde eine hohe Konzentration eines bekannten Inhibitors der
entsprechenden Kinase verwendet, die in einer geringen Emissionsrate resultiert. Die
maximale Emissionsrate wurde aus einer Probe ohne Inhibitor bestimmt und fungierte als

Negativkontrolle, da in diesem Fall keine Verdrangung des Konjugats vorlag.

5.5.2 Bestimmung der Kinesinaktivitat mit dem ADP-G  lo™ Kinase Assay

Zur Bestimmung der ATPase-Aktivitat von HSET unter dem Einfluss von Testsubstanzen
wurde der ADP-Glo™ Kinase Assay (Promega) verwendet. Das Testsystem basiert auf der
Ruckbildung von ADP, welches durch die ATPase-Aktivitdt des Proteins freigesetzt worden
ist, zu ATP. ATP kann nach Zugabe von Luciferase und Luciferin durch die
Lumineszenzintensitat der Probe nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle diente eine
Probe, die DMSO anstelle einer Testsubstanz enthielt. 50 uM Aurintricarboxylsdure (ATA),
das die Interaktion von Proteinen mit Nukleinsauren inhibiert,**"! wurden als Positivkontrolle

verwendet.

0,9 uM HSET und 2 uM vorpolymerisierte Mikrotubuli wurden in ADP-Glo-Puffer gemischt
und mit der Testsubstanz versetzt. 3 ul des Ansatzes wurden in Quadruplikaten in eine
weille 384-Lochplatte Uberfuhrt und drei der Proben mit 400 uM ATP versetzt, um die
Reaktion zu starten. Die Platte wurde gemischt und fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert,
bevor 5 pl Glo-Reagenz in jedes Loch gegeben wurden, um die Rickbildung von ATP zu
ermdglichen. Nach weiteren 40 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 10 pl der

Detektionsldsung hinzugegeben und weitere 60 min inkubiert.

Die Lumineszenz wurde an einem geeigneten Plattenleser ausgelesen und die
Kinaseaktivitdt in Anwesenheit der Testsubstanzen anhand der Lumineszenzintensitat
errechnet. Die Probe ohne ATP diente als jeweilige Hintergrundkontrolle und wurde von den
entsprechenden Proben mit ATP subtrahiert. Die Intensitaten der substanzbehandelten

Proben wurden auf die Vehikelkontrolle normiert.
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5.5.3 Messung der Enzymaktivitdt mit einem Malachit  grin-Testsystem

Mit Hilfe eines Testsystems auf Basis des Farbstoffes Malachitgrin wurde ebenfalls die
ATPase-Aktivitat von HSET bestimmt. Malachitgriin komplexiert freies Phosphat aus der
ATPase-Reaktion in Anwesenheit von Ammoniummolybdat, was in einer gringefarbten
Lésung resultiert. Der Komplex kann photometrisch bei 620 nm detektiert und anschliel3end

guantifiziert werden.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse wurden mit dem Malachite Green Phosphate
Assay Kit durchgefiihrt. Zur Vorbereitung der Substanztestungen wurden Reagenz A und
Reagenz B, die Malachitgrin und Ammoniummolybdat enthielten, im Verhdltnis 100:1
gemischt. Des Weiteren wurde eine Standardreihe mit Phosphatkonzentrationen von 0 — 40
MM aus einer Stammldsung erstellt, die als Referenz zur Berechnung von

Phosphatkonzentrationen in den Proben diente.

30 nM HSET und 100 nM vorpolymerisierte Mikrotubuli wurden in Malachitgriin-Puffer
gemischt und mit der zu testenden Substanz versetzt. 18,5 pl wurden in eine transparente
96-Lochplatte transferiert und mit 1,5 ul ATP in der gewiinschten Konzentration versetzt. Die
Testung erfolgte als Duplikat, wobei eine Probe nicht mit ATP versetzt wurde, um als
Hintergrundkontrolle zu fungieren. Als Kontrollen dienten erneut eine Probe mit DMSO und
50 uM ATA. Die Platte wurde auf einem Horizontalschittler gemischt und fir 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert, um die ATPase-Reaktion zu ermdéglichen. Anschlie3end wurden
20 ul der Reagenz A:Reagenz B-Losung zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren
gemischt. Die Proben wurden flur 30 min bei Raumtemperatur zur ausreichenden
Farbentwicklung inkubiert. Die Absorptionsmessung bei 620 nm erfolgte umgehend an

einem geeigneten Plattenleser.

Die Absorptionswerte der Probe ohne ATP wurden von den entsprechenden ATP-
enthaltenden Proben subtrahiert. Die Phosphatkonzentrationen wurden anhand der
Absorption in Relation zu der Standardreihe bestimmt und infolgedessen die prozentuale

Inhibition des Kinesins bezogen auf die DMSO-behandelte Probe berechnet.
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5.5.4 Aktivitatsmessung von Enzymen mit einem enzym  gekoppelten
Testsystem

Zur Bestimmung der ATPase-Aktivitat wurde des Weiteren ein enzymgekoppeltes
Testsystem verwendet, das in der Abteilung Molekulare Genetik (Prof. Dr. Thomas Mayer,
Universitat Konstanz) angewandt wurde. Dieses Testsystem nutzt die enzymatischen
Reaktionen der Pyruvatkinase und Laktatdehydrogenase. Wahrend der ATPase-Reaktion
freigesetztes Phosphat wird von der Pyruvatkinase zur Phosphorylierung von
Phosphoenolpyruvat (PEP) verwendet, wodurch Pyruvat entsteht. Dieses wird in der zweiten
Reaktion durch die Laktatdehydrogenase zu Laktat umgewandelt, wobei Nikotinamid-
Adenindinukleotid (NADH) zu NAD" reduziert wird. NADH kann photometrisch bei 340 nm
detektiert werden, weshalb die Abnahme der NADH-Absorption als MaR fur die relative

Enzymaktivitat der ATPase angenommen werden kann.®

Fur die Testung von niedermolekularen Substanzen wurde der ADP-Glo-Puffer mit folgenden

Bestandteilen verwendet.

0,5 uM HSET

2 UM Mikrotubuli
5mM PEP

200 uM NADH

13 ug Pyruvatkinase

22,3 ug Laktatdehydrogenase
0,1 mg/ml  BSA

Die Ansatze wurden mit 50 uM der Testsubstanz versetzt und in eine schwarze 384-
Lochplatte mit transparentem Boden Uberfihrt. 50 uM ATP wurden zum Start der ATPase-
Reaktion hinzugefligt und die Absorption unmittelbar nach ATP-Zugabe Uber einen Zeitraum
von 10 min in Intervallen von 30 s bei 340 nm gemessen. Uber die erhaltene
Geradengleichung wurde die Restaktivitdt der Kinase mittels der negativen Steigung und

dem damit verbundenen NADH-Verbrauch bestimmt.
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5.5.5 Polymerisation von Mikrotubuli zur Durchfuhru ng von ATPase-
Testsystemen

Fiur die Bestimmung der Mikrotubuli-stimulierten ATPase-Aktivitat von HSET wurden in
dieser Arbeit vorpolymerisierte Mikrotubuli oder Tubulin aus Schweinehirn, welches zunachst

polymerisiert werden musste, verwendet.

Vorpolymerisierte Mikrotubuli wurden in PM-Puffer zu einer Endkonzentration von 1 mg/ml
resuspendiert und fur 15 min bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Mischen inkubiert
und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert. Diese Mikrotubuli wurden fur den

ADP-Glo™ Kinase Assay und das Malachite Green Phosphate Assay Kit verwendet.

Fiur das enzymgekoppelte ATPase-Testsystem wurde Tubulin aus Schweinehirn verwendet,
das von Prof. Dr. Thomas Mayer (Universitat Konstanz) zur Verfligung gestellt wurde. 500 pl
Tubulin wurden mit 33 % (w/v) Glycerin und 1 mM MgCl, auf Eis gemischt. Die Zugabe von 1
mM GTP startete die Polymerisationsreaktion, die fir 30 min bei 37 °C durchgefuhrt wurde.
Das polymerisierte Tubulin wurde mit 20 uM Taxol versetzt und fir 15 min bei 35 °C und
100000 rcf zentrifugiert. Das Pellet wurde dreimal mit Lagerungspuffer gewaschen und
schlie3lich in 150 pl Lagerungspuffer resuspendiert. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe
eines Spektrophotometers in 6 M Guanidinhydrochlorid zur Denaturierung von Tubulin

bestimmt. Die Mikrotubuli wurden bei Raumtemperatur gelagert.

5.6 Validierung von Zielproteinen von Testsubstanze n

5.6.1 Zielprotein-Validierung mit Desthiobiotin-ATP

Die Validierung des Zielproteins MAP4K4 wurde mittels einer Proteinanreicherung mit Hilfe
von Desthiobiotin-ATP, welches an Agarose-Resin-gebundenem Streptavidin immobilisiert
wurde, durchgefiihrt. Desthiobiotin-ATP stellt ein ATP-Derivat dar, das eine stabile, aber
reversible Bindung an die ATP-Bindestelle eines Proteins ausbildet.**¥ Die Bindung kann
unter physiologischen Bedingungen wieder gel6st werden, um das Protein zu eluieren, was
bei Verwendung von Biotin nicht méglich ware.™® Dadurch kénnen ATP-bindende Proteine
spezifisch aus einem Proteingemisch herausgefiltert werden. Zur Validierung von ATP-
bindenden Proteinen als Zielprotein einer Testsubstanz werden Lysat und Testsubstanz
inkubiert, bevor Desthiobiotin-ATP und Streptavidin zur Immobilisierung der ATP-bindenden

Proteine hinzugegeben werden.
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Die Zielprotein-Validierung mit Desthiobiotin-ATP wurde mit SH-SY5Y-Lysaten durchgefihrt,
die mit der beschriebenen Methode hergestellt wurden (Kapitel 5.1.7.1). 1 mg Lysat wurde
mit 10 pl 1 M MgCl, versetzt und fur 1 min inkubiert. Im Anschluss wurde 1 % des
Lysatvolumens verworfen und das entsprechende Volumen Testsubstanz oder DMSO
zugefigt. Hierbei wurden Endkonzentrationen von 100 pM Testsubstanz bzw. 1 % DMSO
eingesetzt. Zur Markierung der nicht gebundenen Proteine wurde eine Desthiobiotin-ATP-
Probe in 12,5 pl H,O resuspendiert und jedes Lysat mit 5 pl versetzt, so dass eine
Endkonzentration von 20 uM in jeder Probe enthalten war. Die Proben wurden fir 10 min mit
Desthiobiotin-ATP inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben mit einem Volumen von 8 M
Harnstoff in IP-Lysepuffer versetzt und 45 pl Agarose-Resin-gebundenes Streptavidin
hinzugefiigt, bevor die Probe unter Schuitteln fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert wurde.
Das Pellet wurde in 4 M Urea in IP-Lysepuffer resuspendiert und auf eine Spinsaule
gegeben und zentrifugiert. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt und die Proteine
schlieBlich mit SDS-Probenpuffer eluiert, indem die Spinsdule fir 10 min bei 95 °C
aufgekocht und zentrifugiert wurde. Die Proben wurden bei -20 °C gelagert oder unmittelbar

auf eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetragen.

5.6.2 Zielprotein-Validierung mit dem  Cellular thermal shift assay (CETSA)

Der Cellular thermal shift assay (CETSA) wurde im Jahre 2013 erstmals beschrieben™ und
basiert auf der Destabilisierung nativer Proteine durch Temperatureinfluss, was durch
Bindung eines Inhibitors beeinflusst werden kann. Durch Erhitzen identischer Proben auf
verschiedene Temperaturen, kénnen maogliche Unterschiede der Schmelzpunkttemperatur
des Proteins zwischen DMSO- und substanzbehandelten Proben bestimmt werden und die

Bindung eines Inhibitors aufzeigen.**

540 pl des mit der Methode in Kapitel 5.1.7.2 hergestellten Komplettlysats von MDA-MB-231-
Zellen wurden zu je 60 pl in Reaktionsgefal3e dberfuhrt und in einen PCR-Mastercycler
platziert. Die Proben wurden auf Temperaturen im Bereich von 40,0 — 54,5 °C erhitzt, was
mit dem Mastercycler-Programm CTSA1/CTSA2 durchgefuhrt wurde. Dazu wurde in beiden
Mastercyclern jeweils ein Temperaturgradient erstellt, so dass die einzelnen Reihen wahrend
des laufenden Programms auf unterschiedliche Temperaturen erhitzt wurden. Im Einzelnen
bestand der Temperaturgradient aus folgenden Werten: 40,0 °C, 44,2 °C, 48,0 °C, 48,4 °C,
48,8 °C, 49,3 °C, 49,9 °C, 51,6 °C und 54,5 °C. Alle Proben wurden fir 3 min bei der
entsprechenden Temperatur inkubiert, bevor das Gerat bis zur weiteren Verwendung der

Ansatze auf 4 °C herunterkihlte.
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Die Proben wurden im Anschluss in Polykarbonat-ReaktionsgefaRe Uberfuhrt, die zur
Verwendung in Ultrazentrifugen geeignet sind. Es schloss sich ein Ultrazentrifugationsschritt
von 20 min bei 4 °C und 100000 rcf an, wobei aufgrund der Probenanzahl zwei Durchlaufe
durchgefuhrt werden mussten. Jeweils 50 pl der Probeniberstdnde wurden in LoBind Tubes
tberfihrt und mit 12,5 pl 5 x SDS-Probenpuffer versetzt. Die Proben wurden fir 10 min bei
95 °C aufgekocht und bei -20 °C gelagert oder unmittelbar auf eine SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese aufgetragen.

5.7 Massenspektrometrische Methoden

5.7.1 Nachweis der kovalenten Bindung von Testsubst  anzen durch die in vitro
Peptid-Fangmethode

Zur Analyse von kovalenten Bindungen ausgewdhlter Testsubstanzen mit dem Zielprotein
wurde die in vitro Peptid-Fangmethode (engl. in vitro peptide trapping) verwendet. Die
Methode dient dem Nachweis der Bindung von niedermolekularen Substanzen an
Testpeptide, wortiber ein mdglicher Bindungsmechanismus dargestellt werden kann. Durch
die Massenzunahme des Peptids nach Bindung der Testsubstanz kann eine kovalente

Bindung des Molekiils nachgewiesen werden.**!

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Experimente wurden von Beate Schélermann
am Max-Planck-Institut fir molekulare Physiologie durchgefiihrt und analysiert. Dazu wurde
der urspringliche experimentelle Ansatz auf Proteinebene transferiert, indem gereinigtes

HSET-Protein eingesetzt wurde.

Fur Bindungsstudien der Testsubstanzen an HSET wurden 57 pg aufgereinigtes HSET mit
50 uM Testsubstanz oder 0,5 % DMSO als Vehikelkontrolle in 25 mM Tris pH 7,4 gemischt
und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden unter Verwendung von
Amicon® Ultra 0,5 ml Filtern ankonzentriert und mit Trypsin verdaut. Die trypsinierten Proben
wurden mit FlieRBinjektions-Massenspektrometrie  (Kapitel 5.7.2) vermessen. Die
Bindungsanalysen an Eg5 erfolgten analog, hierbei lag das Protein jedoch in 50 mM MOPS
pH 7,4 vor.

Die Bindungsstudien von Substanzen mit dem Testpeptid Ac-YACAKASAHA wurden mit
einem alternativen Protokoll durchgefiihrt. Das Peptid wurde mit 25 mM Tris pH 7,4 auf eine
Konzentration von 0,4 mM eingestellt. 75 pl des Peptids wurden mit 50 uM der jeweiligen

Substanz gemischt und unter Stickstoffbegasung 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der
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Ansatz wurde bei 5000 rcf (10 min, 4 °C) zentrifugiert und der erhaltene Uberstand um
Faktor 10 mit einem Gemisch aus 95 % H,O und 5 % Acetonitril verdinnt. Die Messung

erfolgte ebenfalls mittels Flie3injektions-Massenspektrometrie.

Zur Analyse der exakten Bindestelle der Testsubstanz an HSET wurden einige Proben in
einer hochauflésenden Messung (Nano-HPLC/MS/MS) (Kapitel 5.7.3) vermessen. Dazu

wurden die tryptisch verdauten Peptide mittels Stage Tips weiter aufgereinigt (Kapitel 5.3.5).

5.7.2 Bindungsstudien von Testsubstanzen an Peptide mit FlieRinjektions-
Massenspektrometrie

Die Analyse intakter Proteine und Testpeptide mit FlieRinjektions-Massenspektrometrie
erfolgte mit Hilfe einer Agilent 1100 HPLC-Pumpe (Agilent, Ratingen) und einem
Autosampler, der mit einem LTQ-XL-Massenspektrometer mit Elektrospray-lonisationsquelle
(Thermo Fisher Scientific) gekoppelt war. Das Gerat wurde durch die Xcalibur-Software
gesteuert. 1 ul Peptidldsung wurden in eine 1:1-Mischung an Wasser und Acetonitril (+ 0,1 %
Ameisensaure) mit einer Flussrate von 300 pl/min injiziert. Das System war mit dem
lonenfallen-Massenspektrometer durch  ein  Metallnadel-System  verbunden. Als
Massenbereich wurden 150 — 2000 m/z fiir den Nachweis von Testpeptiden verwendet. Uber

kollisionsinduzierte Dissoziation mit 20 V wurden Salzaddukte zerstort.

Die aufgenommenen Spektren wurden mit der Xcalibur-Software analysiert.

5.7.3 Bindungsstudien von Testsubstanzen an tryptis ch verdaute Peptide
mittels nano-HPLC/MS/MS

Fur die detaillierte Analyse der Bindung von Testsubstanzen an das Kinesin HSET wurde
anhand von tryptisch verdauten Peptidfragmenten eine Analyse mittels nano-HPLC/MS/MS
durchgefiihrt. Die Separation der Peptide erfolgte mit einem UltiMate™ 3000 RSLCnano-
System (Dionex, Germering), wahrend die MS- und MS/MS-Experimente an einem Q
Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific)
durchgefuhrt wurden. Dieses war mit einer Nano-Spray-Quelle ausgestattet (Nanospray Flex
lon Source, Thermo Fisher Scientific). Lyophilisierte Peptide wurden in 20 pl 0,1 % TFA
resuspendiert und 3 pl injiziert. 0,1 % TFA wurden als Eluent verwendet, die Flussrate betrug
30 pl/min. Die Proben wurden im Anschluss fir 5 min mit den gleichen Einstellungen

entsalzt, bevor die Probe von der Vorsdule (5 pm, 100 A, 300 pm ID * 5 mm, Dionex,
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Germering) auf die nano-HPLC-Séaule (PepMapl100 RSLC C18 nano-HPLC column: 2 pm,
100 A, 75 um ID x 50 cm, nanoViper, Dionex, Germering) iibertragen wurde. Hierzu wurde
ein linearer Gradient verwendet: Dieser begann mit 95 % H,O (+ 0,1 % Ameisensaure)/5 %
Acetonitril (+ 0,1 % Ameisensaure) und wurde nach 95 min auf mit 70 % H,O (+ 0,1 %
Ameisensaure)/30 % Acetonitril (+ 0,1 % Ameisensaure) erhoht. Die Flussrate betrug hierbei
300 nl/min. Die nano-HPLC war mit der Quadrupol-Orbitrap mit einem beschichteten
SilicaTip (ID 20 uym, Tip-ID 10 yM, New Objective, Woburn, MA, USA) verbunden.
Aufgenommen wurde ein Massenbereich von 300 — 1650 m/z mit einer Aufldsung von
70000. Hier schlossen sich zehn High Energy Collision Dissociation (HCD)-MS/MS-Scans fur

die am intensivsten geladenen lonen an.

Die Daten wurden mit Hilfe der MaxQuant-Software (v.1.4.1.2) analysiert,™ unter
Zuhilfenahme des Andromeda-Algorithmus und dem Abgleich der Probe mit der Sequenz
des rekombinanten Proteins aus der MaxQuant-Datenbank. Der Abgleich erfolgte fiir einen
kompletten tryptischen Verdau mit maximal zwei Fehlern. Als variable Proteinmodifikationen
wurde Carbamidomethylierung von Cysteinen, Methioninoxidation und Addition von
CoH3F3N,S an Cystein, Serin, Lysin oder Histidin gewahlt. Die Massengenauigkeit betrug 4,5
ppm bzw. 20 ppm fir MS/MS-Spektren. Die False Discovery Rate wurde auf 1 % gesetzt.

5.7.4 Stabilitatsanalyse von Testsubstanzen unter E  influss von Glutathion

25 ul der jeweiligen Testsubstanz wurden mit 5 mM Glutathion (GSH) gemischt und fiir 24 h
bei 37 °C inkubiert. Fir die Messung wurden 50 pl des Ansatzes in ein Autosampler-
Réhrchen (ibertragen. Verwendet wurde ein UltiMate™ 3000 RSLCnano-System mit einer
NUCLEODUR® C;g Gravity-Saule (2 mm — 50 mm, 1,8 um), das mit einem Orbitrap Velos
Pro lonenfallen-Massenspektrometer gekoppelt war. Das Gerat wurde durch die Xcalibur-
Software gesteuert. 10 pl der Probe wurden in eine Mischung aus 90 % H,O (+ 0,1 %
Ameisensaure) und 10 % Acetonitril (+ 0,1 % Ameisensaure) injiziert, die Flussrate betrug
250 pl/min. Der Gradient wurde nach 6 min auf 5 % H,O (+ 0,1 % Ameisenséure) und 95 %
Acetonitril (+ 0,1 % Ameisensaure) und nach 8,1 min erneut auf die Ausgangsmischung

umgestellt.

Die erhaltenen Spektren wurden mit der Xcalibur-Software analysiert.
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6 Ergebnisse

High-Content-Analysen (engl. Hochinformationsanalysen) sind ein probates Mittel zur
Analyse verschiedener Parameter in den Neurowissenschaften. Als High-Content-Analyse
wird der Prozess der Gewinnung grofRer Datenmengen durch Quantifizierung komplexer
Eigenschaften aus Bilddaten von Zellen oder Geweben definiert. Dazu wird eine
Kombination aus automatisierter Mikroskopie und automatisierter Bildanalyse verwendet.™*!
Initial werden durch Grenzwertbestimmungen und Testexperimente einzelne Parameter fur
die Bildaufnahme und —auswertung angepasst. Die Durchfiihrung der Experimente kann so
standardisiert ablaufen und der Durchsatz der getesteten Proben deutlich erhéht werden. Fir
die mikroskopischen Aufnahmen werden héaufig Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, die
gewinschte Markerproteine oder —organellen spezifisch farben. Hierdurch kénnen mehrere
zellulare Attribute gleichzeitig visualisiert und analysiert werden.**® Fiir die Analyse des
Neuritenwachstums ist dieser Ansatz gut geeignet, da eine manuelle Auswertung in diesem
Fall sehr zeitaufwandig ware. Zu diesem Zweck sind in den vergangenen Jahren zahlreiche
Ansatze entwickelt worden, die effektiv das Neuritenwachstum in zellbasierten Systemen
analysieren. So ist die Software MetaMorph® fir zahlreiche neurowissenschaftliche
Untersuchungen eingesetzt worden.™® Die Software steuert die automatische Bildaufnahme
und beinhaltet diverse Zusatzfunktionen, um verschiedenste Prozesse und Strukturen zu

[145-146

analysieren und darzustellen. I Als frei erhaltliche Programme zur Analyse von Neuriten

anhand von mikroskopischem Bildmaterial stehen beispielsweise CellProfiler, NeuronCyto,

NeuriteQuant und HCA-vision zur Verfiigung,™”

die entweder spezifisch fur die
Untersuchung von Neuriten sind oder Uber Anpassung einzelner Parameter hierzu genutzt
werden konnen. Zusétzlich ist die Open Source-Software ImageJ ein geeignetes Werkzeug
fir verschiedenste biologische Applikationen,™® fiir das mit NeuriteTracer, NeurphologyJ
und Neurite-J Zusatzmodule zur Analyse von neuronalen Parametern wie dem

Neuritenwachstum verfiigbar sind.™*!

Zellbasierte Untersuchungen des Neuritenwachstums werden héaufig mit immortalen
Zelllinien durchgefiihrt, die aus neuronalen Tumoren isoliert und kultiviert wurden. Diese
Zelllinien stellen eine unbegrenzte Quelle dar und kdnnen fir die gewilinschten Analysen
entsprechend angepasst werden, z.B. durch Herab- oder Heraufregulierung einzelner
Proteine."?®! Im Vergleich zu priméaren Neuronen proliferieren diese Zellen unbegrenzt und
minimieren die Variabilitdt zwischen einzelnen Kulturen. Auch wenn &ahnliche Zelllinien aus
Ratte oder Maus zur Verfigung stehen, kann durch Verwendung humaner Zellen die
Expression human-spezifischer Proteine bzw. Isoformen sichergestellt werden.**” Nachteile

dieser Zellen kénnen zum Teil limitierte neuronale Funktionen und Transformationen mit
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steigender Passagenzahl sein.'?® Die humane Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y stellt eine
homogene Zellpopulation dar, die zahlreiche neuronale Markerproteine wie BllI-Tubulin,
Neurotrophin-Rezeptoren, Tau oder Mikrotubuli-assoziierte Proteine exprimiert und durch
verschiedene Agenzien in eine Neuronen-dhnliche Population ausdifferenziert werden kann.
Als Differenzierungsagenzien dienen all-trans-Retinsaure (engl. all-trans retinoic acid,
ATRA), Phorbolester, NGF oder Dibutyryl-cAMP (db-cAMP).'**5Y Dje ATRA-induzierte
Differenzierung ist eine der haufigsten und am besten charakterisierten Methoden: ATRA
aktiviert den Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Signalweg (PI3K/Akt) und steigert die
Expression des antiapoptotischen Bcl-2-Proteins.”*® AuRerdem wirkt ATRA positiv auf den
Wnt-Signalweg sowie Proteinkinase A-involvierte Signalwege und steigert die Expression

von Neurotrophin-Rezeptoren.51%2

Unklar ist, ob ausdifferenzierte SH-SY5Y-Zellen exakte neuronale Funktionen ausfuhren,
jedoch weisen sie starke strukturelle und biochemische Ahnlichkeiten zu primaren Neuronen
auf. Aufgrund des humanen Ursprungs und der vergleichsweise einfachen Handhabung im
Labor hat sich SH-SY5Y zu einer Modellzelllinie fir die Untersuchung neuronaler Prozesse,

[150-151

z.B. Neuritenwachstum, Neuroprotektion und Neurotoxizitat, entwickelt. I Des Weiteren

wird die Zelllinie als Modell fir neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Parkinson und

Morbus Alzheimer eingesetzt.***

6.1 Etablierung eines Testsystems zur Identifizieru ng neuritogener
Substanzen

6.1.1 Testung der Inkubationszeit zur ATRA-induzier ten Ausdifferenzierung
von SH-SY5Y-Zellen

Die Bedingungen zur Ausdifferenzierung der Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y wurden aus
einem Protokoll zur Untersuchung der Neurodegeneration tibernommen.?®® Dabei wurde 1
UM ATRA zur Differenzierung verwendet. ATRA wird mit dem sogenannten N2-Supplement
(N2-ATRA) kombiniert, das auf dem Zellkulturmedium DMEM/F12 basiert und apo-
Transferrin, Insulin, Progesteron, Natriumselenit und Putrescin enthélt. Diese Zusatzstoffe
haben vielfaltige protektive und férderliche Einflisse auf kultivierte Zellen: Transferrin bindet
Eisen (Fe*) mit hoher Affinitat und transportiert es in Zellen, wodurch es vor toxischen
Effekten und Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen durch freies Fe** schiitzt.*>¥
Insulin stimuliert das Zellwachstum und die DNA-Synthese,™™ wéahrend Progesteron
neuroprotektive Eigenschaften aufweist, z.B. Schutz gegen oxidativen Stress oder Toxizitét

bei Nahrstoffmangel.***¥ Polyamine wie Putrescin sind essentiell fiir das Zellwachstum und
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die Proliferation™® und inhibieren die immunogene Stickstoffmonoxid-Synthase.™®” Das
Spurenelement Selen, welches in Form von Natriumselenit im N2-Supplement enthalten ist,
ist unabdingbar fiir die Aktivitat der Glutathion-Peroxidase und schiitzt somit vor oxidativem
Stress.™*® Weiterhin zeigt es neuroprotektive Eigenschaften und ist als Bestandteil von
Selenocystein an vielfaltigen biologischen Funktionen beteiligt.™*®**? Fiir eine initiale
Ausbildung von Neuriten ist eine Inkubationszeit der SH-SY5Y-Zellen von mindestens 72 h in
N2-ATRA notwendig.?

In einem initialen Experiment wurde die Angabe der Inkubationszeit zur N2-ATRA-
induzierten Ausdifferenzierung von SH-SYS5Y Uberprift und die Zellen tber verschiedene
Zeitrdume von 3 — 14 Tagen in N2-ATRA kultiviert, bevor die Visualisierung durch eine
immunohistochemische Farbung ermdéglicht wurde. Hierzu wurde die DNA mit Hilfe von DAPI
gefarbt. Zur Visualisierung der Neuriten sollte ein BllI-Tubulin-spezifischer Antikérper
verwendet werden, da dieser Tubulin-Isotyp in Neuroblastomzellen auch nach ATRA-
induzierter  Ausdifferenzierung in  hohem MaRe exprimiert wird."*” Da die
Fluoreszenzintensitat jedoch zu schwach war, um die Neuriten adaquat analysieren zu
kénnen, wurde ein a-Tubulin-spezifischer Antikbrper verwendet, der sich durch hohe
Intensitat auszeichnete und daher fir die halbautomatische Detektion der Neuriten geeignet
ist. Die Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Bilddaten erfolgte mit der Software
MetaMorph® und dem Analyseprogramm ,Neurite Outgrowth. Nach Anpassung der
Einstellungen (Kapitel 5.4) auf die zu analysierende immunohistochemische Farbung erhob
das Programm automatisch die notwendigen Daten, die im Anschluss im Verhaltnis zur

entsprechenden Vehikelkontrolle gesichtet und ausgewertet wurden.

Nach 72-stiindiger Kultivierung der SH-SY5Y-Zellen in N2-ATRA konnte bereits ein initiales
Neuritennetzwerk beobachtet werden, was bei Zellen ohne ATRA nicht der Fall war. Die
unbehandelten Zellen zeigten grofitenteils sehr kurze Neuriten, die aus diesem Grund nur
einen unzureichenden Kontakt mit den Nachbarzellen aufwiesen (Abbildung 6.1A). Die
halbautomatische Analyse ergab einen durchschnittlichen Anstieg des Neuritenwachstums
von 19,8 um auf 24,7 um pro Zelle verglichen mit N2-behandelten Zellen, was einer
Steigerung von 25 % entspricht. Bei Verlangerung der Inkubationszeit auf 5 Tage war bereits
eine 79-prozentige Erhéhung der Neuritenldnge pro Zelle messbar. Bei Inkubationen von 8
bzw. 14 Tagen stieg die durchschnittliche Neuritenlange weiter an (Abbildung 6.1B).
Phanotypisch war ein kontinuierlich dichter werdendes Netzwerk bei den N2-ATRA-
behandelten Zellen zu beobachten. Unter N2-Behandlung war dagegen die Oberflache bei
langeren Inkubationszeiten immer dichter bewachsen. Eine Ausdifferenzierung mit N2-ATRA
geht mit einem Proliferationsstopp einher, wohingegen N2-behandelte Zellen weiter

proliferieren.™* Dies hat zur Folge, dass nach 14 Tagen ein 10-facher Anstieg des

71



Ergebnisse

Neuritenwachstums pro Zelle zu verzeichnen war und die Neuritenldnge fir die N2-
behandelten Zellen auf 5 pm pro Zelle gesunken war. AbschlieRend wurde eine
Inkubationszeit von 72 h in N2-ATRA fur die folgenden Experimente festgesetzt: Zu diesem
Zeitpunkt hatte sich bereits ein initiales neuronales Netzwerk gebildet, was durch
nachfolgende Substanzbehandlung noch weiter gesteigert werden kann. Zusatzlich kénnten
in diesem Stadium der Neuritenbildung auch Substanzen identifiziert werden, welche einen

retraktiven Effekt auf die Neuriten aufweisen.
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Abbildung 6.1: Einfluss von ATRA-induzierter Ausdif ferenzierung auf das Neuritenwachstum
von SH-SY5Y-Zellen

[A] Beispielaufnahmen der Zellen nach einer N2-ATRA-Behandlung dber 3 — 14 Tage mit
Uberlagerung der DNA- (blau, DAPI) und a-Tubulin-Farbung (griin, a-Tubulin-Antikdrper und Alexa
488-gekoppelter Nachweisantikorper). Maf3stabsbalken: 50 um. [B] Neuritenwachstum pro Zelle nach
einer N2-ATRA-Behandlung tber 3 - 14 Tage. Dargestellt ist die Neuritenldnge pro Zelle jedes
Einzelbildes als Datenpunkt im Vergleich zur entsprechenden N2-behandelten Kontrolle (n = 27 - 96).
Mittelwert und Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellt.
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Das Analyseprogramm Neurite Outgrowth der Software MetaMorph® beinhaltet weitere
Moglichkeiten zur Analyse der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen: Neben der
Neuritenlange kénnen auch Parameter wie Neuritenanzahl und Anzahl der
Verzweigungspunkte pro Zelle bestimmt werden. Dies wurde fir die Analyse der geeigneten
Inkubationszeit mit N2-ATRA-Medium durchgefthrt, um auch die Effekte der N2-ATRA-
Behandlung auf diese Parameter zu untersuchen (Abbildung 6.2). Nach drei Tagen konnte
noch kein Effekt auf die Neuriten- und Verzweigungsanzahl detektiert werden, die Werte
nahmen im Vergleich zu N2-behandelten SH-SY5Y-Zellen sogar leicht ab. Nach fiinf Tagen
war sowohl bei der Neuriten- als auch bei der Verzweigungsanzahl ein leichter Anstieg zu
verzeichnen, der sich bei langeren Inkubationszeiten von 8 und 14 Tagen immer weiter
steigerte. Nach zweiwdchiger Inkubation in  N2-ATRA waren kaum noch
Verzweigungspunkte nachweisbar, da die Zellpopulation zu dicht gewachsen war, was
einerseits die Ausbildung von Neuriten und Verzweigungen einschrankt und andererseits die

Detektion durch die Software erschweren kann.
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Abbildung 6.2: Einfluss von ATRA-induzierter Ausdif ferenzierung auf die Neuriten- und

Verzweigungsanzahl in SH-SY5Y-Zellen

Anzahl der [A] Neuriten und [B] Verzweigungen pro Zelle nach einer N2-ATRA-Behandlung tber 3 —
14 Tage. Dargestellt ist die Neuriten- bzw. Verzweigungsanzahl pro Zelle jedes Einzelbildes als
Datenpunkt im Vergleich zur entsprechenden N2-behandelten Kontrolle (n = 20 - 96). Mittelwert und

Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellt.
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6.1.2 Testung von Kontrollverbindungen zur Analyse neuritogener
Testsubstanzen

In den folgenden Experimenten zur Etablierung des Testsystems wurden Substanzen
untersucht, die als Kontrollen zur Analyse von Testsubstanzen fungieren kénnen. Hierbei
wurden SH-SY5Y-Zellen nach erfolgter Differenzierung in N2-ATRA mit verschiedenen
Konzentrationen von Dimethylsulfoxid (DMSO) und BDNF behandelt. DMSO bewirkt die
teilweise Ruckbildung bereits ausgebildeter Neuriten bei einer Endkonzentration von 1 % im
Medium.™®" Der Wachstumsfaktor BDNF bindet neben anderen Neurotrophinen an Trk-
Rezeptoren und I6st die Transkription differenzierungsfordernder Gene sowie die Aktivierung
von Substraten aus, die sich positiv auf die Differenzierung auswirken.®? In der Literatur
sind Behandlungen von SH-SY5Y-Zellen mit bis zu 100 ng/ml BDNF beschrieben.*®® Daher
wurden die Zellen fir 96 h mit 0,1 — 1 % DMSO und 10 — 200 ng/ml BDNF behandelt
(Abbildung 6.3). Die mikroskopischen Aufnahmen sowie die Auswertung der Rohdaten
ergaben eine Bestatigung der aus der Literatur bekannten Effekte. Die Applizierung
steigender DMSO-Konzentrationen  resultierte  in  schrittweiser  Abnahme  der
durchschnittlichen Neuritenlange: Wahrend N2-ATRA-behandelte Zellen eine Neuritenlange
von durchschnittlich 22 um pro Zelle aufwiesen, nahm die Lange der Neuriten von Zellen, die
in 1 % DMSO inkubiert wurden, auf 8 um pro Zelle ab. Phanotypisch wiesen die Zellen keine
auRBerliche Beschadigung auf, jedoch war eine eindeutige Rickbildung der Neuriten
erkennbar. Bei der Behandlung mit BDNF war der umgekehrte Einfluss zu beobachten: Die
Neuritenlange von 22 pm in N2-ATRA-behandelten Zellen stieg bei Inkubation mit 200 ng/ml
BDNF auf 41 um pro Zelle an. Anhand der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen war ein
Anstieg des Neuritenwachstums nach der Behandlung mit BDNF zu beobachten, da sich bei

offensichtlich unveranderter Zellzahl ein dichteres Netzwerk entwickelte.
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Abbildung 6.3: Einfluss von DMSO und BDNF auf das N euritenwachstum in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit 10 — 200 ng/ml BDNF bzw.
0,1 — 1 % DMSO behandelt. [A] Beispielaufnahmen der Zellen mit Uberlagerung der DNA- (blau,
DAPI) und a-Tubulin-Farbung (griin, a-Tubulin-Antikérper und Alexa 488-gekoppelter
Nachweisantikérper). Malfstabsbalken: 50 pum. [B] Neuritenwachstum pro Zelle nach
Substanzbehandlung. Dargestellt ist die Neuritenldnge pro Zelle jedes Einzelbildes als Datenpunkt, im
Vergleich zu N2-ATRA-behandelten Zellen (n = 27 - 54). Mittelwert und Standardabweichung sind
durch schwarze Linien dargestellt.
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6.2 ldentifizierung neuritogener Effekte von MILI A -Derivaten

Eine MILI A-inspirierte Substanzbibliothek wurde von Dr. Peter Schréder am Max-Planck-
Institut fir molekulare Physiologie im Verlauf seiner Promotion synthetisiert.’®” Der
Syntheseansatz beruhte auf der Strategie der Biologie-orientierten Synthese (BIOS).*¥ MILI
A diente dabei durch seine bekannten neuritogenen Effekte in PC-12-Zellen*® als
pravalidierter Startpunkt zur Synthese niedermolekularer Substanzen des Naturstoffes mit

potentieller biologischer Aktivitat.

Im Vorfeld der in dieser Arbeit vorgelegten Untersuchungen wurden 81 Vertreter dieser
Substanzbibliothek auf primare Hippokampusneuronen aus E18/E19 Sprague Dowley-
Ratten in Hinblick auf neuromodulatorische Effekte getestet. Die Experimente wurden von
der Firma Neuro-Zone (Mailand, Italien) durchgefuhrt. Dabei wurden die Zellen fur 48 h mit
den entsprechenden Substanzen behandelt und die Neuritenlange anhand
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen bestimmt. Als Kontrollen dienten in diesem
Experiment ebenfalls DMSO als Vehikelkontrolle sowie 100 ng/ml BDNF als Positivkontrolle.
Einige MILI A-inspirierte Substanzen wiesen in den hippokampalen Rattenneuronen
neurotrophe Effekte auf: Insbesondere sind hierbei PS67S und PS171S (Abbildung 6.4) zu
nennen, die nach Applikation von 1 uM die starkste Steigerung des Neuritenwachstums mit
21,5 % und 21,3 % im Vergleich zur Vehikelkontrolle aufwiesen. PS171S wurde zusatzlich in
einer Konzentration von 10 uM getestet und erhéhte in diesem Fall die durchschnittliche
Neuritenlange um 18,2 %. Damit befand sich die Wirkung der Substanzen im Bereich der
Positivkontrolle BDNF, dessen Behandlung zu einer Steigerung von 18,3 % flihrte. Einige
weitere Substanzen wiesen hohe Varianzen innerhalb der Einzelbilder auf, so dass ein
Einfluss auf die Primarzellen nicht entscheidend bestatigt werden konnte. Fir andere
Verbindungen konnte die bei 1 uM gemessene Aktivitat bei 10 uM nicht bestétigt werden.
(Anhang, Tabelle 13.1).
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Abbildung 6.4: MILI A-inspirierte Substanzen mit ne  urotrophen Effekten auf primére
Rattenneuronen

Chemische Strukturen von [A] PS67S und [B] PS171S.
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6.2.1 Einfluss von neuritogenen MILI A-Derivaten au  f das Neuritenwachstum

Aus der MILI A-inspirierten Substanzkollektion wurden mit dem zuvor etablierten Testsystem
119 Verbindungen auf neuromodulatorische Effekte in SH-SY5Y-Zellen getestet. Alle

Substanzen wurden bei einer Konzentration von 10 uM fir 96 h appliziert.

Die zellbasierten Untersuchungen fuhrten zur Identifizierung einiger hochsignifikanter
Modulatoren des Neuritenwachstums in SH-SY5Y-Zellen. Gemeinsame Charakteristika der
Substanzen sind das Pyridon-Grundgerust sowie der Phenylsubstituent an der C5-Position
des Pyridons (Abbildung 6.5). Die effektivste Substanz war PS201S, die die Neuritenlange
pro Zelle um 72 % erhdhte. Phanotypisch waren nach der Behandlung mit PS201S ebenfalls
Veradnderungen des neuronalen Netzwerkes auszumachen: Eine offensichtlich erhdhte
Anzahl von Verzweigungen der einzelnen Neuriten, die Startpunkte flr neu entstandene
Neuriten erméglichen und damit die Verdichtung des Netzwerkes verstarken, war zu
erkennen. Des Weiteren flihrte die Substanzbehandlung zu einer geringeren Zellzahl, die
jedoch keinen Einfluss auf die Intensitat des Netzwerkes hatte, was in einem Anstieg der
durchschnittlichen Neuritenlange resultierte. Einen alternativen Phanotyp ergab die
Behandlung mit der Substanz PS245S: Bei gleichbleibender Zellzahl war eine erhohte
Anzahl von Neuriten erkennbar, wodurch sich ein wesentlich dichteres Netzwerk sowohl im
Vergleich zu den anderen Modulatoren als auch zur DMSO-Kontrolle ergab. Insgesamt
wurde eine Erhdhung der Neuritenlange von 62 % gemessen. Applikation von PS100S fuhrte
mit 53 % in einem etwas geringeren MalRe zu einer Erhdhung der Neuritenlange,
phanotypisch waren &hnliche Verédnderungen wie bei der Behandlung mit PS201S zu
erkennen, da auch hier eine leicht verringerte Zellzahl bei gleichbleibender Intensitat des
neuronalen Netzwerks zu beobachten war. Der Phénotyp &hnelte dem nach einer
Behandlung mit der verwendeten Positivkontrolle BDNF. PS199S zeigte einen Anstieg der
Neuritenlange von 62 % und ist mit Ausnahme der Position der Hydroxylgruppe identisch zu
PS201S: Die Substanz besitzt einen 3-Hydroxyphenylsubstituenten, wahrend die anderen
neuritogenen Verbindungen eine Hydroxylgruppe an der C4-Position des Phenylrings

besitzen.
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Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit 10 uM der jeweiligen
Substanz behandelt. [A] Chemische Strukturen der Substanzen. [B] Beispielaufnahmen nach
Substanzbehandlung mit Uberlagerung der DNA- (blau, DAPI) und o-Tubulin-Farbung (griin, o-
Tubulin-Antikdrper und Alexa 488-gekoppelter Nachweisantikdrper). Maf3stabsbalken: 50 um. [C]
Neuritenldnge pro Zelle nach Substanzbehandlung. Dargestellt ist die Neuritenlange pro Zelle jedes
Einzelbildes als Datenpunkt, im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n = 44 - 93).
Mittelwert und Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellt. Statistische Signifikanz
wurde durch einen Zweistichproben-t-Test ermittelt (****: p < 0,0001).
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PS67S und PS171S, die neurotrophe Effekte auf primére Rattenneuronen gezeigt hatten
(Kapitel 6.2), konnten in SH-SY5Y-Zellen nicht als neuromodulatorische Substanzen
bestétigt werden. Zwar wies PS67S anhand der erhobenen Daten eine Steigerung des
Neuritenwachstums von 63 % auf. Die Zellpopulation wies jedoch in den meisten Féllen eine
hohere Anzahl undifferenzierter Zellen als tblich auf, die optisch deutlich von differenzierten
Zellen unterscheidbar sind. Aus diesem Grund gestaltet sich die Detektion der Neuriten
durch die MetaMorph®-Software schwierig, da die undifferenzierten Zellen keinen
verkleinerten Zellkérper aufweisen und dadurch die Mikrotubuli gut sichtbar sind. Die
Software kann die Mikrotubuli in diesem Fall schwer von Neuriten unterscheiden, was zu

unspezifisch hohen Werten fihrt.

6.2.2 Einfluss von Pyridin- und Fluorderivaten auf das Neuritenwachstum

Im Zuge der Herstellung der MILI A-inspirierten Substanzbibliothek wurden neben den 4-
Hydroxy-2-pyridonen auch Verbindungen mit einem 2,4-Dimethoxypyridin-Grundgerust
synthetisiert. Darunter befanden sich Substanzen, die dieselben Substitutionsmuster wie die
neurotrophen Pyridonverbindungen aufwiesen. Diese Substanzen wurden ebenfalls auf ihr
Potential zur Modulation des Neuritenwachstums getestet, zeigten jedoch Kkeine
Auswirkungen auf das neuronale Netzwerk der SH-SY5Y-Zellen (Abbildung 6.6). Ein
deutlicher Anstieg der Neuritenlange trat ausschlie3lich bei PS641S, dem Pyridinanalogon
zu PS199S, auf. Nach Behandlung mit dieser Substanz konnte das Neuritenwachstum um
47 % gesteigert werden. Phanotypische Veranderungen zur Vehikelkontrolle waren jedoch in
diesem Fall nicht nachweisbar. Die Pyridinverbindungen PS606S und PS642S waren bei
einer Konzentration von 10 uM in SH-SY5Y-Zellen toxisch. Auch nach Applikation von 10 uM
PS238S wurden in einem Teil der Proben offensichtlich zellschadigende Effekte
nachgewiesen. Bei der Behandlung mit 1 pM dieser Substanzen erhéhte sich die
Neuritenlange geringfligig um 14 — 22 %, die Zellen zeigten ebenfalls keine phanotypischen
Abweichungen. Die Inaktivitat der Pyridinanaloga legt daher die Vermutung nahe, dass das
4-Hydroxy-2-pyridon-Grundgerist essentiell fir die neuritogene Aktivitdt der Militarinone ist.
Diese Kernstruktur ist neben MILI A auch bei verwandten Pyridonalkaloiden wie Militarinon

D, Farinoson A oder Pyridovericin (Abbildung 6.11) vorhanden.*!
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Abbildung 6.6: Einfluss von MILlI A-inspirieten 2,4  -Dimethoxypyridinen auf das
Neuritenwachstum in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit der jeweiligen Substanz
behandelt (PS238S, PS606S und PS642S: 1 pM; PS641S: 10 uM). [A] Chemische Strukturen der
Substanzen. [B] Beispielaufnahmen der Zellen nach Substanzapplikation mit Uberlagerung der DNA-
(blau, DAPI) und a-Tubulin-Farbung (griin, a-Tubulin-Antikdrper und Alexa 488-gekoppelter
Nachweisantikérper).  Mal3stabsbalken: 50 um. [C] Neuritenlange pro Zelle nach
Substanzbehandlung. Dargestellt ist die Neuritenldnge pro Zelle jedes Einzelbildes als Datenpunkt, im
Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n = 18 - 72). Mittelwert und Standardabweichung sind
durch schwarze Linien dargestellt. Statistische Signifikanz wurde durch einen Zweistichproben-t-Test
ermittelt (****: p < 0,0001; **: p < 0,01).
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Des Weiteren wurden im Verlauf der Synthese der MILI A-Substanzbibliothek auch
Verbindungen hergestellt, bei denen ein fluorsubstituierter Phenylring vorlag. Im Fall der
neurotrophen Substanzen waren entsprechende Derivate jedoch nur von PS245S und
PS100S vorhanden. Die Behandlung von SH-SY5Y-Zellen mit den Substanzen PS251S und
PS282S zeigte keine phanotypische Veranderung im Vergleich zu DMSO-behandelten
Zellen (Abbildung 6.7). Ebenfalls war kein deutlicher Effekt auf die Neuritenlange
auszumachen. Die Behandlung mit den Substanzen erhdhte die durchschnittliche
Neuritenlange nur geringfiigig um 2 — 8 %. Demnach fuhrt eine Fluorsubstitution des
Phenylrings zum Verlust der neurotrophen Aktivitat der Verbindungen. Wie jedoch in
Abbildung 6.5 gezeigt wurde, scheint die Position der Hydroxylgruppe am Phenylring zu

einem bestimmten Mal3e variabel zu sein.
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Abbildung 6.7: Einfluss von MILI A-inspirierten Pyr idonverbindungen mit Fluorsubstitution auf
das Neuritenwachstum in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fur 96 h mit 10 uM der jeweiligen
Substanz behandelt. [A] Chemische Strukturen der Substanzen. [B] Beispielaufnahmen der Zellen
nach Substanzapplikation mit Uberlagerung der DNA- (blau, DAPI) und a-Tubulin-Farbung (grin, a-
Tubulin-Antikdrper und Alexa 488-gekoppelter Nachweisantikdrper). Maf3stabsbalken: 50 um. [C]
Neuritenldnge pro Zelle nach Substanzbehandlung. Dargestellt ist die Neuritenlange pro Zelle jedes
Einzelbildes als Datenpunkt, im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n = 51 - 88).
Mittelwert und Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellt. Statistische Signifikanz
wurde durch einen Zweistichproben-t-Test ermittelt (****: p < 0,0001).
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6.2.3 Einfluss neuritogener MILI A-Derivate auf die Neuriten- und
Verzweigungsanzahl in SH-SY5Y-Zellen

Zur néheren Charakterisierung der neuritogenen Effekte der MILI A-inspirierten Substanzen
wurden auch die Neuriten- und Verzweigungsanzahlen pro Zelle analysiert: Nach der
Behandlung mit den aktiven Substanzen konnten Steigerungen der durchschnittlichen
Neuritenanzahl pro Zelle von 24 - 31 % mit geringer Signifikanz detektiert werden, was
ungefahr dem Effekt der Positivkontrolle BDNF auf die Neuritenanzahl entsprach (Abbildung
6.8A). Die Anzahl der Verzweigungen pro Zelle konnte durch die Substanzbehandlung
deutlich erhdht werden. Hierbei waren durch alle neuritogenen Verbindungen Steigerungen
von ca. 100 % nachweisbar (Abbildung 6.8B). Dabei muss jedoch berticksichtigt werden,
dass die Anzahl der nachweisbaren Neuriten und Verzweigungen sowohl in unbehandelten
als auch in behandelten Zellen sehr gering sind. Im Falle der Neuritenanzahl wurden
Durchschnittswerte von 1 — 3 Neuriten pro Zelle detektiert. Fur die Vehikelkontrollen konnten
zudem durchschnittlich < 0,75 Verzweigungspunkte pro Zelle quantifiziert werden, wahrend
die substanzbehandelten Zellen maximal 1,5 Verzweigungen pro Zelle ausbildeten. Durch
das bereits nach der ATRA-induzierten Differenzierung der SH-SY5Y-Zellen ausgebildete
initiale Netzwerk ist die Bildung zusatzlicher Neuriten und Verzweigungen begrenzt. Daher
sind diese Parameter aufgrund der geringen Anzahlen anfélliger fir Schwankungen und die
Schlussfolgerungen mit Vorsicht zu betrachten. Durch die Verwendung primérer Neuronen

kénnten genauere Aussagen zur Beeinflussung dieser Parameter getroffen werden.

85



Ergebnisse

A
5 e 3 — 3 *EEE 3 r— 3 xEE
44
2 2 = 2 E
s 3 3 g, 3
o o ° ° °
S 34 S o a a
= = = = =
® [ S S ©
N N N N N
s c c c c
H ] ] © «
c 24 c e [ c
S o 5] 5] ]
5 11 51 51 5"
> ] @ @ ]
=z =z - =z =z
14
0l— T 0 T T 0 T T 0 T — L L
¥t & & & & S & F
S @ N 2 N o 9 2
Q Q Q
B
39 o 39 - 39 - 39 T 3 T

2 2 24

Verzweigungsanzahl pro Zelle
Verzweigungsanzahl pro Zelle
Verzweigungsanzahl pro Zelle
Verzweigungsanzahl pro Zelle

@ - @

Verzweigungsanzahl pro Zelle

o

o+—--, --—

T

T
\tf’o m‘f’e
& & Q &L

Abbildung 6.8: Einfluss der neurotrophen MILI A-Der ivate auf die Neuriten- und
Verzweigungsanzahl in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit 10 uM der jeweiligen
Substanz behandelt. Dargestellt sind [A] Neuritenanzahl und [B] Verzweigungsanzahl pro Zelle jedes
Einzelbildes als Datenpunkt, im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n = 69 - 96).
Mittelwert und Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellt. Statistische Signifikanz
wurde durch einen Zweistichproben-t-Test ermittelt (****: p < 0,0001; ***; p < 0,001).

6.2.4 Einfluss der Behandlungsdauer auf die neurito ~ genen Effekte von MILI A-
inspirierten Verbindungen

Um die weitere Entwicklung der neurotrophen Effekte auf SH-SY5Y-Zellen zu untersuchen,
wurde die Inkubationszeit auf 7 Tage ausgedehnt (Abbildung 6.9). Die langere Inkubation mit
den Substanzen wirkte sich auf die Neuritenlange pro Zelle nur im Fall von PS201S aus,
wobei nach siebentagiger Behandlung ein Anstieg um 173 % zur entsprechenden DMSO-

Kontrollprobe zu verzeichnen war. Nach der Behandlung tber 96 h betrug die Zunahme der
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durchschnittlichen Neuritenlange 72 % (Abbildung 6.5). Bei den anderen Substanzen nahm
die Neuritenldnge bei langerer Inkubationszeit im Vergleich zu 96-stiindiger Behandlung
sogar ab, so dass die Zunahme nur noch maximal 41 % betrug. Aufgrund des intensiven
Netzwerkes ist eine weitere Ausbildung von Neuriten offensichtlich nicht mehr méglich. Des
Weiteren stieg die Zelldichte weiter an, da einige nicht ausdifferenzierte Zellen weiterhin in
der Lage waren zu proliferieren. SH-SY5Y-Zellen zeigten nach einer Inkubation von 7 Tagen
mit PS199S zusatzlich einen abgerundeten Phanotyp, wobei die Zelldichte zwar nicht
beeinflusst wurde, aber ein madglicherweise zellschadigender Effekt bei verlangerter

Inkubation mit der Verbindung vermutet werden kann.

Somit konnte eine Intensivierung des neuronalen Netzwerkes bei verlangerter
Behandlungszeit nur im Fall von PS201S ermittelt werden, was noch einmal die potente

Wirkung der aktivsten Verbindung dieser Substanzbibliothek verdeutlicht.
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Abbildung 6.9: Einfluss der Behandlungsdauer auf di e neurotrophen Effekte von MILI A-
inspirierten 4-Hydroxy-2-pyridonen in SH-SY5Y-Zelle n

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 4 - 7 Tage mit 10 uM der jeweiligen
Substanz behandelt. [A] Beispielaufnahmen der Zellen nach der Substanzapplikation mit
Uberlagerung der DNA- (blau, DAPI) und a-Tubulin-Farbung (griin, a-Tubulin-Antikérper und Alexa
488-gekoppelter Nachweisantikdrper). Mal3stabsbalken: 50 um. [B] Neuritenldnge pro Zelle nach
Substanzbehandlung tUber 7 Tage. Dargestellt ist das Neuritenwachstum pro Zelle jedes Einzelbildes
als Datenpunkt, im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n = 17 - 27). Mittelwert und
Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellt. Statistische Signifikanz wurde durch
einen Zweistichproben-t-Test ermittelt (****: p < 0,0001; **: p < 0,01).
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SH-SY5Y-Zellen, die fir 7 Tage mit den neuritogenen MILI A-Derivaten behandelt wurden,
wurden ebenfalls auf Veréanderungen hinsichtlich der Neuriten- und Verzweigungsanzahl
untersucht (Abbildung 6.10). Ein Effekt der neurotrophen Substanzen auf die Neuritenanzahl
konnte ebenfalls nur nach Behandlung mit PS201S beobachtet werden. Hier war ein Anstieg
von 51 % nachweisbar. Bei allen anderen Derivaten sowie bei BDNF war keine weitere
Steigung im Vergleich mit der Neuritenanzahl nach 96 h zu erkennen, hier waren die Werte
sogar leicht ricklaufig. Eine Applizierung von PS201S Uber 7 Tage wies auch bei der Anzahl
an Verzweigungspunkten einen stéarkeren Effekt als nach 96 h auf; hier war im Vergleich zur
entsprechenden DMSO-Probe ein fast vierfacher Anstieg der Verzweigungsanzahl zu
verzeichnen. Nach 96 h war eine Verdopplung im Vergleich zur Kontrolle beobachtet
worden. Im Fall der Gbrigen MILI A-Derivate und BDNF nahm die Verzweigungsanzahl im
Vergleich zu 96-stiindiger Behandlung deutlich ab, was auch hier auf die erhéhte Dichte des

Netzwerkes zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 6.10: Einfluss von MILI A-inspirierten 4- Hydroxy-2-pyridonen auf die Anzahl an
Neuriten und Verzweigungspunkten in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 7 Tage mit 10 uM der jeweiligen
Substanz behandelt. Dargestellt ist die [A] Neuritenanzahl und [B] Verzweigungsanzahl pro Zelle
jedes Einzelbildes als Datenpunkt, im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n = 27).
Mittelwert und Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellt. Statistische Signifikanz
wurde durch einen Zweistichproben-t-Test ermittelt (****: p < 0,0001; *: p < 0,05).
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6.2.5 Profilierung von Kinasen als potenzielle Ziel  proteine von neuritogenen
MILI A-Derivaten

Im Anschluss an die Identifizierung von neuritogenen MILlI A-Derivaten und deren
Beeinflussung verschiedener Parameter in ATRA-differenzierten SH-SY5Y-Zellen wurde der
Fokus auf den Wirkmechanismus der Substanzen gelegt. Hierbei wurde beriicksichtigt, dass
ein verwandter Naturstoff, das Pyridonalkaloid Pyridovericin (Abbildung 6.11), als
Tyrosinkinase-Inhibitor beschrieben wurde.™® Dies legt die Vermutung einer Interaktion von

weiteren Vertretern dieser Substanzklasse mit Kinasen nahe.

Abbildung 6.11: Chemische Struktur von Pyridoverici n

Des Weiteren konnten mit Hilfe eines umfassenden RNAi-basierten Screening-Verfahrens
zahlreiche Kinasen identifiziert werden, die mit der Forderung bzw. Inhibition des
Neuritenwachstums assoziiert sind (Abbildung 6.12).*” Hierbei wurden 700 Kinase-Gene
mit Hilfe von spezifischer siRNA herabreguliert und die Auswirkung auf SH-SY5Y-Zellen
untersucht. Das experimentelle Design war ahnlich zu dem in dieser Arbeit beschriebenen
etablierten Testsystem, wobei zur Herabregulierung der Kinasen bei Induzierung der
Ausdifferenzierung siRNA mit hinzugegeben wurde. Anhand der Ergebnisse konnten die
identifizierten Kinasen in drei Gruppen eingeteilt werden: wachstumsférdernde,

87 Interessant sind hierbei

wachstumsinhibierende und retraktionsfordernde Kinasen.
insbesondere die beiden letztgenannten Gruppen, da die Inhibition solcher Kinasen das

neuronale Wachstum steigern und vor der Rickbildung von Neuriten schitzen.
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Abbildung 6.12: Mit Neuritenwachstum und — retrakti on in Zusammenhang stehende Kinasen
[modifiziert nach 7]

RNAi-basierte Herabregulierung der gelb und rot umrandeten Kinasen fihren zu Inhibition bzw.
Forderung von Neuritenwachstum. Herabregulierung blau umrandeter Kinasen inhibieren die
Lysophosphatidsédure-induzierte Retraktion der Neuriten.

Diese Kenntnisse waren ausschlaggebend dafir, das SelectScreen® Kinase Profiling der
Firma Thermo Fisher Scientific in Anspruch zu nehmen. PS100S und PS201S wurden auf
Inhibition von Kinasen getestet, die mit dem Neuritenwachstum in Zusammenhang stehen.
Je nach Verfugbarkeit der Testsysteme wurde die Inhibition der jeweiligen Kinase mit Hilfe
der Testsysteme Z'-LYTE™, Adapta™ oder dem LanthaScreen™ Bindungsassay bestimmt.
Die Ergebnisse zeigten ein einheitliches Muster der Kinaseinhibition durch beide Substanzen
(Tabelle 6.1). Nur in wenigen Fallen waren unterschiedlich starke Inhibitionen durch beide
Substanzen zu beobachten: Beispielsweise unterschied sich der Effekt auf die
Kinaseaktivitat von WNK2, da bei der Inkubation mit PS100S ein 60-prozentige Inhibition
gemessen wurde, wahrend PS201S die Kinase lediglich zu 24 % inhibierte. Da die
Messungen bei einer Substanzkonzentration von 20 pM erfolgten, liel3 eine Inhibition von 60
% jedoch auf keine starke Inhibition der Kinase schlieBen. Eine nachfolgend in Auftrag
gegebene Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICs,) der WNK2-Inhibition
durch PS100S bestatigte dies mit einem Wert von 35 pM, weshalb nahere Untersuchungen
zu WNK2 nicht durchgefihrt wurden. Der ICs-Wert beschreibt die bendtigte
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Substanzkonzentration fiir eine 50-prozentige Inhibition.*® Andere Kinasen wurden bei einer
Substanzkonzentration von 20 pM zu maximal 53 % inhibiert, weshalb 1Cso-Bestimmungen
fur die Inhibition dieser Kinasen nicht durchgeftihrt wurden. PS100S und PS201S inhibierten
in dieser Studie lediglich eine Kinase in hohem Mal3e, die Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Kinase Kinase Kinase 4 (MAP4K4). Die Kinase wurde von PS100S zu 89 % und von
PS201S zu 109 % inhibiert, wobei der letztere Wert der Schwankung der Messwerte
geschuldet ist.

Tabelle 6.1: Prozentuale Inhibition von ausgewahlte  n Kinasen durch PS100S und PS201S

Die Messungen wurden mit den Z'-LYTE™-, Adapta™-, oder LanthaScreen™-Testsystemen von der
Firma Thermo Fisher Scientific bei einer Substanzkonzentration von 20 uM als technische Duplikate
durchgefiihrt.  Inhibierte Kinasen sind grin hinterlegt. Aufgefihrt sind Mittelwerte +
Standardabweichung.

Inhibition [%] durch

Kinase Testsystem

PS100S PS201S
ADRBK1 (GRK2) -97+£0,7 7,7+£29 Z-LYTE™
AKT1 (PKB alpha) 10,6 £ 5,5 48+4,0 Z-LYTE™
AKT2 (PKB beta) 10,4+1.2 Z-LYTE™
AURKC (Aurora C) 4,3+0,6 13,9+£0,9 Z-LYTE™
CDK1/cyclin B -0,1+1,7 6,712 Z-LYTE™
CDK5/p25 33,0£2,7 Z-LYTE™
CDK5/p35 36,5+1,2 245+16 Z-LYTE™
CHUK (IKK alpha) 9,5+£0,5 19,1+£0,9 Adapta™
CSNK1Al (CK1 alpha 1) 09+1,2 7,3+£0,7 Z-LYTE™
CSNK1D (CK1 delta) 53+0,9 52+05 Z-LYTE™
CSNKI1E (CK1 epsilon) 141+24 10,5+0,2 Z-LYTE™
CSNK1G1 (CK1 gamma 1) 27,9+13 25,1+34 Z-LYTE™
CSNK1G2 (CK1 gamma 2) 10,7+ 3,3 13,7+£3,2 Z-LYTE™
CSNK1G3 (CK1 gamma 3) 25+0,3 17,7+0,0 Z-LYTE™
CSNK2A1 (CK2 alpha 1) 21+0,8 8,0+13 Z-LYTE™
CSNK2A2 (CK2 alpha 2) -14,7+0,2 43+16 Z-LYTE™
DYRK1A -0,1+0,7 6,5+1,7 Z-LYTE™
EGFR (ErbB1) 1,452 3,2£0,7 Z-LYTE™
FGFR1 13,004 34,3+1.3 Z-LYTE™
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Inhibition [%] durch

Kinase Testsystem
PS100S PS201S

FGFR4 -16,1+£29 15,4+ 3,0 Z-LYTE™

FLT1 (VEGFR1) -18,0+45 15,8 +6,3 Z-LYTE™

GRK5 -74+11 8,9+13 Z-LYTE™

HCK 43+8,1 20,6 +£0,9 Z-LYTE™

HIPK1 (Myak) -6,2%£55 -1,4+5,0 Z-LYTE™

LTK (TYK1) 42,8 £3,5 52,6 £4,2 Z-LYTE™

MAP4K4 (HGK) 88,6 +2,1 109,1 + 3,0 Z-LYTE™
MKNK2 (MNK2) 19,8+0,8 151+1,7 LanthaScreen™

MST1R (RON) 36,3+ 3,3 6,4+0,3 Z-LYTE™

NEK4 -42+22 53+45 Z-LYTE™

NEK6 10,9+0,7 13,4+8,3 Z-LYTE™

NEK7 1,035 12,9+0,6 Z-LYTE™

NTRK1 (TRKA) -97+£54 16,4 +£2,6 Z-LYTE™

NTRK3 (TRKC) -66+19 40,4 +3,4 Z-LYTE™

PAKG6 28,733 -12,7+6,3 Z-LYTE™

PDGFRB (PDGFR beta) 8,7+3,3 18,9+1,0 Z-LYTE™

PHKG1 -06+19 6,9+5,8 Z-LYTE™

PI4KB (Pl4K beta) 47,0+0,8 44,2 +0,7 Adapta™

(PBF:('[((?zCslAph N -37+26 -87+14 Adapta™

PIK3C3 (hVPS34) -19,3+£5,3 -93+£3,2 Adapta™

(pllPéKjgfg//T)IgSSZEha) 6,9+85 3,9+145 Adapta™

(pl]l?cl)lijgecl:tgllgggzllqplha) 10,9+41 1,0+12,2 Adapta™

PIK3CG (p110 gamma) -25+96 -48+98 Adapta™

PKN1 (PRK1) -10,0+6,3 -19,2+4,6 Z-LYTE™

PRKCBL1 (PKC beta l) 16,7+ 3,4 15+0,7 Z-LYTE™

PRKCG (PKC gamma) 40,8 £6,3 36,7+ 3,8 Z-LYTE™

PRKCI (PKC iota) -7,1+6,7 -8,3£0,2 Z-LYTE™

PTK2B (FAK2) 22+18 85+1,0 Z-LYTE™
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_ Inhibition [%] durch
Kinase Testsystem
PS100S PS201S
PTK6 (Brk) -34+£30 7,7£04 Z-LYTE™
RPS6KA4 (MSK2) 9,6+24 32,1+04 Z-LYTE™
SGK (SGK1) 33,8+1.8 223+21 Z-LYTE™
SLK 17,7+0,4 2,6+0,6 LanthaScreen™
SRMS (Srm) 26,1+1,2 235+4,1 Z-LYTE™
STK22D (TSSK1) 3,2+1.8 8,623 Z-LYTE™
TBK1 85+0,1 11,8 +0,7 Z-LYTE™
TEC -176+£7,9 6,8+34 LanthaScreen™
TYRO3 (RSE) 2,3+30 15,1+3,2 Z-LYTE™
WNK2 59,6 +1,2 244+21 LanthaScreen™

MAP4K4, auch HGK (engl. hematopoetic progenitor kinase, hamatopoetische
Vorlauferkinase) oder NIK (engl. Nck-interacting kinase, Nck-interagierende Kinase), zéhlt zu
den Ste20/MAPK-Proteinkinasen und spielt eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung,
bei Entziindungsprozessen sowie bei Diabetes und Atherosklerose. Das Ausschalten des
entsprechenden Gens in Mausmodellen flhrt zum Tod im Embryonalzustand. MAP4K4 wird
als mogliches Zielprotein in der Krebstherapie diskutiert™® und beeinflusst die
Transformation, Adhésion und Invasion in verschiedenen Tumorzelllinien.*”” Des Weiteren
kann MAP4K4 als Markerprotein flr verschiedene Krebstypen gelten, da die MAP4K4-

(169 |nhibitoren der

Expression mit schlechten Uberlebensprognosen assoziiert ist.
Kinaseaktivitdat von MAP4K4 sind bislang jedoch nur in wenigen Fallen beschrieben
worden.'" Fir den MAP4KA4-Inhibitor Kenpaullon wurde beispielsweise das Eingreifen in
den in Abbildung 6.13 dargestellten Signaltransduktionsweg gezeigt: Die Phosphorylierung
der Kinase startet eine Signalkaskade, die Phosphorylierungsschritte weiterer Kinasen
beinhaltet. Am Ende des Signalweges steht der Transkriptionsfaktor c-Jun, welcher im
phosphorylierten Zustand die Expression Zelltod-relevanter Gene antreibt. Die Inhibition von

MAP4K4 bewirkt dadurch eine Steigerung der Viabilitat der Zellen.!"*!
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Stressfaktoren
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Abbildung 6.13: JNK-vermittelte Apoptose-Signalkask ade [modifiziert nach [me]]

Der Signalweg wird durch stressbedingte MAP4K4-Aktivierung ausgeldst und fihrt Gber mehrere
Schritte zur Phosphorylierung von c-Jun, was zur Transkription Apoptose-férdernder Gene fihrt.
Kenpaullon blockiert den Signalweg durch Inhibition von MAP4KA4.

6.2.6 Identifizierung und Validierung von MAP4K4 al s Zielprotein von
neuritogenen MILI A-Derivaten

Weitere 27 MILI A-Derivate wurden im Folgenden spezifisch auf eine Inhibition von MAP4K4
unter Anwendung der identischen Bedingungen mittels des Z'-LYTE™-Testsystems
Uberprift. Hierbei wurden neben den als neurotroph identifizierten Verbindungen auch eine
Auswahl der entsprechenden Pyridin- und Fluorderivate untersucht. Des Weiteren wurden
Substanzen mit Pyridon- oder Pyridin-Grundgerist, hydroxylierte und fluorsubstituierte
Verbindungen mit variablem Acylrest eingesetzt, um einen Uberblick tber die MAP4K4-

Inhibition durch verschieden substituierte MILI A-inspirierte Verbindungen zu erhalten.

Die Ergebnisse zeigen eine deutliche Korrelation zwischen dem neuritogenen Potenzial und
der Inhibition von MAP4K4 (Tabelle 6.2). Samtliche Verbindungen, die als neuritogen
identifiziert worden waren, konnten als MAP4K4-Inhibitoren bestatigt werden. Hierbei waren
Inhibitionen von 85 — 99 % bei Applizierung von 20 uM nachweisbar. Die entsprechenden
Pyridinderivate PS238S, PS606S, PS641S und PS642S, die keine neuromodulatorischen
Effekte auf SH-SY5Y-Zellen gezeigt hatten, zeigten ebenfalls nur geringfliigige MAP4K4-
Inhibitionswerte von maximal 18 %. Ebenso war nur eine geringe Aktivitdt des Fluorderivats

PS251S nachweisbar, fir das eine 28-prozentige Inhibition der Kinase gemessen wurde.

Jedoch wurden mit PS44S und PS248S zwei weitere Substanzen identifiziert, die ebenfalls
eine Inhibition von MAP4K4 aufwiesen. Alle weiteren getesteten Substanzen zeigten mit bis

zu 53 % keine starke Inhibition der Kinase.
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Tabelle 6.2: Prozentuale Inhibition von MAP4K4 durc
Verbindungen

h ausgewéhlte MILI A-inspirierte

Die Messungen wurden mit dem Z'-LYTE™-Testsystem bei einer Substanzkonzentration von 20 uM
als technische Duplikate durchgefiihrt. MAP4K4-Inhibitoren sind griin, zytotoxische Substanzen gelb
hinterlegt. Der Einfluss auf das Neuritenwachstum in SH-SY5Y wurde bei einer Konzentration von 10
MM getestet, bei zytotoxischen Effekten zum Teil auch bei 1 pM.

MAP4K4 Zu-/Abnahme des

Inhibition [%] Neuritenwachstums [%0]
PS100S 20 uM 88,6 +2,1 10 pM +53,0
PS124S 20 uM 225+6,6 10 uM zytotoxisch
PS150S | 20 pM 16,8 +9,8 10 uM +5,3
PS155S 20 uM 53,1+5,7 10 uM + 13,5
PS173S 20 uM 27,625 10 uM zytotoxisch
PS175S 20 uM 30,4+7,3 10 uM + 11,6
PS179S 20 uM 20,3+4,8 10 uM -50
PS184S | 20 puM 16,2 + 3,0 10 pM -3,4
PS187S 20 uM 23,4+0,3 10 uM +6,9
PS196S 20 uM 20x4.22 10 uM + 25,2
PS199S 20 uM 99,2+1,2 10 pM + 62,4
PS201S 20 uM 84,6 + 0,6 10 uM + 72,0
pPS222S 20 uM 426 +51 10 uM + 6,6
pPS227S 20 uM -10,3+3,2 10 uM -55
PS238S 20 uM 17,8 £5,6 1uM +21,9
PS245S 20 uM 100,0 + 4,2 10 uM + 61,9
PS248S 20 uM 97,7+0,5 10 uM zytotoxisch
PS250S 20 uM 15,4+0,6 10 uM -5,7
PS251S 20 uM 27,6 +1,7 10 uM -0,8
PS418S 20 uM 325+17 10 uM zytotoxisch
PS44S 20 uM 79,3+11 10 uM +2,1
PS600S | 20 puM 22,8+2,8 10 uM +29,5
PS606S 20 uM 25+£7,6 1uM +17,8
PS641S 20 uM 74+16 10 uM + 46,7
PS642S | 20 puM -6,9+5,9 1uM +14,3
PS83S 20 pM 17,1+ 3,8 10 pM +0,0
PS86S 20 uM -0,1+12,5 10 puM +7,2
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MAP4K4 Zu-/Abnahme des
Inhibition [%] Neuritenwachstums [%]
PS99S 20 uM 43,4+15 10 uM -11,6

Die Verbindungen PS44S und PS248S waren nicht als neuritogene Substanzen identifiziert
worden. Bei PS44S war keine Verdnderung in Hinblick auf das Neuritenwachstum zu
beobachten, wohingegen PS248S bei der Applizierung einer Konzentration von 10 uM
zytotoxische Effekte zeigte. PS248S weist eine n-Heptylkette am Acylrest auf, woraus sich
der Grund des zellschadigenden Effektes ergeben kdnnte: Da MILI A sich durch seine
amphiphile Struktur in die Zellmembran einlagert und langsam in das Zytoplasma entlassen
wird, konnte die Alkylkette fir eine Akkumulierung des Molekils in der Membran sorgen und
dadurch die Zelle schadigen. Diese Annahme lasst sich durch die Zytotoxizitat von PS124S,
PS173S und PS418S verstarken (Tabelle 6.2). Diese Substanzen fihrten bei Behandlung
mit 10 uM ebenfalls zum Tod von SH-SY5Y-Zellen und besitzen allesamt lange Alkylketten
an derselben Position. PS44S weist wie die neurotrophen Pyridonalkaloide das 4-Hydroxy-2-
pyridongerust und den 4-Hydroxyphenylsubstituenten auf. Eine Aussage zur Inaktivitat der
Substanz lie3 sich zu diesem Zeitpunkt nicht treffen, zumal PS44S auch am Acylrest mit
einer Cyclopentangruppe einen ahnlichen Substituenten trug wie etwa die aktive Substanz
PS100S mit einem Cyclohexansubstituenten (Abbildung 6.14).
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Abbildung 6.14: Einfluss der MILI A-inspirierten Py  ridonverbindungen PS44S und PS248S auf
das Neuritenwachstum in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit 10 uM der jeweiligen
Substanz behandelt. [A] Chemische Strukturen der Substanzen. [B] Beispielaufnahmen der Zellen
nach Substanzapplikation mit Uberlagerung der DNA- (blau, DAPI) und a-Tubulin-Farbung (grin, a-
Tubulin-Antikdrper und Alexa 488-gekoppelter Nachweisantikdrper). Maf3stabsbalken: 50 um. [C]
Neuritenldnge pro Zelle nach Substanzbehandlung. Dargestellt ist die Neuritenlange pro Zelle jedes
Einzelbildes als Datenpunkt, im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n = 74 - 79).
Mittelwert und Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellt. Statistische Signifikanz
wurde durch einen Zweistichproben-t-Test ermittelt (****: p < 0,0001).
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Die Firma Thermo Fisher Scientific wurde im Folgenden beauftragt, ICso-Werte der MAP4K4-
Inhibition durch die MILI A-Derivate zu bestimmen. Dazu wurden Substanzkonzentrationen
ab dem nanomolaren Bereich bis zu 50 uM auf prozentuale MAP4K4-Inhibition getestet.
Hierbei erwies sich die aktivste Substanz PS201S mit einem ICs, von 2,3 pM auch als
potentester MAP4K4-Inhibitor. PS100S und PS245S zeigten leicht geringere Werte (3,6 bzw.
3,2 uM), wahrend fir PS199S eine schwachere Aktivitdt gemessen wurde (8,6 uM). Somit
konnte der Zusammenhang zwischen der Steigerung des Neuritenwachstums und der
MAP4K4-Inhibition bestatigt werden. Fir die zytotoxische Verbindung PS248S wurde zudem
ein 1Cs von 5,2 uM bestimmt (Tabelle 6.3).

Tabelle 6.3: Korrelation des Neuritenwachstums in S H-SY5Y-Zellen und der MAP4K4-Inhibition
durch neuritogene MILI A-Derivate

Die ICsp-Bestimmung erfolgte mit Hilfe des Z'-LYTE™-Testsystems bei der Firma Thermo Fisher
Scientific. Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung (n = 1 - 3). n.d.: nicht durchgefuhrt

Neuriterwachstums o) | 'Cs0 MAP4K4 1]
PS44S +2,1 n.d.
PS100S + 53,0 3,604
PS199S +62,4 8,6+20
PS201S +72,0 2,3+0,6
PS245S +61,9 3,2+0,3
PS248S zytotoxisch 5,2

Kenpaullon wurde neben einer Vielzahl von weiteren Vertretern der Substanzklasse der
Paullone als niedrig mikromolarer CDK1/Cyclin B-Inhibitor entdeckt.*"? Weitere
Untersuchungen identifizierten die Substanz auch als GSK-3-Inhibitor, der neuritogene
Effekte auf neuronale Vorlauferzellen aufweist.’” Kinase-Profilierungsexperimente
ermittelten eine 93-prozentige Inhibition der Kinaseaktivitatt von MAP4K4 bei einer
Konzentration von 0,5 pM.'™ Nahere Untersuchungen verifizierten eine effektive

Herabregulierung der Phosphorylierung von Downstream-Kinasen (Abbildung 6.12).172

Der Effekt von Kenpaullon auf das Neuritenwachstum in SH-SY5Y wurde im Vergleich mit
dem aktivsten MILI A-Derivat PS201S analysiert (Abbildung 6.15). 10 pM Kenpaullon
steigerte das Neuritenwachstum um mehr als 100 % im Vergleich zur DMSO-
Vehikelkontrolle und weist damit einen starkeren Effekt als PS201S auf (72 %). Eine

Steigerung des Effektes im Vergleich zu PS201S war anhand der starken Inhibition im
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niedrigen mikromolaren Bereich erwartet worden. Phanotypisch konnte jedoch kein deutlich
intensiveres Netzwerk nach Kenpaullon-Behandlung nachgewiesen werden. Die Neuriten-
und Verzweigungsanzahlen waren im Vergleich zu PS201S nur geringflgig erhdht. Eine
Behandlung mit 10 pM Kenpaullon fihrte zu einer Erhohung der durchschnittlichen
Neuritenanzahl von 33 % (PS201S: 28 %) und der Verzweigungsanzahl von 279 %
(PS201S: 211 %).
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Abbildung 6.15: Neuritogene Eigenschaften des MAP4K  4-Inhibitors Kenpaullon in SH-SY5Y-
Zellen im Vergleich mit PS201S

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fur 96 h mit 10 uM Kenpaullon
behandelt. [A] Chemische Struktur von Kenpaullon. [B] Beispielaufnahmen der Zellen nach
Substanzapplikation mit Uberlagerung der DNA- (blau, DAPI) und a-Tubulin-Farbung (griin, a-Tubulin-
Antikérper und Alexa 488-gekoppelter Nachweisantikérper). Malstabsbalken: 50 um. [C]
Neuritenldnge pro Zelle jedes Einzelbildes als Datenpunkt, im Vergleich zur entsprechenden DMSO-
Kontrolle (n = 20 - 88). Mittelwert und Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellt.
Statistische Signifikanz wurde durch einen Zweistichproben-t-Test ermittelt (****: p < 0,0001).
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Die ICso-Werte fur die MAP4K4-Inhibition wurden im Anschluss am Max-Planck-Institut fr
molekulare Physiologie bestatigt (Tabelle 6.4). Da der Z-LYTE™-Assay, mit dem die
MAP4K4-Inhibition nachgewiesen wurde, auch kommerziell erhdltlich ist, wurde dieser fur die
Validierung verwendet. Hierbei konnte die Inhibition von MAP4K4 im niedrigen mikromolaren
Bereich bestatigt werden. PS245S war jedoch im Gegensatz zu den Ergebnissen von
Thermo Fisher Scientific mit einem ICsq von 2,7 UM die aktivste Substanz. PS199S zeigte
eine starkere Aktivitat mit einem ICso von 4,7 uM. Insgesamt befanden sich alle
Verbindungen im selben Aktivitdtsbereich wie bei den Testungen von Thermo Fisher

Scientific.

Tabelle 6.4: Korrelation des Neuritenwachstums in S H-SY5Y-Zellen und der MAP4K4-Inhibition
durch neuritogene MILI A-Derivate

Die ICso-Bestimmung erfolgte mit Hilfe des Z'-LYTE™-Testsystems (Thermo Fisher Scientific).
Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung (n = 3).

Neuritenachatums | 'Ce Thermo Fisher Cso MP!

(%] Scientific [uM] Dortmund [uM]
PS100S + 53,0 3,6£04 45+18
PS199S +62,4 8,6+20 4,7+0,9
PS201S + 72,0 2,3+0,6 4,4+0,3
PS245S +61,9 32+0,3 2,7+0,3

Im Folgenden wurde anhand des Beispiels von PS201S der Wirkungsmechanismus der MILI
A-Derivate  detaillierter  charakterisiert. Um festzustellen, ob ein kompetitiver
Wirkungsmechanismus mit dem Substrat ATP vorliegt, wurde der Z'-LYTE™-Assay mit
verschiedenen ATP-Konzentrationen durchgefiihrt (Abbildung 6.16). Im Falle einer ATP-
kompetitiven Bindung an MAP4K4 wirde der 1Cs, mit steigenden ATP-Konzentrationen
ebenfalls ansteigen, da bei hoherer Substratkonzentration auch eine hoéhere
Inhibitorkonzentration bendtigt wird, um die Bindung des Inhibitors an die ATP-Bindestelle zu
gewahrleisten. Steigende ATP-Konzentrationen bis zu 50 pM fiihrten zu einer schrittweisen
Erhéhung des ICso-Wertes: Betrug der Wert bei 12,5 uM ATP, was in den vorangegangenen
Experimenten verwendet wurde, 4,0 uM, so stieg der Wert bis auf 14,9 uM bei 50 uM ATP.

Somit konnte ein ATP-kompetitiver Wirkungsmechanismus fir PS201S aufgezeigt werden.
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Abbildung 6.16: ATP-kompetitive Inhibition von MAP4 K4 durch PS201S

Dargestellt ist die MAP4K4-Inhibition durch PS201S unter Zugabe verschiedener ATP-
Konzentrationen. Die MAP4K4-Kinaseaktivitdt wurde mittels Z'-LYTE™ (Thermo Fisher Scientific)
bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung (n = 3).

Des Weiteren wurde die Michaelis-Menten-Konstante K, bestimmt, die die
Substratkonzentration  bezeichnet, bei dessen Applizierung die halbmaximale
Reaktionsgeschwindigkeit erreicht ist. Die Michaelis-Menten-Konstante K., kann mit Hilfe
eines Dixon-Plots grafisch bestimmt werden. Dabei wird die Geschwindigkeit der Reaktion
bei Applizierung verschiedener ATP- und Inhibitorkonzentrationen gemessen und die
reziproke Substratkonzentration (1/ATP) gegen die reziproke Reaktionsgeschwindigkeit
(L/vmax) aufgetragen. Bei kompetitiven Inhibitoren liegt der Schnittpunkt der Geraden auf der
Y-Achse, der Schnittpunkt einer Geraden mit der X-Achse determiniert den negativen
reziproken K. Da mit Hilfe des Z-LYTE™-Assays keine kinetische Messung
durchgefuhrt werden konnte, wurde die reziproke Restaktivitdt von MAP4K4 anstatt der
reziproken Reaktionsgeschwindigkeit aufgetragen. Die Auftragung der Restaktivitat des
Proteins bei Zugabe von 1,85 — 16,6 uM PS201S ergab einen Schnittpunkt der Geraden im
Bereich der Y-Achse (Abbildung 6.17). Zusatzlich wurden ansteigende K.-Werte bei
ansteigender Inhibitorkonzentration bestimmt, was ebenfalls fir ATP-kompetitive Inhibitoren
zutrifft, da mit héherer Inhibitorkonzentration auch mehr Substrat eingesetzt werden muss,

um die Reaktionsgeschwindigkeit aufrechterhalten zu kénnen.
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Abbildung 6.17: Bestimmung der Michaelis-Menten-Kon stante K, des Enzym-Substrat-
Komplexes MAP4K4-PS201S mit Hilfe eines Dixon-Plots

Aufgetragen ist die reziproke MAP4K4-Restaktivitat bei verschiedenen ATP-Konzentrationen nach
Zugabe von 1,85 — 16,6 uM PS201S. Die MAP4K4-Kinaseaktivitdt wurde mittels Z'-LYTE™ (Thermo
Fisher Scientific) bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung (n = 3).

6.2.7 Zielprotein-Validierung durch Proteinanreiche  rung mit Desthiobiotin-ATP

Eine Methode zur Validierung von Kinaseinhibitoren ist die Verwendung von Desthiobiotin-
gekoppeltem ATP, das an Streptavidin-konjugierten Beads immobilisiert wird. Desthiobiotin
und ATP sind hierbei Uber ein Acyl-Phosphat-Motiv miteinander verbunden und binden

139 Durch die hochaffine

kovalent an ATP-Bindestellen mit konserviertem Lysinrest.
Interaktion von Biotin und Streptavidin dienen Desthiobiotin-ATP-Konjugate als
wirkungsvolles Mittel zur Untersuchung von ATP-bindenden Proteinen.’”® Der GroRteil des

Kinoms wurde bereits unter Anwendung dieser Methodik identifiziert und analysiert.””

Zur Bestatigung der intrazellularen Bindung von PS201S an MAP4K4 wurde ein
Komplettlysat von SH-SY5Y nach Behandlung mit der Substanz bzw. DMSO als Kontrolle
Uber Desthiobiotin-ATP an eine Streptavidin-Agarose-Matrix immobilisiert und die von
PS201S nicht gebundene Kinase tber einen Immunoblot analysiert (Abbildung 6.18). Dabei

sollte im Falle der Bindung der Substanz eine Abnahme der Bandenintensitat zu erkennen
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sein, da PS201S mit ATP um die Bindestelle konkurriert, wodurch Desthiobiotin-ATP nicht
binden kann. Jedoch konnte die intrazellulare Bindung des Pyridonalkaloids an MAP4K4
nicht bestatigt werden. Fur das mit PS201S behandelte Lysat wurde lediglich eine
geringfigige Abnahme der Bandenintensitat im Vergleich zum DMSO-behandelten Lysat
detektiert, die reproduzierbar dargestellt werden konnte. Das parallel aufgetragene
Komplettlysat, welches den MAP4K4-Gehalt vor der Proteinanreicherung représentiert,
zeigte eine deutlich intensivere Proteinbande. Daher kann auch im DMSO-behandelten Lysat

ein Grof3teil der Kinase nicht nachgewiesen werden.

DMSO PS201S Lysat

170 ’J bl

Abbildung 6.18: Immunoblot der Proteinanreicherung von MAP4K4

1 mg SH-SY5Y-Lysat wurde im Vorfeld mit 100 uM PS201S bzw. 1 % DMSO als Vehikelkontrolle
behandelt, bevor ActivX™ Desthiobiotin-ATP-Proben zur Markierung nicht-gebundener ATPasen
zugegeben wurde. Desthiobiotin-ATP-markierte Proteine wurden Uber eine Streptavidin-Agarose-
Matrix immobilisiert. Dargestellt ist reprasentatives Ergebnis (n = 3).

6.2.8 Ermittlung des Bindungsmechanismus durch Co-K ristallisation von
MAP4K4 und PS201S

Fur eine detaillierte Charakterisierung des Bindungsmechanismus von PS201S wurde eine
Co-Kristallstruktur von humanem Wildtyp-MAP4K4 mit der Substanz angefertigt. Die
Aufreinigung der Kinase und die folgende Kristallisierung wurde von Dr. André Richters, Dr.
Christian Becker und M.Sc. Stefan Kleine in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Daniel Rauh
(Fakultat fir Chemie und Chemische Biologie, TU Dortmund) durchgefiihrt. Die Analyse der
Kristallstruktur ergab eine Typ I-Bindung des Inhibitors an MAP4K4, welche in der aktiven
,DFG-in“-Konformation vorlag. Die Bindung erfolgte tGiber das Pyridon-Grundgertist, und zwar
Uber Wasserstoffbriicken an Glu106 und Cys108. Diese Aminosduren befinden sich in der
sogenannten  Scharnierregion (engl. hinge region), die dem Protein die
Konformationsédnderungen zwischen katalytisch aktiver und inaktiver Form ermoglicht.
Dadurch ware die hinge region beim Vorliegen der katalytisch inaktiven Form fir den
Inhibitor  nicht  zugénglich. Die  4-Hydroxyphenylgruppe bildet zudem eine
Wasserstoffbrickenbindung zu Lys54 aus und fixiert dadurch die Bindung des Inhibitors, der
zusatzlich von Tyr36 flankiert wird (Abbildung 6.19).
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Abbildung 6.19: Kristallstruktur von Wildtyp-MAP4K4 im Komplex mit PS201S (Auflésung 2.1
A)

Die Elektronendichte (2F0-Fc) ist bei 1 o konturiert. Wasserstoffbriicken sind durch rote gepunktete
Linien dargestellt. Die Kinase befindet sich in der aktiven ,DFG-in“-Konformation. Farbkodierung:
Scharnierregion (orange), Helix C (turkis), DFG-Motif (pink), Glycin-reiche Schleife (blau), PS201S
(gelbe Struktur).

6.2.9 Neuroprotektive Effekte von MILI A-inspiriert  en Substanzen

Zur weiteren Charakterisierung der MILI A-inspirierten Verbindungen wurde eine Auswabhl
der Substanzen auf neuroprotektive Effekte in undifferenzierten SH-SY5Y-Zellen untersucht.
Ein entsprechendes Testsystem wurde von B.Sc. Johanna Ebbeskotte im Rahmen ihrer
Bachelorarbeit am Max-Planck-Institut fir molekulare Physiologie etabliert und
angewandt.’*! Die Zellen wurden zunachst mit den Testsubstanzen, anschlieRend mit L-
Glutaminsaure zur Induzierung exzitotoxischer Bedingungen behandelt. Die Zellviabilitat
wurde mit Hilfe einer Hoechst 33342- und Calcein-AM-Farbung bestimmt. Calcein-AM wird
durch intrazellulare Esterasen zum fluoreszierenden Calcein konvertiert. Dazu sind jedoch
nur intakte Zellen in der Lage, da diese die notwendige Esteraseaktivitat besitzen.*™® Zur
Bestimmung der Gesamtzellzahl wurde die DNA hierbei mit Hoechst 33342 geféarbt, da DAPI

aufgrund der langsamen Signalentwicklung in lebenden Zellen nicht geeignet war.™

Als stark neuroprotektive Substanz wurde die 2,4-Dimethoxypyridinverbindung PS574S
identifiziert (Abbildung 6.20A). Die Behandlung der Zellen fihrte zu einer deutlichen,
konzentrationsabh&ngigen Steigerung der Zellviabilitat (Abbildung 6.20B-C). Im Vergleich zu
DMSO-behandelten Zellen wurde die Anzahl an intakten Zellen durch vorherige Inkubation
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mit 30 pM PS574S um 170 % gesteigert. Der Effekt nahm bei Verringerung der
Konzentration auf 10 und 1 pM auf 120 % bzw. 33 % ab. Da die Intensitat der
immunzytochemischen Farbung durch Calcein-AM als Mal3 fur die Viabilitat der einzelnen
Zellen herangezogen wurde, war der protektive Effekt von PS574S anhand der Bilddaten
ebenfalls deutlich erkennbar. Zellen, die mit DMSO und L-Glutaminsédure behandelt worden
waren, wiesen eine geringe Anzahl von Zellen mit Calcein-AM-Farbung auf, wahrend im Fall
hoherer Konzentrationen von PS574S der Grof3teil der Zellen eine intensive Farbung zeigte,
was auf eine erhohte Zellviabilitdt hinwies. Der gleiche neuroprotektive Effekt mit ahnlicher
Steigerung der Zellviabilitat war auch nach der Behandlung mit den Kontrollsubstanzen
Pregnenolon und Progesteron nachweisbar. Beide Substanzen sind als neuroprotektiv

[130]

beschrieben worden, was in vorangegangenen Experimenten im verwendeten

Testsystem bestatigt wurde.
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Abbildung 6.20: Neuroprotektiver Effekt der MILI A- inspirierten Pyridinverbindung PS574S in
SH-SY5Y-Zellen

Undifferenzierte SH-SY5Y-Zellen wurden fiir 24 h mit 1 — 30 uM PS574S behandelt, bevor fir 3,5 h
mit 50 mM L-Glutaminsaure zur Induzierung von Exzitotoxizitat inkubiert wurde. [A] Chemische
Struktur von PS574S. [B] Beispielaufnahmen der Zellen nach der Substanzbehandlung. Dargestellt
sind Uberlagerungsbilder der jeweiligen DNA- (blau, Hoechst 33342) und Calcein-AM-Farbung (griin).
MalRstabsbalken: 50 pm. [C] Quantifizierung der relativen Viabilitat der Zellen nach der
Substanzbehandlung im Verhdltnis zur entsprechenden Vehikelkontrolle (DMSO + Glutamat).
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung (n = 3).
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6.3 Identifizierung von antimitotischen MILI A-Deri  vaten

6.3.1 Phanotypische Effekte von MILI A-Derivaten

35 ausgewdhlte Verbindungen der MILI A-inspirierten Substanzkollektion wurden in der
humanen Gebarmutterhalskrebszelllinie HelLa auf die Auslésung phéanotypischer
Veranderungen im Hinblick auf das Zytoskelett und die Mitose getestet. Dazu wurden HelLa-
Zellen mit 30 uM jeder Substanz fir 24 h behandelt und im Anschluss immunzytochemisch
angefarbt. Hierbei diente DAPI zur Farbung der DNA und Bestimmung der Zellzahl, wahrend
durch die Farbung von Tubulin und Aktin die Hauptbestandteile des Zytoskeletts visualisiert

wurden.

Sechs Substanzen flihrten zu einer phanotypischen Veranderung von HelLa-Zellen, die im
Anschluss an die Behandlung eine erhdhte Anzahl abgerundeter Zellen und damit
einhergehende intensive Farbung der Mikrotubuli aufwiesen (Abbildung 6.21 und Abbildung
6.22). Der starkste Effekt konnte nach Behandlung mit den Verbindungen PS222S, PS229S,
PS238S und PS240S beobachtet werden. PS179S und PS227S bewirkten in einem
geringeren Anteil der Zellen ph&notypische Verdnderungen. Der Ph&notyp suggerierte einen
partiellen mitotischen Arrest der Zellpopulation. Ahnliche Effekte sind nach Behandlung mit
Substanzen wie Taxol und Nocodazol nachweisbar,*®” die mitotischen Arrest bewirken. In
einigen Fallen war zusétzlich eine geringere Zellzahl zu verzeichnen, was zellschadigende

bzw. zytotoxische Effekte als Folge der mitotischen Dysfunktion darstellt.

Im Gegensatz zu den Untersuchungen zu neuromodulatorischen Effekten der MILI A-
inspirierten Substanzen (Kapitel 6.2.1) z&ahlten die potentiell antimitotischen Vertreter dieser
Substanzbibliothek ausschlie8lich zu den 2,4-Dimethoxypyridinverbindungen. Insgesamt
wiesen alle aktiven Molekule kleinere Substituenten am Acylrest des Grundgerusts auf. Drei
der Substanzen besal3en einen fluorierten Phenylring, wahrend der Substituent bei zwei
Verbindungen hydroxyliert war. PS229S hingegen beinhaltete zwei Methoxysubstituenten

am Phenylring.
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Abbildung 6.21: Phanotypische Veranderungen in HelLa

inspirierten Verbindungen

-Zellen nach Behandlung mit MILI A-

[A] Chemische Strukturen der Substanzen. [B] Beispielaufnahmen der Zellen nach Applikation von 30
MM der Substanzen Uber 24 h. Dargestellt sind DNA- (DAPI, blau), a-Tubulin- (FITC-gekoppelter a-
Tubulin-Antikdrper, griin) und Aktinfarbung (TRITC-Phalloidin, rot) sowie ein entsprechendes
Uberlagerungsbild. MaRstabsbalken: 50 um.
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Abbildung 6.22: Phanotypische Veranderungen in HelLa
inspirierten Verbindungen
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Uberlagerung

-Zellen nach Behandlung mit MILI A-

[A] Chemische Strukturen der Substanzen. [B] Beispielaufnahmen der Zellen nach Applikation von 30
MM der Substanzen uber 24 h. Dargestellt sind DNA- (DAPI, blau), a-Tubulin- (FITC-gekoppelter a-

Tubulin-Antikdrper, griin) und Aktinfarbung (TRITC-Phalloidin,

Uberlagerungsbild. MaRstabsbalken: 50 um.
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Um einen mitotischen Arrest in den abgerundeten HelLa-Zellen mit intensiver Tubulin-
Farbung zu bestéatigen, wurden die Zellen in weiteren Untersuchungen mit einem Alexa 594-
gekoppelten phospho-Histon H3-Antikorper immunzytochemisch gefarbt. Das Vorliegen von
Histon H3 in dem phosphorylierten Zustand ist ein Indikator fir in Mitose befindliche
Zellen."™®" Daher kann ein intensives Signal nach der Farbung von phospho-Histon H3 als
MalR fir mitotische Zellen verwendet werden. Hierzu wurde zur halbautomatischen
Auswertung mit der MetaMorph®-Software anhand von Testanalysen ein Richtwert
bestimmt, der als Grenzwert fur die Detektion von mitotischen Zellen galt. Zellen mit einer

Fluoreszenzintensitat tber diesem Grenzwert wurden als mitotische Zellen gewertet.

Die quantitative Auswertung verdeutlichte die Akkumulierung von mitotischen Zellen im Fall
der Behandlung mit PS229S und PS238S (Abbildung 6.23). PS238S verursachte einen
Anstieg der mitotischen Zellen auf 12 — 13 %, wenn 25 — 50 uM der Substanz hinzugegeben
wurden. Die Behandlung mit 25 uM PS229S léste dagegen bereits einen Anteil von 20 % an
mitotischen Zellen aus. Im Vergleich wiesen DMSO-behandelte Kontrollproben lediglich 2 %
mitotische Zellen auf, weshalb PS229S einen 10-fachen Anstieg an Zellen in der Mitose bei

einer Konz von 25 pM bewirkte.

Far die weiteren Substanzen PS179S, PS222S, PS227S und PS240S konnte ein
antimitotischer Effekt mit Hilfe der Analyse phospho-Histon H3-positiver Zellen nicht bestétigt
werden. Keine der Substanzen bewirkte eine deutliche Erh6hung des Anteils mitotischer

Zellen.
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Abbildung 6.23: Quantitative Analyse von mitotische n HelLa-Zellen nach Applikation von
PS229S und PS238S

[A] Beispielaufnahmen der Zellen nach Applikation von 30 uM der Substanzen Uber 24 h. Dargestellt
sind DNA- (DAPI, blau) und phospho-Histon H3-Farbung (anti-phospho-Histon H3 Alexa 594, rot).
MaRstabsbalken: 50 um. [B-C] Quantitative Analyse der mitotischen HelLa-Zellen nach Behandlung
mit [B] PS229S und [C] PS238S. Dargestellt ist der gemittelte Anteil an mitotischen Zellen der
Einzelbilder im Vergleich zur DMSO-Kontrolle + Standardabweichung (n = 10 — 18).
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6.3.2 Beeinflussung der Tubulin-Polymerisation durc h MILI A-Derivate

Die Substanzen, die einen mitotischen Arrest auslosen, wurden in Hinblick auf eine
Beeinflussung der Tubulin-Polymerisation untersucht. Mit Hilfe eines entsprechenden
Testsystems ldasst sich ein stabilisierender oder destabilisierender Effekt auf Tubulin
aufzeigen. Stabilisierende Substanzen wie Taxol l6sen eine rasche Polymerisation
unmittelbar nach Reaktionsstart aus, wéahrend Destabilisatoren wie Nocodazol eine
verzogerte Polymerisation bewirken, welche zusétzlich in einem Sattigungsprozess bei
geringeren Absorptionswerten resultieren kann. Die Polymerisation von Tubulin wurde durch
Zugabe von 0,5 mM GTP gestartet und die Entwicklung photometrisch in kurzen Abstanden
uber einen Zeitraum von 60 min bestimmt. Fir beide Substanzen konnte so gezeigt werden,
dass die Polymerisation von Tubulin im Vergleich zu der DMSO-behandelten Probe leicht
verzogert startete. Im Ubrigen wurde bereits bei geringerer Absorption eine Sattigung
erreicht, so dass eine leichte Beeinflussung der Tubulin-Polymerisation angenommen
werden kann. Die Effekte sind jedoch als nicht sehr stark einzuschéatzen, da die
destabilisierende Substanz Nocodazol, welche in einer Konzentration von 1 uM als
Kontrollprobe mitgefuihrt wurde, einen deutlich flacheren Kurvenverlauf nimmt und bei bereits

geringeren Werten eine Sattigung erreicht (Abbildung 6.24).
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Abbildung 6.24: Einfluss der MILI A-Derivate PS229S und PS238S auf die in vitro
Polymerisation von Tubulin

50 UM der Testsubstanzen bzw. 1 puM Nocodazol wurden mit 10 uM Tubulin fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur und fir 20 Minuten auf Eis zur erneuten Depolymerisation inkubiert. GTP wurde
unmittelbar vor dem Start der Messung appliziert. Die Absorptionsmessung bei 340 nm erfolgte jede
30 s Uber eine Zeitspanne von 60 Minuten. Die erhaltenen Absorptionswerte wurden fir jede
Substanz auf den Wert O bei Zeitpunkt t = 0 normalisiert. Dargestellt ist ein reprasentativer Datensatz
(n=23).
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6.4 Identifizierung von Secoyohimbanen mit neuritog enen Effekten

In  einem weiteren Projekt zur ldentifizierung madglicher neuritogen wirkender
Naturstoffderivate wurde eine Substanzbibliothek untersucht, welche aus Verbindungen mit
der Secoyohimban-Kernstruktur besteht. Diese Kollektion wurde von Dr. Sara Lépez-Tosco
und Dr. Andrey Antonchick in der Abteilung Chemische Biologie des Max-Planck-Instituts fur
molekulare Physiologie synthetisiert. Als pravalidierter Startpunkt zur Synthese dieser
Substanzbibliothek dienten die Verbindungen Rhynchophyllin und Isorhynchophyllin.®*
Aufgrund der vielféaltigen neuroaktiven Effekte dieser Verbindungen sollte die Bibliothek auf

eine Beeinflussung des Neuritenwachstums in SH-SY5Y-Zellen getestet werden.

13 Verbindungen wurden im Vorfeld der Untersuchungen am Max-Planck-Institut for
molekulare Physiologie bereits auf primdre Rattenneuronen bei der Firma Neuro-Zone
getestet. Die neuroprotektiven Naturstoffe Rhynchophyllin und Isorhynchophyllin wiesen
hierbei eine Steigerung des Neuritenwachstums von 13,3 % bzw. 18,1 % bei Applikation
einer Konzentration von 1 pM auf. Der Effekt konnte bei der Testung von 10 puM fir beide
Substanzen allerdings nicht bestatigt werden (- 2,6 % bzw. — 0,1 %). Einzelne Substanzen
aus der Secoyohimban-inspirierten Substanzbibliothek bewirkten &hnliche Effekte bei
Behandlung mit 1 uM, was jedoch ebenfalls bei einer Erhéhung der Substanzkonzentration

nicht verifiziert wurde (Anhang, Tabelle 13.3).

Insgesamt wurden 85 niedermolekulare Substanzen mit einer Konzentration von 10 pM auf
neuromodulatorische Effekte in SH-SY5Y getestet, zusatzlich wurden auch die

Ausgangssubstanzen Rhynchophyllin und Isorhynchophyllin untersucht.

6.4.1 Effekte von Secoyohimbanen auf das Neuritenwa  chstum

Rhynchophyllin und Isorhynchophyllin zeigten keinen Einfluss auf das Neuritenwachstum:
Beide Substanzen flhrten im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen zu keiner
phanotypischen Veranderung in SH-SY5Y-Zellen. Ebenso war das Neuritenwachstum nach
Substanzapplikation mit einer geringfiigigen Abnahme von 12 % dem der Kontrolle ahnlich
(Abbildung 6.25). Dies stimmt mit Angaben in der Literatur Uberein, da beide Substanzen als
neuroprotektiv beschrieben sind und fur Rhynchophyllin gezeigt wurde, dass es Zellen vor
induziertem Neuritenwachstum unter bestimmten Bedingungen schiitzt.’® Des Weiteren
sind in der Literatur keine Verdffentlichungen auffindbar, die eine neurotrophe Wirkung von

Rhynchophyllin oder Isorhynchophyllin beschreiben.

116



Ergebnisse

A o’ ,
d/;Lj,\ d%{)
HN 4 HN \‘
(o) o]
Rhynchophyllin Isorhynchophyllin
B

DMSO BDNF

$ 1Y

Isorhynchophyllin Rhynchophyllin

o5

-3

o
1

~

8

n
o
i

Neuritenwachstum pro Zelle [um]
Neuritenwachstum pro Zelle [pm]

- v T N
& & (o] & &
S & & &
O o'
& &
& N
& &

Abbildung 6.25: Einfluss von Rhynchophyllin und Iso rhynchophyllin  auf das
Neuritenwachstum in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fur 96 h mit 10 uM der jeweiligen
Substanz behandelt. [A] Chemische Strukturen der Substanzen. [B] Beispielaufnahmen der Zellen
nach Substanzapplikation mit Uberlagerung der DNA- (blau, DAPI) und a-Tubulin-Farbung (griin, a-
Tubulin-Antikdrper und Alexa 488-gekoppelter Nachweisantikérper). Maf3stabsbalken: 50 pm. [C]
Neuritenlange pro Zelle nach Substanzbehandlung. Dargestellt ist die Neuritenlange pro Zelle jedes
Einzelbildes als Datenpunkt, im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n = 61 - 91).
Mittelwert und Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellt. Statistische Signifikanz
wurde durch einen Zweistichproben-t-test ermittelt (****: p < 0,0001).
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Eine Auswahl an Secoyohimban-Derivaten war bereits zuvor auf neuritogene Aktivitat hin
untersucht worden.® Hierbei zeigten das para-Trifluoromethylphenyl-Derivat (+)-6ba und
das para-Methoxyphenyl-Derivat (+)-6fa einen neurotrophen Effekt auf Motoneuronen, die
durch Ausdifferenzierung aus embryonalen Stammzellen gewonnen worden waren. Die
Gesamtneuritenldnge pro Zelle wurde durch beide Substanzen um ca. 20 - 30 % im
Vergleich zur Vehikelkontrolle DMSO gesteigert, wahrend die Positivkontrolle BDNF als 100
% Steigerung definiert war. Des Weiteren war eine ErhOhung der Anzahl an
Verzweigungspunkten nachweisbar. In einem zweiten Experiment wurden hippokampale
Rattenneuronen mit den Secoyohimbanen behandelt, wobei sich die Behandlung mit (+)-6ia
und (+)-6na positiv auf das Neuritenwachstum auswirkte. Insbesondere (+)-6ia férderte in
hohem Mal3e die Lange der einzelnen Neuronen, wahrend die Anzahl der Neuriten pro Zelle
im  Vergleich zur Vehikelkontrolle deutlich abnahm. Insgesamt wurde die
Gesamtneuritenlange pro Zelle durch die Behandlung mit den beiden Substanzen um ca. 20

% gesteigert.®

Die vier Substanzen und deren entsprechenden Enantiomere wurden daher auf Modulation
des Neuritenwachstums in SH-SY5Y-Zellen untersucht, zeigten jedoch im etablierten
Testsystem keinen Einfluss auf die Neuritenlange pro Zelle. Im Fall der aktiv auf
Motoneuronen getesteten Verbindungen wiesen die Zellen lediglich nach Behandlung mit
(+)-6ba eine geringfluigige Steigerung der Neuritenlange pro Zelle auf (8 %), wahrend die
anderen Verbindungen keine Anderung oder sogar eine leichte Abnahme der Neuritenlange
(bis zu 10 %) verursachten. In Vergleich fuhrte die Applikation von BDNF zu einer Erhéhung
der durchschnittlichen Neuritenlange von 66 %. Phanotypisch waren ebenfalls keine
Anderungen nach Applikation der Secoyohimbane zu beobachten. Eine Verdichtung des

neuronalen Netzwerkes war nicht auszumachen (Abbildung 6.26).

Phanotypische Veranderungen nach Behandlung mit den Substanzen, welche positiv auf
Hippokampus-Neuronen von Ratten getestet worden waren, konnten ebenfalls nicht
identifiziert werden (Abbildung 6.27). Die Substanzen Iosten lediglich marginale
Veranderungen der Neuritenldnge pro Zelle aus, eine Abnahme von 12 % bis hin zu einer
Steigerung von 2 %. Hierbei konnte vom Enantiomerenpaar 6na lediglich (+)-6na getestet

werden, da das andere Enantiomer nicht stabil war.
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Abbildung 6.26: Einfluss von Secoyochimbanen mit aus gepragten Effekten auf Motoneuronen
auf das Neuritenwachstum in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit 10 uM der jeweiligen
Substanz behandelt. [A] Chemische Strukturen der Substanzen. [B] Beispielaufnahmen der Zellen
nach Substanzapplikation mit Uberlagerung der DNA- (blau, DAPI) und a-Tubulin-Farbung (griin, a-
Tubulin-Antikdrper und Alexa 488-gekoppelter Nachweisantikérper). Maf3stabsbalken: 50 pm. [C]
Neuritenlange pro Zelle nach Substanzbehandlung. Dargestellt ist die Neuritenlange pro Zelle jedes
Einzelbildes als Datenpunkt, im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n = 37 - 90).
Mittelwert und Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellt. Statistische Signifikanz
wurde durch einen Zweistichproben-t-Test ermittelt (****: p < 0,0001; *: p < 0,05).
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Abbildung 6.27: Einfluss von Secoyohimbanen mit aus gepragten Effekten auf hippokampale
Rattenneuronen auf das Neuritenwachstum in SH-SY5Y-  Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit 10 uM der jeweiligen
Substanz behandelt. [A] Chemische Strukturen der Substanzen. [B] Beispielaufnahmen der Zellen
nach Substanzapplikation mit Uberlagerung der DNA- (blau, DAPI) und a-Tubulin-Farbung (griin, a-
Tubulin-Antikdrper und Alexa 488-gekoppelter Nachweisantikdrper). Malstabsbalken: 50 um. [C]
Neuritenlange pro Zelle nach Substanzbehandlung. Dargestellt ist die Neuritenlange pro Zelle jedes
Einzelbildes als Datenpunkt, im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n = 37 - 90).
Mittelwert und Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellt. Statistische Signifikanz
wurde durch einen Zweistichproben-t-Test ermittelt (****: p < 0,0001; *: p < 0,05).
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Zwei Enantiomerenpaare aus der Secoyohimban-inspirierten Substanzkollektion konnten
erfolgreich als Modulatoren des Neuritenwachstums in SH-SY5Y-Zellen nachgewiesen
werden (Abbildung 6.28). (+)-6ra zeigte hierbei die starkste Aktivitat, indem die
Neuritenlange bei einer Konzentration von 1 pM um 42 % gesteigert werden konnte.
Behandlungen mit 10 pM der Substanz fihrten zu zytotoxischen Effekten in SH-SY5Y-
Zellen. Das entsprechende Enantiomer (-)-6ra erhéhte das Neuritenwachstum um 47 % bei
Applikation von 10 uM der Substanz. (+)-6ga erhohte die Neuritenlange um 61 %, wahrend
(-)-6ga zu einer Steigerung von 20 % flhrte. Die Effekte beider Substanzen waren ebenfalls
nach Applikation von 10 pM nachweisbar. Die neuritogenen Enantiomerenpaare tragen eine
Furylgruppe mit 2-Chlorophenyl- bzw. 2,3-Dichlorophenylsubstituenten.
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Abbildung 6.28: Neurotrophe Eigenschaften von Secoy  ohimbanen in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit 1 uM (+)-6ra bzw. mit 10 pM
der anderen Substanzen behandelt. [A] Chemische Strukturen der Substanzen. [B]
Beispielaufnahmen der Zellen nach Substanzapplikation mit Uberlagerung der DNA- (blau, DAPI) und
a-Tubulin-Farbung (grin, a-Tubulin-Antikdrper und Alexa 488-gekoppelter Nachweisantikorper).
MaRstabsbalken: 50 um. [C] Neuritenlange pro Zelle nach Substanzbehandlung. Dargestellt ist die
Neuritenldnge pro Zelle jedes Einzelbildes als Datenpunkt, im Vergleich zur entsprechenden DMSO-
Kontrolle (n = 35 - 91). Mittelwert und Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellt.
Statistische Signifikanz wurde durch einen Zweistichproben-t-test ermittelt (****; p < 0,0001; ***: p <
0,001).
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6.4.2 Einfluss neuritogener Secoyohimbane auf die N euriten- und
Verzweigungsanzahl

Zur naheren Charakterisierung der Secoyohimban-inspirierten Substanzen wurden auch
deren Effekte auf die Neuritenanzahl sowie die Anzahl an Verzweigungspunkten der
Neuriten naher untersucht und quantifiziert (Tabelle 6.5). In Hinblick auf die Neuritenanzahl
pro Zelle in SH-SY5Y-Zellen zeigte keine der Verbindungen eine deutliche Steigerung im
Vergleich zur entsprechenden Vehikelkontrolle. Da jedoch auch die Positivkontrolle BDNF
lediglich eine Steigerung von 13,5 % aufwies, sind die Angaben mit Vorsicht zu betrachten.
Den starksten Anstieg bewirkte (-)-6ra mit 17,0 %. Insgesamt waren keine deutlichen
Unterschiede zwischen den als neurotroph identifizierten und den inaktiven Substanzen

nachweisbar.

Die Anzahl an Verzweigungspunkten war wie bereits bei vorherigen Untersuchungen dieses
Parameters mit Werten von 0,3 — 1,7 sehr gering. Den stéarksten Anstieg verzeichnete hier
ebenfalls (-)-6ra mit 91,0 %, wahrend die neurotrophe Kontrollsubstanz BDNF 52 % mehr
Verzweigungspunkte als die entsprechende Kontrolle aufwies. Rhynchophyllin und

Isorhynchophyllin bewirkten keinerlei Anderung der Verzweigungsanzabhl.
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Tabelle 6.5: Einfluss von Secoyohimbanen auf die Ne
SY5Y-Zellen

uriten- und Verzweigungsanzahl in SH-

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit 1 uM (+)-6ra und mit 10 pM
aller anderen Substanzen behandelt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung der Neuriten-
und Verzweigungsanzahl pro Zelle der Einzelbilder im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle
(n = 35 - 91). Statistische Signifikanz wurde durch einen Zweistichproben-t-test ermittelt (****: p <

0,0001; **: p < 0,01; *: p < 0,05). (Rhyn = Rhynchophyllin; Isorhyn = Isorhynchophyllin).

Neuritenanzahl Verzweigungsanzahl
Zu- ZuU-
Substanz | Kontrolle | /Abnahme Substanz | Kontrolle |/Abnahme
[%] [%]
(+)-6ga | 1,7+£04 | 1,6+0,4 | +52*** | (+)-6ga | 0,6+0,3 | 0,4+0,2 | + 60,8***
(--6ga | 1,8+05 | 1,6+0,4 | +13,0~ | (-)-6ga | 05+0,3 | 0,4+0,2 | +37,0¢
(+)-6ra | 2,2+0,2 | 2,0£0,3 | +10,4*** | (+)-6ra | 0,6+0,3 | 0,3+£0,2 | + 69,5****
(-)-6ra | 1,9+03 | 1,6+0,4 | +17,0%** | (-)-6ra | 0,720,4 | 0,4+£0,2 | + 91,0%**=
(+)-6na | 1,8+05 | 1,8+0,4 -0,6 (+)-6na
(+)-6ia | 1,8+0,5 | 1,8+0,4 -25 (+)-6ia
(-)-6ia | 1,7+06 | 1,8+04 - 3,67 (-)-6ia
(+)-6ba | 20+£0,2 | 2,0+0,2 + 4,6%* (+)-6ba
(-)-6ba | 2,0+0,2 | 1,9+0,2 + 3,6* (-)-6ba
(+)-6fa | 1,9+0,2 | 2,0+0,2 -3,8 (+)-6fa
(-)-6fa | 2,0+0,2 | 2,0+0,3 +2,9% (-)-6fa
BDNF | 21+04 | 1,8+0,3 | +13,5** | BDNF 1,7+0,5 | 1,1+0,8 | + 51,8
Rhyn 1,7+0,2 | 1,8+0,2 - 5,4%* Rhyn 05+0,1 | 0,5+£0,2 -85
Isorhyn | 1,7+0,3 | 1,8 0,2 -7,1%* Isorhyn | 0,5+0,2 | 0,5+0,2 -59
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6.4.3 Konzentrationsabhangigkeit der neuritogenen E ffekte von
Secoyohimbanen

Die neuritogenen Enantiomerenpaare wurden des Weiteren auch auf eine
Konzentrationsabhangigkeit ihrer Wirkung in SH-SY5Y-Zellen getestet. Die Substanzen
wurden in Konzentrationen von 1, 5, 10 und 30 uM appliziert, wobei alle Verbindungen bei 30
MM zytotoxisch auf die Zellen wirkten. Die aktivste Substanz (+)-6ra, die das
Neuritenwachstum bereits bei 1 uM steigern konnte, flihrte bei Applizierung von 5 uM zu
Zellschadigungen und bei 10 uM zum Zelltod. Ein eindeutiger konzentrationsabhangiger
Effekt konnte bei (+)-6ga ermittelt werden: Behandlung mit 1 pM der Substanz fuhrte zu
einem geringen Anstieg des Neuritenwachstum (9 %), wahrend Konzentrationen von 5 uM
und 10 pM den Effekt schrittweise verstarkten (25 % bzw. 50 %). Fir die weiteren
neuritogenen Substanzen (-)-6ga und (-)-6ra konnte kein konzentrationsabhangiger Effekt
beobachtet werden (Abbildung 6.29).
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Abbildung 6.29: Konzentrationsabhangige Effekte der neurotrophen Secoyohimbane auf das

Neuritenwachstum in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fur 96 h mit den angegebenen
Substanzkonzentrationen behandelt. [A] Beispielaufnahmen der Zellen nach Substanzapplikation mit
Uberlagerung der DNA- (blau, DAPI) und a-Tubulin-Farbung (griin, a-Tubulin-Antikdrper und Alexa
488-gekoppelter Nachweisantikdrper). MaRRstabsbalken: 50 um. [B-E] Neuritenlange pro Zelle nach
Substanzbehandlung mit [B] (-)-6ga, [C] (+)-6qga, [D] (-)-6ra und [E] (+)-6ra. Dargestellt ist die
Neuritenlange pro Zelle jedes Einzelbildes als Datenpunkt, im Vergleich zur entsprechenden DMSO-
Kontrolle (n = 48 - 79). Mittelwert und Standardabweichung sind durch schwarze Linien dargestellit.
Statistische Signifikanz wurde durch einen Zweistichproben-t-test ermittelt (****: p < 0,0001; ***: p <
0,001; **: p < 0,01).
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Des Weiteren wurden auch die Parameter der Anzahl der Neuriten und Verzweigungspunkte
in Hinblick auf konzentrationsabh&ngige Effekte durch die neuroaktiven Secoyohimbane
getestet. Fir keine der Substanzen konnte dabei eine schrittweise Erh6hung der
Neuritenanzahl bei Erh6hung der applizierten Konzentration dargestellt werden. Die
deutlichste Erhéhung der Neuritenanzahl wurde nach Behandlung mit 1 uM (+)-6ra
gemessen (10,4 %). Auch die Positivkontrolle BDNF wies lediglich eine Steigerung von 13,5
% auf. Weitere Substanzen erhohten die durchschnittliche Neuritenanzahl um maximal 8,8 %
(Tabelle 6.6).

Tabelle 6.6: Konzentrationsabhéngige Effekte der ne urotrophen Secoyohimbane auf die
Neuritenanzahl in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit den angegebenen
Substanzkonzentrationen behandelt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung der
Neuritenanzahl pro Zelle der Einzelbilder im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle (n = 48 - 79).
Statistische Signifikanz wurde durch einen Zweistichproben-t-test ermittelt (****; p < 0,0001; **; p <

0,01). (Rhyn = Rhynchophyllin; Isorhyn = Isorhynchophyllin).

Substanz | Kontrolle Zu-/A[tz)ziahme
1uyM |1 1,9+£0,3 | 2,0£0,2 -0,7
()6ga | 5UM | 2,1£0,2 | 2,0£0,2 | + 8,8
10uM | 2,1+0,4 | 2,0%£0,2 + 8,0**
1uyM | 2,0+0,2 | 2,0£0,2 +0,5
(+)-6ga | 5uM | 2,0+0,2 | 2,002 -0,1
10uM | 2,1+0,2 | 2,0x0,2 + 6,5%*
1uM | 1,9+0,2 | 2,0+£0,2 -3,1
()-6ra | 5uM | 2,0£0,3 | 2,0+0,2 +2,8
10uM | 2,0+£0,2 | 2,0x£0,2 +21
(+)-6ra | 1uM | 2,2+02 | 2,0£0,2 | +10,4%
BDNF 21+04 | 1,8+£0,3 + 13,5
Rhyn 1,7+0,2 | 1,8+0,2 -54
Isorhyn 1,7+0,3 | 1,8+0,2 -7,1
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Konzentrationsabhangige Steigerungen konnten nach Behandlung mit den neurotrophen
Secoyohimbanen jedoch in Bezug auf die Verzweigungsanzahl bestimmt werden. Im Falle
von (-)-6ga bewirkte die Substanzbehandlung mit steigenden Konzentrationen eine
schrittweise prozentuale Zunahme der Anzahl an Verzweigungspunkten. Die ErhOhung stieg
von 6,8 % bei Applikation von 1 pM auf bis zu 47,2 % bei 10 uM. Ebenso wurde bei
Behandlung mit (-)-6ra eine Zunahme der Verzweigungsanzahl nur bei Konzentrationen von
5 — 10 pM detektiert, wahrend 1 puM der Verbindung keine Auswirkungen auf diesen
Parameter hatte. Im Falle von (+)-6ga war eine prozentuale Zunahme erst bei einer
Konzentration von 10 uM bestimmbar. Substanz (+)-6ra, die nur bei 1 UM getestet werden
konnte, wies die hochste Steigerung von 58,6 % auf, was eine grol3ere Steigerung als bei
der Positivkontrolle BDNF darstellte.

Tabelle 6.7: Konzentrationsabhéngige Effekte der ne  urotrophen Secoyohimbane auf die
Verzweigungsanzahl in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit den angegebenen
Substanzkonzentrationen behandelt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung der
Verzweigungsanzahl pro Zelle der Einzelbilder im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle (n = 80 -
81). Statistische Signifikanz wurde durch einen Zweistichproben-t-test ermittelt (****; p < 0,0001; ***; p
<0,001; **: p < 0,01; *: p < 0,05). (Rhyn = Rhynchophyllin; Isorhyn = Isorhynchophyllin).

Zu-/Abnahme

Substanz | Kontrolle (%]

1yM | 0,4+0,2 | 0,3%0,2 +6,8

()-6ga | 5uM | 05+0,2 | 0,3+0,2 | +33,2%*

10pM | 0,5+0,3 | 0,3%£0,2 + 47,2%**

1uM [ 0,3+0,2 | 0,3+0,2 +2,0
(+)-6ga | 5uM | 0,3+0,2 | 0,3+0,2 +0,7
10pM | 05+0,3 [ 0,3+£0,2 | + 44, 1%+
1uM | 0,3+0,2 | 0,3+0,2 - 12,8*
()>-6ra | 5uM | 0,5+0,4 | 0,3+0,2 +41,1%
10puM | 0,4+0,4 | 0,3+0,2 +32,6

(+)6ra | 1pM | 05+0,2 | 0,3+0,2 | + 58,6%***

BDNF 1,705 | 1,1+0,8 +51,8
Rhyn 05+0,1|05%£0,2 -85
Isorhyn 05+0,2 | 0,5+0,2 -5,9
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6.5 Identifizierung von aktiven Substanzen aus eine r Iridoid-inspirierten
Substanzbibliothek

Neurobiologische Effekte von natirlich  vorkommenden Iridoid-Glykosiden  und
Sesquiterpenoiden sind bereits bekannt.”® *#3 Deren Kernstrukturen dienten als pravalidierte
Startpunkte fir die Synthese entsprechender Substanzkollektionen. Eine solche
Substanzbibliothek wurde von Dr. Pierre-Yves Dakas am Max-Planck-Institut fir molekulare
Physiologie synthetisiert und beinhaltete Derivate von Naturstoffen mit dem Pentalenon-

bzw. Cyclopenta[c]pyranon-Grundgeriist.®!

Aufgrund der bekannten neuromodulatorischen Effekte von Iridoiden wurden 24 Vertreter der
Substanzkollektion auf neurotrophe Einflisse in priméaren hippokampalen Rattenneuronen
getestet. Bei diesen Untersuchungen von der Firma Neuro-Zone konnte die Substanz PYD2-
16Al1-1 mit einem erhohten Neuritenwachstum von 21,4 % bei Applikation einer
Konzentration von 1 pM ermittelt werden. Eine nachfolgende Testung von 10 pM der

Substanz ergab mit 6,4 % einen deutlich geringeren Wert (Anhang, Tabelle 13.5).

6.5.1 Phanotypische Effekte von Iridoid-inspirierte n Substanzen

Zunachst wurden HelLa-Zellen im zellbasierten Testverfahren auf phéanotypische
Veranderungen nach Behandlung mit 143 Substanzen dieser Kollektion untersucht. Hierzu
wurden die Zellen mit 30 UM jeder einzelnen Substanz behandelt und im Anschluss zur
Visualisierung der DNA sowie der Zytoskelett-Bestandteile Aktin und Tubulin
immunzytochemisch angeféarbt. Nach Applikation mit PYD1-72+247-1-1 und PYD1-237C-1
konnten zahlreiche abgerundete Zellen mit intensiver Tubulin- und Aktin-Farbung detektiert
werden. Eine dritte Substanz, PYD1-235C-1, zeigte einen leichteren Effekt mit ebenfalls

einigen abgerundeten Zellen (Abbildung 6.30).
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Abbildung 6.30: Einfluss von Iridoid-inspirierten V erbindungen auf HeLa-Zellen

[A] Chemische Strukturen der Substanzen. [B] Beispielaufnahmen der Zellen nach Applikation von 30
MM der Substanzen Uber 24 h. Dargestellt sind DNA- (DAPI, blau), a-Tubulin- (FITC-gekoppelter a-
Tubulin-Antikérper, griin) und Aktinfarbung (TRITC-Phalloidin, rot) sowie ein entsprechendes
Uberlagerungsbild. MaRstabsbalken: 50 um.
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Die in Abbildung 6.30 dargestellten phanotypischen Veranderungen infolge der
Substanzapplikationen fuhrten zu der Vermutung von mitotischem Arrest. Durch eine
immunzytochemische Farbung von phospho-Histon H3 sollte daher der Anteil an mitotischen
Zellen  quantifiziert  werden. PYD1-72+247-1-1 und PYD1-237C-1  erhohten
konzentrationsabhéngig die Anzahl phospho-Histon H3-positiver Zellen bei einer
Konzentration von 50 pM um das Finffache, bei Applikation einer Konzentration von 25 pM
konnte eine Verdopplung der mitotischen Zellzahl gemessen werden (Abbildung 6.31). Fur
die dritte Substanz PYD1-235C-1 wurde keine deutliche Erh6hung der mitotischen Zellzahl

ermittelt.
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Abbildung 6.31: Quantitative Analyse von mitotische n HelLa-Zellen nach Behandlung mit PYD1-
237C-1 und PYD1-72+247-1-1

[A] Beispielaufnahmen der Zellen nach Applikation von 30 uM der Substanzen Uber 24 h. Dargestellt
sind DNA- (DAPI, blau) und phospho-Histon H3-Férbung (anti-phospho-Histon H3 Alexa 594, rot).
MalRstabsbalken: 50 pm. Quantitative Analyse der mitotischen HelLa-Zellen nach Behandlung mit [B]
PYD1-237C-1 und [C] PYD1-72+247-1-1. Dargestellt ist der gemittelte Anteil an mitotischen Zellen
der Einzelbilder im Vergleich zur DMSO-Kontrolle + Standardabweichung (n = 10 — 18).
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6.5.2 Beeinflussung der Tubulin-Polymerisation durc h Iridoid-inspirierte
Substanzen

Die Iridoid-inspirierten Substanzen, die den Anteil an mitotischen HelLa-Zellen erhéhten,
wurden des Weiteren auch auf Beeinflussung der in vitro-Polymerisation von Tubulin
uberpruft. Beide Verbindungen wiesen eine Destabilisierung und damit reduzierte Tubulin-
Polymerisation auf. Im Vergleich zur DMSO-Vehikelkontrolle startete die Polymerisation in
Anwesenheit der Iridoid-inspirierten Substanzen verzogert nach wenigen Minuten und
erreichte bei einem geringeren Absorptionsniveau bereits eine Sattigung (Abbildung 6.32),

was dem Kurvenverlauf der destabilisierenden Kontrolle Nocodazol ahnelt.
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== DMSO  =———PYD1-72+247-1-1 PYD1-237C-1 Nocodazol

Abbildung 6.32: Einfluss der Iridoid-inspirierten S ubstanzen auf die in vitro-Polymerisation von
Tubulin

50 UM der Testsubstanzen bzw. 1 puM Nocodazol wurden mit 10 uM Tubulin fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur und fur 20 Minuten auf Eis zur erneuten Depolymerisation inkubiert. GTP wurde
unmittelbar vor dem Start der Messung appliziert. Die Absorptionsmessung bei 340 nm erfolgte jede
30 s uber eine Zeitspanne von 60 Minuten. Die erhaltenen Absorptionswerte wurden fir jede
Substanz auf den Wert O bei Zeitpunkt t = 0 normalisiert. Dargestellt ist ein reprasentativer Datensatz
(n=23).

6.5.3 Neuromodulatorische Effekte von Iridoid-inspi rierten Substanzen

Aufgrund des bekannten neuromodulatorischen Potenzials von Iridoiden und entsprechend
inspirierten Verbindungen, verstarkt durch initiale Untersuchungen der Firma Neuro-Zone,
wurden 56 Verbindungen der Substanzbibliothek von Dr. Pierre-Yves Dakas auf neurotrophe

Effekte in SH-SY5Y-Zellen getestet. Keine der getesteten Substanzen zeigte jedoch einen
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deutlichen neurotrophen Effekt auf die Zellen. PYD2-60B-22-2 wies mit 38 % die hochste
Steigerung auf, wobei eine starke Varianz innerhalb  der  einzelnen
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen festgestellt wurde und dadurch ein deutlicher Effekt

auf das Neuritenwachstum nicht identifiziert werden konnte (Anhang, Tabelle 13.6).

Eine weitere Iridoid-inspirierte Substanzkollektion wurde von Dr. Peter Schréder wahrend
seiner Promotion am Max-Planck-Institut fir molekulare Physiologie synthetisiert. Hieraus
wurden ebenfalls 52 Substanzen auf mdgliche neurotrophe Effekte in SH-SY5Y-Zellen
untersucht, wobei auch hier keine Verbindung mit deutlichem Einfluss auf das
Neuritenwachstum identifiziert werden konnte (Anhang, Tabelle 13.7). Die Verbindungen
PS598S und PS629S wiesen Steigerungen des Neuritenwachstums von 43 — 46 % auf,
wobei aufgrund von starker Varianz ebenfalls nicht von einem deutlichen Effekt gesprochen
werden konnte. Ebenso waren phénotypische Verdnderungen der Zellen anhand der
fluoreszenzmikroskopischen Daten nicht auszumachen. PS402S bewirkte zudem
Zytotoxizitat bei einer applizierten Konzentration von 10 pM, wohingegen alle weiteren

Verbindungen als inaktiv auf die Neuroblastomzellen identifiziert wurden.

6.6 Identifizierung von Sulfonylpyrimidinen als kov alente HSET-Inhibitoren

Zur ldentifizierung von Inhibitoren des mitotischen Kinesins HSET wurden zunachst 150000
Verbindungen in einem in vitro-Screening auf HSET-Inhibition Uberprift. Das Screening
wurde vom Compound Management and Screening Center (COMAS) in Dortmund
durchgefuihrt. Die Substanzen wurden unter Zuhilfenahme des kommerziell erhéltlichen
ADP-Glo™ ATPase-Testsystems auf Inhibition der aufgereinigten HSET-Motordoméane im
Beisein von vorpolymerisierten Mikrotubuli getestet. Das ADP-Glo™-Testsystem basiert auf
der Rickbildung von ADP, welches in der ATPase-Reaktion des Kinesins entstanden ist,
zum ursprunglichen ATP. Durch eine Luziferin/Luziferase-Reaktion kann die Menge des neu

generierten ATP mit Hilfe eines Plattenlesers bestimmt werden.#*!

6.6.1 Identifizierung und Bestatigung von 236038 al s HSET-Inhibitor durch
zellbasierte Untersuchungen

Das initiale Screening identifizierte ca. 600 niedermolekulare Substanzen, welche HSET
inhibierten. Weiterfihrende Untersuchungen ergaben ICs-Werte im Bereich von 1 — 50 pM.
Ungefahr 10 % der identifizierten Molekiile wurden bereits zu diesem Zeitpunkt von weiteren

Untersuchungen ausgeschlossen, da sie als Tubulin-bindende Molekiile beschrieben sind
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oder als Luziferase-Inhibitoren detektiert wurden. Letzteres wurde in einem zweiten
Screening im COMAS evaluiert. Da Interaktionen der Verbindungen mit Mikrotubuli und/oder
Luziferase zu Interferenzen bei der Messung fuhren kénnen, wurden diese Substanzen nicht
weiter untersucht. Mit den dbrigen Substanzen erfolgten im Anschluss zellbasierte
Experimente zur Bestimmung phanotypischer Ver&nderungen sowie zur quantitativen
Analyse von mitotischem Arrest nach Behandlung mit den Verbindungen. Die zellbasierten
Untersuchungen wurden von M.Sc. Mylene Huibecker und Beate Scholermann am Max-
Planck-Institut fir molekulare Physiologie durchgefiihrt™®® und fiihrten zur Identifizierung
einiger Verbindungen, die nach 24-stindiger Behandlung sowohl die Bildung multipolarer
Spindeln als auch eine deutlich erhéhte Anzahl mitotischer Zellen und somit mitotischen
Arrest in HeLa-Zellen auslosten. Die potenteste Substanz war hierbei das Sulfonylpyrimidin
236038, das HSET mit einem ICso-Wert von 3,9 pM inhibierte und den gewinschten
Phanotyp einer HSET-Inhibition zeigte: Nach der Behandlung mit einer Konzentration von 25
MM konnten mittels einer Phospho-Histon H3-Farbung 23,7 % mitotische Zellen
nachgewiesen werden, was einer zehnfachen Erhéhung im Vergleich zu DMSO-behandelten
Zellen entsprach. Von den mitotischen Zellen wies ein Grof3teil multipolare Spindeln auf
(Abbildung 6.33B).

In einem weiterfihrenden Experiment wurde die Rickbildung von bipolaren Strukturen nach
Inhibition des Kinesins Eg5 untersucht. Da Eg5 als Kinesin in Richtung der Plus-Enden von
Mikrotubuli orientiert ist, ist seine Wirkung der von HSET entgegengesetzt. Werden sowohl
Eg5 als auch HSET inhibiert, fuhrt dies zur Bildung von sogenannten pseudo-bipolaren
Spindeln, da zwei der hauptsachlichen Vertreter der nach innen und auf3en gerichteten
Kréafte bei der Bildung der mitotischen Spindel nicht funktional sind, was beispielsweise bei
gleichzeitiger Inhibition von Eg5 und Dynein der Fall ist.*®! Auch im Fall von 236038 konnte
der gewunschte Phanotyp nachgewiesen werden, nachdem die Zellen mit 25 pM 236038

und 2 uM des Eg5-Inhibitors STLC behandelt worden waren.

Des Weiteren wurde 236038 auch unter identischen Bedingungen an der Brustkrebszelllinie
BT-549 getestet (Abbildung 6.33C). Die Zellpopulation zeichnet sich durch einen hohen
Anteil an Zellen mit amplifizierten Zentrosomen aus: Insgesamt weisen 45 % der Zellen mehr
als zwei Zentrosomen auf, darunter sind in der Mitose 31 % gruppierte, 11 % multipolare
Spindeln und 3 % bipolare Spindeln mit zuséatzlichen Zentrosomen entlang der mitotischen
Spindel.”™ Daher ist diese Zelllinie besser zur Untersuchung von HSET-Inhibitoren geeignet
als HelLa-Zellen, die lediglich 11 % Zellen mit zusatzlichen Zentrosomen aufweisen.!’”!
Interessanterweise war der Effekt der Substanz bei beiden Zelllinien &hnlich stark, da auch

BT-549-Zellen nach Behandlung mit 25 uM 236038 eine hohe Anzahl mitotischer Zellen mit
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entgruppierten Zentrosomen zeigten. Anhand des hdheren Anteils an Zellen mit

amplifizierten Zentrosomen ware ein starkerer Effekt in BT-549-Zellen erwartet worden.
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Abbildung 6.33: Effekte des Sulfonylpyrimidins 2360 38 auf HeLa- und BT-549-Zellen

[A] Chemische Struktur von 236038. Beispielaufnahmen von [B] HeLa-Zellen nach Behandlung mit 25
MM 236038 und / oder 2 uM STLC und von [C] BT-549-Zellen nach Behandlung mit 25 uM 236038.
Dargestellt sind Uberlagerungsabbildungen der DNA- (blau, DAPI), a-Tubulin- (griin, a-Tubulin-
Antikorper und Alexa 488-gekoppelter Nachweisantikorper) und Perizentrin-Farbung (rot, Perizentrin-
Antikorper und Alexa 594-gekoppelter Nachweisantikorper). WeilRe Pfeile markieren Zellen, die im
entsprechenden Kasten als Nahaufnahme dargestellt sind. MaR3stabsbalken: 50 pm.
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6.6.2 Validierung der HSET-Bindung durch die  in vitro Peptid-Fangmethode

Aufgrund der Sulfonylgruppe wurde ein kovalenter Bindungsmechanismus fiur 236038
vermutet. Als Anhaltspunkt diente hierbei die niedermolekulare Substanz 4-(3-
Benzyloxy)phenyl)-2-Ethylsulfinyl-6-(Trifluoromethyl)pyrimidin  (BETP), ein allosterischer
Modulator des Glucagon-ahnlichen Peptid-1-Rezeptors (GLP-1R). Die Verbindung besitzt als
Kernstruktur ebenfalls eine Sulfonylpyrimidingruppe und bindet spezifisch Cysteinreste im
Zielprotein."®! zur Verifizierung dieser Vermutung wurde die sogenannte in vitro Peptid-
Fangmethode gewahlt.'®! Bei diesem Verfahren wird ein Testpeptid mit dem Inhibitor
behandelt und massenspektrometrisch vermessen. Durch Bindung des Inhibitors erhdht sich
die Masse des Peptids um das entsprechende Molekulargewicht, wodurch die
Peptidmodifikation Uber die Massenzunahme bestimmt werden kann. Dieser Ansatz wurde
im Fall der HSET-Inhibition durch die Sulfonylpyrimidine auf Proteinebene transferiert:
Aufgereinigtes HSET wurde mit der Substanz inkubiert und im Anschluss tryptisch verdaut,
bevor die einzelnen Peptide auf etwaige Massenzunahmen Uberprift wurden. Diese
Untersuchungen wurden von Beate Schdlermann am Max-Planck-Institut fir molekulare
Physiologie durchgefuhrt und bestétigten die Vermutung einer kovalenten Modifikation von
HSET durch 236038. Es konnte eine Bindung an die Cysteine Cys258 und Cys436
nachgewiesen, die Bindung an Cys143 und Cys178 wurde aufgrund der erhaltenen Daten
vermutet, konnte jedoch nicht bestétigt werden. In einem parallelen Experiment war auch
eine kovalente Bindung an Eg5 nachweisbar, hierbei sowie in allen weiteren Proben wurde
jedoch keine hochauflésende Messung und somit keine detaillierte Analyse der Bindestellen
durchgefuhrt. Fur Cystein-bindende elektrophile Moleklle wurde in der Originalpublikation
das Testpeptid Ac-YACAKASAHA eingesetzt, welches von Sascha Gentz (Max-Planck-
Institut fir molekulare Physiologie, Dortmund) synthetisiert wurde, und ebenfalls in die
Untersuchungen miteinbezogen wurde. Eine Bindung an Ac-YACAKASAHA konnte fur
236038 ebenfalls gemessen werden. Die nicht-reaktive Salizylsdure diente als
Negativkontrolle bei allen Messungen und reagierte nicht mit dem Testpeptid (Abbildung
6.34).

Unter Miteinbeziehung des nicht-reagierenden Teils des Peptids wurde eine Bindung des 4-
Trifluoromethylpyrimidins an den entsprechenden Cysteinrest vermutet, wobei sich der
restliche Teil des Molekiils unter Protonierung und einhergehender Bildung einer

Sulfonséure abspaltet.
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Abbildung 6.34: Validierung der kovalenten Bindung von 236038 an HSET mit der in vitro

Peptid-Fangmethode

[A] Bindungsstudien der Substanz an HSET, Eg5 und das Testpeptid Ac-YACAKASAHA sowie der
Negativkontrolle Salizylsaure an das Testpeptid Ac-YACAKASAHA. 75 pg aufgereinigtes HSET wurde
mit 50 uM 236038 fir 2 h inkubiert und mit 1,5 pg Trypsin verdaut und umgehend analysiert (Eg5, Ac-
YACAKASAHA) oder Uber Stage Tips fir eine hochauflésende Messung weiter aufgereinigt (HSET).
[B] Bindungsmechanismus von 236038 an Cysteine anhand der massenspektrometrischen Daten.

Zusatzlich zu 236038 wurden im Zuge des Screenings auch weitere Sulfonylpyrimidine aus
derselben Substanzbibliothek als in vitro HSET-Inhibitoren identifiziert, die zum groRRen Tell
ICso-Werte im niedrigen mikromolaren Bereich aufwiesen. Die Substanzen wurden wie
236038 mit der Peptid-Fangmethode getestet. Fir alle Verbindungen konnte ebenfalls eine
HSET
Bindungsmechanismus wie 236038 folgt. Fir den Grof3teil der Substanzen wurde aul3erdem
die Bindung an Eg5 und das Testpeptid Ac-YACAKASAHA Uberprift, auch hier konnte in
allen Fallen eine kovalente Modifikation beobachtet werden. Lediglich flir Substanz 237157

kovalente  Modifikation  von gezeigt werden, welche dem gleichen

wurde die Bindung an Eg5 und das Testpeptid nicht getestet.
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Alle Sulfonylpyrimidine wurden zur Validierung ihrer Aktivitdt erneut mit dem ADP-Glo™-
Testsystem gemessen. Hierbei wurde berticksichtigt, dass aufgrund der kovalenten Bindung
konventionelle 1Cso-Analysen nicht aussagekraftig sein konnen, sollte nicht explizit auf
einheitliche experimentelle Bedingungen geachtet werden. Die Bindung eines kovalenten
Inhibitors ndhert sich Gber die Zeit der vollstdndigen Hemmung des Zielproteins an, so dass
die Bestimmung von ICs,-Werten zu verschiedenen Zeitpunkten keine vergleichbaren
Ergebnisse liefern konnen.™® Daher erfolgte die 1Cso-Bestimmung stringent bei identischen
Inkubationszeiten. Die Ergebnisse werden daher im Folgenden als apparente ICso-Werte
(ICs0 app) bezeichnet. Im Rahmen des Screenings wurden durch das COMAS-Team [Cs,-
Werte im Bereich von 2,1 — 12,0 uM bestimmt (Tabelle 6.8, ICs; 550 COMAS), die am Max-
Planck-Institut fir molekulare Physiologie zum grof3en Teil bestatigt werden konnten (Tabelle
6.8, ICso app MPI). Die Validierung der Ergebnisse wurde von Emiko Sanada in der
Arbeitsgruppe von Dr. Nobumoto Watanabe (RIKEN Center for Sustainable Resource
Science, Wako, Japan) durchgefiihrt. Hierbei wurde ein apparenter ICso von 12 uM fir die
HSET-Inhibition durch 236038 bestimmt, was einen schwacheren Effekt darstellt als im
urspriinglichen Screening. Dort war unter Verwendung identischer experimenteller
Bedingungen ein ICs 45 VON 3,9 UM detektiert worden. Eine @hnlich schwachere Aktivitat war
auch fir die Sulfonylpyrimidine 236040 und 236054 messbar. Die Substanzen 236034,
236035 und 237157 zeigten einen potenteren Effekt mit 1Csg 5pp-Werten im Bereich von 3,5 —
6,2 uM und wiesen damit eine Aktivitdt in einem &ahnlichen Bereich wie in den vorherigen
Messungen auf. 236056 zeigte im urspringlichen Screening mit 12 uM die schwéachste
Aktivitat, bei der Validierung wurde ein ICsy 55, VOn 21 puM detektiert. Fur die Substanz
236037 konnte der inhibitorische Effekt nicht bestéatigt werden: Nachdem zuvor Werte von
2,4 uM und 3,4 pM detektiert wurden, war bei den Validierungsmessungen keine Aktivitat

nachweisbar (Tabelle 6.8).

Im Gegensatz zu 236038 fiuhrte eine Behandlung mit den anderen Sulfonylpyrimidinen in
HelLa-Zellen unter den identischen Bedingungen jedoch nicht zu mitotischem Arrest und der
Entwicklung multipolarer Spindeln. Die Zellen wiesen keine phanotypischen Verénderungen
im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen auf. Mit Hilfe von Lebendzellexperimenten konnte
auch ein zytotoxischer Einfluss dieser Substanzen gezeigt werden, jedoch erst zu einem
spateren Zeitpunkt als 236038. Dieser verzogerte Effekt kdnnte aus einer schwéacheren

Zellpenetration der Verbindungen resultieren.
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Tabelle 6.8: Bindungsverhalten der Sulfonylpyrimidi ne und apparente IC go-Werte fur HSET

Die Bestimmung der ICsy app-Werte wurde von Emiko Sanada (RIKEN Center for Sustainable
Resource Science, Wako, Japan) durchgefuhrt. Dargestellt sind gemittelte Messwerte aus drei
technischen Replikaten. (+: kovalente Bindung nachgewiesen; n.d.: keine Messung durchgefihrt).
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Die Inhibition des Kinesins HSET durch Sulfonylpyrimidine konnte somit durch die
Bindungsstudien sowie durch drei individuelle Bestimmungen der ICsy app-Werte mit
identischem Protokoll verifiziert werden. Anhand der chemischen Strukturen der Inhibitoren
kann die Substanz 237157 als GrundgerUst der Inhibitoren definiert werden. Die Substanz
tragt das Sulfonylpyrimidin-Kerngerust mit den Thiophen- und Trifluoromethylsubstituenten,
die sich in allen weiteren Substanzen wiederentdecken lassen. Die einzelnen Verbindungen
unterscheiden sich daher lediglich durch die Alkylgruppe und das Amid, welches starke
Variationen unter den acht Substanzen aufweist. Die Wichtigkeit der einzelnen Substituenten
wird zu einem spateren Zeitpunkt in dieser Arbeit in einer Struktur-Aktivitats-Beziehung
dargestellt (Kapitel 6.6.7).

6.6.3 Validierung der HSET-Inhibition durch den bek  annten Inhibitor AZ82

AZ82 sollte aufgrund seiner starken und selektiven HSET-Inhibition als Kontrollsubstanz fur
nachfolgende Experimente verwendet werden. Dazu wurde zunachst die Inhibition der
ATPase-Aktivitdt von HSET mit Hilfe des etablierten ADP-Glo™-Testsystems Uberpruft. Zum
einen wurde die Wirksamkeit des Inhibitors bei der ATP-Konzentration von 75 uM getestet,
des Weiteren auch die fir AZ82 beschriebene ATP-Kompetition, wozu die ATP-
Konzentration schrittweise auf 400 uM erhéht wurde. Jedoch war es nicht mdglich den
publizierten Effekt von AZ82 mit Hilfe des ADP-Glo™-Testsystems darzustellen. Bei
Verwendung einer ATP-Konzentration von 75 uM, welche ebenfalls fur die urspringliche
Charakterisierung von AZ82 genutzt wurde, wurde ein ICsg 45, VONn 3,6 UM gemessen. Dies
entspricht einer etwa zehnfach schwacheren Aktivitat im Vergleich zu der publizierten
Aktivitat von 0,3 uM. Ebenso konnte keine ATP-kompetitive Inhibition mit dem ADP-Glo™-
Testsystem nachgewiesen werden, da fir héhere ATP-Konzentrationen ICso-Werte von 4,6

bzw. 3,4 UM gemessen wurden.

Wu et al. nutzten bei ihrer Charakterisierung von AZ82 ein Testsystem, das auf der
Komplexierung von wahrend der ATPase-Reaktion freigesetztem Phosphat mit Malachitgriin
basiert.”®! Dieses Testsystem wurde im Folgenden mit Hilfe eines kommerziell erhéltlichen
Kits getestet. Die Messungen erfolgten unter Verwendung der identischen Puffer- und
Inkubationsbedingungen, ansonsten wurde nach Angabe des Herstellers verfahren. Mit Hilfe
des Malachitgriin-Testsystems konnte der publizierte Effekt bestatigt werden. Bei Zugabe
von 75 pM ATP wurde ein 1Cso-Wert von 0,1 uM gemessen, womit die Aktivitat gegeniber
der publizierten Inhibition sogar leicht gesteigert werden konnte. Der apparente 1Cs, stieg bei

einer schrittweisen Erhohung der ATP-Konzentration auf 400 uM ATP auf 0,5 pM an,
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wodurch der ATP-kompetitive Wirkmechanismus von AZ82 mit publizierten Konditionen

verifiziert werden konnte (Abbildung 6.35).
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Abbildung 6.35: ATP-kompetitive HSET-Inhibition dur ~ ch AZ82

[A] Chemische Struktur von AZ82. Die HSET-Inhibition durch 0,015 — 100 uM AZ82 wurde unter
Zugabe von 75, 200 und 400 uM ATP mittels [B] ADP-Glo™ und [C] Malachite Green Phosphate
Assay Kit gemessen. Reprasentative Ergebnisse mit beiden Testsystemen sind dargestellt (n = 3).
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AZ82-Behandlung fuhrt zur Bildung von multipolaren Spindeln durch Verhinderung der
Gruppierung von Zentrosomen in Folge der Inhibierung von HSET. Dieser Effekt wurde
bereits bei einer Konzentration von 0,4 pM in BT-549-Zellen beobachtet. Zuséatzlich treten
zytotoxische Effekte ab einer Konzentration von 4 pM auf.®® Zellbasierte Untersuchungen
mit AZ82 wurden in dieser Arbeit mit MDA-MB-231-Zellen durchgefuhrt, die ebenso wie BT-
549-Zellen eine hohe Anzahl an Zellen mit multiplen Zentrosomen aufweisen.’” Die Zellen
wurden zunéchst durch Behandlung mit 2 mM Thymidin in der G,/S-Phase synchronisiert, %l
um die Anzahl mitotischer Zellen zu erhéhen und die Wirkungsweise von AZ82 effektiver
untersuchen zu kdnnen. Nach Beendigung des Thymidinblocks und Zugabe verschiedener
Konzentrationen von AZ82 konnten jedoch keine multipolaren Spindeln bei erneutem Eintritt
in die Mitose beobachtet werden. Vielmehr waren nach Substanzbehandlung in allen Proben
ausschlie3lich bipolare Spindeln auszumachen. Weitere Effekte nach Substanzapplikation
waren ebenfalls nicht ermittelbar, da mit bis zu 10 uM AZ82 behandelte MDA-MB-231-Zellen
keine phanotypischen Veranderungen zu der entsprechenden DMSO-Kontrolle aufwiesen
(Abbildung 6.36). Zudem konnte der publizierte zytotoxische Effekt nicht verifiziert werden.
Erst bei Konzentrationen ab 20 uM konnte Zytotoxizitat in MDA-MB-231 beobachtet werden.

Abbildung 6.36: Zellbasierte Untersuchungen der HSE  T-Inhibition durch AZ82

Nach 16-stindigem Thymidin-Block wurden MDA-MB-231-Zellen fir 8 h mit verschiedenen AZ82-
Konzentrationen behandelt. Dargestellt sind Beispielaufnahmen von MDA-MB-231-Zellen nach
Substanzapplikation mit Uberlagerung der DNA- (blau, DAPI), a-Tubulin- (griin, FITC-gekoppelter a-
Tubulin-Antikérper) und Perizentrin-Farbung (rot, Perizentrin-Antikdrper und Alexa 594-gekoppelter
Nachweisantikérper). WeilRe Pfeile markieren Zellen, die im entsprechenden Kasten als Nahaufnahme
dargestellt sind. MaRstabsbalken: 50 um.
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6.6.4 Problemlosungsansatze zu biochemischen Unters  uchungen von HSET-
Inhibitoren

Nachdem der inhibitorische Effekt von AZ82 lediglich mit Hilfe des Malachitgriin-Testsystems
bestétigt werden konnte, wurden auch die Sulfonylpyrimidine unter diesen Bedingungen
getestet. Fur keine der Substanzen konnte in diesem Testsystem das inhibitorische Potenzial
bestétigt werden, obwohl Konzentrationen von 50 uM eingesetzt wurden. Es konnte eine
maximale HSET-Inhibition von 15 % bestimmt werden. Daher wurden umfangreiche
Problemlésungsansétze durchgefuhrt, um die experimentellen Bedingungen zu modifizieren,
so dass eine HSET-Inhibition aller Substanzen unter den identischen Bedingungen
nachweisbar war. AbschlieRend konnte der Grund in der unterschiedlichen
Pufferzusammensetzung ausgemacht werden, da die Inhibition durch die Sulfonylpyrimidine
unter Verwendung des ADP-Glo™-Puffers im Malachitgrin-Testsystem gemessen werden
konnte. Jedoch war die Aktivitdt von AZ82 hierbei deutlich geringer als unter den publizierten
Pufferbedingungen. Insgesamt war jedoch die Bestimmung der Inhibition der HSET-ATPase-

Aktivitat unter diesen Bedingungen fur AZ82 und die Sulfonylpyrimidine mdglich.

Wahrend der Bearbeitung der Problemlésungsansatze wurde die Inhibition von HSET durch
die Testsubstanzen mit Hilfe eines enzymgekoppelten ATPase-Testsystems in der Abteilung

fur molekulare Genetik (Prof. Dr. Thomas U. Mayer) an der Universitat Konstanz untersucht.

Die Ergebnisse des enzymgekoppelten Testsystems bestatigten die starke Enzyminhibition
durch die Sulfonylpyrimidine nach Zugabe einer Konzentration von 50 uM. Im Beisein des
Reduktionsmittels DTT (1 mM) nahm die Inhibition der ATPase-Aktivitat von HSET zum Teil
rapide ab. Fur die Substanz 236038 war eine geringere Abnahme nach DTT-Zugabe zu
erkennen (ca. 22 %), wohingegen die Inhibition durch 236037 nur noch 20 % betrug,
nachdem dieses Sulfonylpyrimidin HSET im urspringlichen ADP-Glo™-Puffer zu 80 %
inhibierte. Ein dhnlicher Effekt der Substanzen konnte bei Zugabe von 10 mM Glutathion
(GSH) zum Reaktionsansatz beobachtet werden. Ebenso war die Abnahme der Aktivitat im
Beisein von 1 mM DTT fur ausgewahlte Substanzen auch im ADP-Glo™-Testsystem
nachweisbar. AZ82 zeigte keinerlei abgeschwachte Inhibition im Beisein von 1 mM DTT,
sondern inhibierte HSET in demselben MafRe wie in den vorherigen Untersuchungen
(Abbildung 6.37).
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Abbildung 6.37: HSET-Inhibition durch Sulfonylpyrim idine unter Zugabe von DTT

50 uM jeder Substanz wurde mit Hilfe des enzymgekoppelten Testsystems (ECA) mit / ohne 1 mM
DTT und mit dem ADP-Glo™-Testsystem auf Inhibierung von HSET d{berprift. Fir die Thiol-
abhangige Inhibition von HSET wurden verschiedene Bedingungen getestet, so dass zum Tell
lediglich ein technisches Replikat pro Bedingung gemessen wurde. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardabweichung (n = 1 — 3).

6.6.5 Thiol-abhangige Aktivitat von Sulfonylpyrimid inen

Aufgrund der schwachen Aktivitat bei der Zugabe von Thiolverbindungen und sowie der
enthaltenen Sulfonylgruppe der Inhibitoren wurde ein partielles Abfangen der Inhibitoren
durch Thiole vermutet. Zur Uberpriifung dieser These wurde die Stabilitat der Substanzen
nach Inkubation in einer GSH-L&sung getestet: Eingesetzt wurde eine Konzentration von 25
UM, die bereits in den zellbasierten Assays verwendet wurde. Die Proben wurden bei 37 °C
fur 24 h inkubiert, um ahnliche Bedingungen wie in den zellularen Untersuchungen zu
ermdglichen. Da exakte durchschnittliche Thiolkonzentrationen fr die verwendeten Zelllinien
nicht ermittelt werden konnten, wurde eine GSH-Konzentration von 5 mM eingesetzt, da die
durchschnittliche intrazelluldre Thiol-Konzentration im Bereich von 0,5 — 10 mM liegt.*®® Als
potenzielle Reaktion wurde ein Addukt aus GSH mit dem Thiophen-substituierten Pyrimidin
angenommen. Unter Bildung einer Sulfonsdure wirde der dbrige Teil des Molekils
abgespalten, was dem Reaktionsmechanismus der Bindung der Substanz an HSET
entspricht.

Ohne Zugabe von GSH war in den Spektren ein einzelner Peak nachweisbar, der die
Substanz 236038 reprasentierte. Nach Thiolzugabe konnten zwei zusétzliche Peaks
detektiert werden, bei denen es sich um das vermutete Produkt und das abgespaltene

Fragment handelte. Ein betrachtlicher Teil der applizierten Substanz konnte jedoch auch
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nach 24-stiindiger Inkubation in GSH als intakte Substanz identifiziert werden. Fir die
restlichen Sulfonylpyrimidine wurden unterschiedlich hohe Anteile an intakter Substanz
detektiert. Fir AZ82 wurde keine Reaktion mit GSH nachgewiesen, auch nach einer
Inkubation mit dem Thiol wurde lediglich ein Peak detektiert, der intaktes AZ82
reprasentierte (Abbildung 6.38).
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Abbildung 6.38: Reaktivitat von 236038 und AZ82 mit  GSH

[A-B] LC-MS-Spektren von [A] 236038 und [B] AZ82 nach 24-stiindiger Inkubation mit 5 mM GSH bei
37 °C mit den entsprechenden Strukturen. [C] Reaktionsprodukt von 236038 und GSH.
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6.6.6 Validierung der intrazellularen kovalenten HS  ET-Bindung mit dem
Cellular thermal shift assay (CETSA)

Die vorstehend beschriebenen Experimente wiesen das Sulfonylpyrimidin 236038 als einen
kovalenten HSET-Inhibitor aus, der in vitro mit Thiolen reagiert, was die Wirksamkeit der
Verbindung im zellularen Umfeld abschwédchen kann. Nach Bestimmung der
massenspektrometrischen Daten zur Reaktivitdt mit Thiolverbindungen wurde jedoch
angenommen, dass die nach Thiol-Behandlung weiterhin intakte Substanzmenge
ausreichend ist, um das Zielprotein HSET intrazellular binden und modifizieren zu kénnen.
Um die intrazellulare Bindung nachzuweisen, wurde die Modifizierung des Schmelzpunktes
des Proteins mit Hilfe des Cellular thermal shift assay (CETSA) untersucht. Die Methode
basiert auf der Destabilisierung nativer Proteine durch Temperatureinfluss, was durch
Bindung eines Inhibitors beeinflusst werden kann. Durch Erhitzen identischer Proben auf
verschiedene Temperaturen kénnen madgliche Unterschiede der Schmelztemperatur
zwischen DMSO- und Substanz-behandelten Proben bestimmt werden und die Bindung

eines Inhibitors aufzeigen.*?

Initiale Experimente wurden mit BT-549-Zellen durchgefiihrt, welche auch fur die Analyse der
Multipolaritat nach Behandlung mit 236038 verwendet worden waren (Kapitel 6.6.1). Die
HSET-Expression in dieser Zelllinie war jedoch zu gering, so dass die Bandenintensitat der
Immunoblots entsprechend schwach ausfiel und eine verlassliche Quantifizierung der
Ergebnisse nicht moglich war. Daher wurden MDA-MB-231-Zellen verwendet, die mit DMSO
bzw. 10 uM 236038 behandelt und auf Temperaturen im Bereich von 40,0 — 54,5 °C erhitzt
wurden. Der Schwerpunkt des Temperaturbereiches wurde dabei auf den Bereich von ca. 48
— 51 °C gelegt, da die Proteinstabilitat in diesem Bereich deutlich abnahm und somit eine
abrupte Abnahme der Bandenintensitat auf dem Immunoblot zu verzeichnen war. Eine
deutliche Verschiebung des Schmelzpunktes nach vorheriger Substanzapplikation konnte
jedoch auch nach Anpassung des Temperaturbereiches nicht nachgewiesen werden.
Abbildung 6.39 zeigt ein reprasentatives Experiment, in dem eine leichte Verschiebung
beobachtet wurde, jedoch konnte dieses Resultat in folgenden Messungen nicht bestétigt

werden.
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Abbildung 6.39: Untersuchung der intrazellularen Bi ndung von HSET durch 236038

MDA-MB-231-Zellen wurden fir 24 h mit 10 uM 236038 behandelt und die einzelnen Lysate auf
Temperaturen im Bereich von 40,0 — 54,4 °C erhitzt. HSET wurde mit Hilfe eines Immunoblots mit
einem entsprechenden Antikérper detektiert. Dargestellt sind reprasentative Abbildungen von
Immunoblots mit [A] DMSO- und [B] 236038-behandelten Lysaten. [C] Die entsprechenden
Proteinbanden wurden mit Hilfe der ImageStudio-Software auf die Bandenintensitat der niedrigsten
Temperatur (40,0 °C) normiert (definiert als 100).

6.6.7 Struktur-Aktivitats-Beziehung der  Inhibition von HSET durch
Sulfonylpyrimidine

Zum besseren Verstandnis der kovalenten Interaktion der Sulfonylpyrimidine mit HSET,
wurde eine systematische Struktur-Aktivitats-Beziehung erstellt. Hierbei wurden alle Derivate
bertcksichtigt, die im Verlauf des Projekts von Dr. Erchang Shang (Max-Planck-Institut fur
molekulare Physiologie) und Kenshirou Shimizu (RIKEN Center for Sustainable Resource
Science, Wako, Japan) synthetisiert wurden. Die Struktur-Aktivitats-Beziehung wurde von Dr.

Erchang Shang basierend auf der Verbindung 236035 angefertigt, welche im Screening des
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COMAS identifiziert und spéater ebenfalls als kovalenter HSET-Inhibitor verifiziert worden
war. Bei der Validierung der Messungen im ADP-Glo™-Testsystem wurde ein 1Cs, von 19,6

MM bestimmt.

Anhand der Aktivitdt konnten zunachst die Sulfonylgruppe und der Trifluoromethyl-
Substituent als essentiell fir die HSET-Inhibition dieser Substanzklasse festgesetzt werden.
Fur keinen der alternativen Substituenten war eine Inhibition gegen die ATPase-Aktivitat der
HSET-Motordomane feststellbar (MA-006, -007, -050, -052, -053, -077, Anhang, Abbildung
13.1 und Abbildung 13.2).

Von Dr. Erchang Shang wurden Derivate zur Charakterisierung des Thiophen-Substituenten
am Pyrimidin synthetisiert. Ein Austausch des Thiophens durch Furan oder Benzol fihrte zu
einem zweifachen Anstieg der Aktivitat (est-001, -002). Die Einfliihrung einer meta-Chloro-
Substitution ergab eine drei- bis flinffache Verbesserung der Aktivitat (est-010, -029). Des
Weiteren betrugen die ICs-Werte bei 2,3- oder 3,5-Disubstitutionen 3,9 — 5,1 uM (est-012, -
021, -022), wahrend Multisubstitutionen oder sperrige Gruppen zu verminderter Inhibition
fuhrten (est-004, -018, -024). Insgesamt wurden meta-Chloro- oder 2,3-disubstituierte
aromatische Ringe als optimierte Gruppen fur diese Position identifiziert (Anhang, Abbildung
13.3).

Eine Substanzbibliothek mit Variationen der Amidgruppe wurde von Kenshirou Shimizu
synthetisiert. Die Einfihrung von 2,4-Dichlorobenzyl, 3,5-Difluorobenzyl oder Benzylethyl
(MA-015, -030, -033) fuhrte zu einer dreifach verstarkten HSET-Inhibition. Weitere Derivate
veranderten das inhibitorische Potenzial der Verbindung nicht oder nur geringfuigig, wahrend
die Einflhrung eines n-Hexyl-Amids mit 5,5 uM die starkste Aktivitat aufwies (MA-041). Die
Verwendung eines (CH,)s-Linkers ergab mit einem I1Cso von 5,9 uM eine deutliche Erhéhung
der Aktivitdt im Vergleich zur Ausgangssubstanz (MA-023, Anhang, Abbildung 13.4). Im
Vergleich mit anderen Substanzen konnte (CH,); als die passendste Linkerlange ermittelt
werden (MA-035, -023, -024, -065, -067, Anhang, Abbildung 13.5). Eine Verbindung mit
einem n-Hexyl-Amid und einem (CHp)s-Linker wurde im Zuge der Herstellung der
Substanzkollektionen jedoch nicht synthetisiert, so dass die Kombination beider Gruppen

nicht getestet werden konnte.

Abbildung 6.40 zeigt zusammenfassend die erlangten Informationen aus der Struktur-
Aktivitdts-Analyse unter Zuhilfenahme der synthetisierten Substanzkollektionen von Dr.
Erchang Shang und Kenshirou Shimizu. Eine gute Abgangsgruppe (Sulfon) und eine
elektronenziehende Gruppe (Trifluoromethyl) scheinen essentiell fir die kovalente Interaktion

mit HSET zu sein. Die Thiophen- und Amidsubstituenten sowie der Kohlenstofflinker zeigen
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einen gréReren Toleranzenbereich, fir den einige Substituenten gezeigt werden konnten, die
die Aktivitat der Verbindung steigern.

(CH,), optimierte Linkerldnge

CF; notwendig

| N\ n-Hexylamid fiihrt zu

@ NP N erhohter Aktivitit
n H

S0,>S0> 8

Aromatischer Ring notwendig,
meta-substituierte Ringsysteme
fuhren zu verstarkter Aktivitat

Abbildung  6.40: Zusammenfassung der  Struktur-Aktivi tats-Beziehung  ausgewahlter
Sulfonylpyrimidine

Farblich gekennzeichnete Substituenten wurden innerhalb der Substanzkollektionen von Dr. Erchang
Shang und Kenshirou Shimizu auf ihre Kontribution zur HSET-Inhibition untersucht. Die Struktur-

Aktivitats-Beziehung wurde von Dr. Erchang Shang basierend auf den ICsp-Werten aus dem ADP-
Glo™-Testsystem erarbeitet.
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7 Diskussion

7.1 Etablierung eines zellbasierten Testsystems zur Identifizierung
neuromodulatorischer Substanzen in SH-SY5Y-Zellen

Naturstoffe modulieren zahlreiche biologische Prozesse durch Beeinflussung von
Signaltransduktionswegen. Dabei werden Proteinbestandteile dieser Signalwege, z.B.
Kinasen oder Rezeptoren, direkt gebunden.”? Solche Beeinflussungen biologischer
Prozesse schlieRen auch das zentrale Nervensystem ein, wo viele natirlich vorkommende
Verbindungen Neuronen vor schadigenden Einfliissen schiitzen oder das Neuritenwachstum
der Zellen fordern kénnen.B**% Fiir neurodegenerative Krankheiten wie Morbus Alzheimer,
Morbus Parkinson oder ALS stehen bis heute keine Behandlungsmethoden zur Verfigung,
die die Krankheiten vollstandig zu heilen vermégen.®” Daher besteht ein groRer Bedarf an
neuartigen Wirkstoffen gegen diese Krankheiten, wozu vermehrt die Erforschung
neuroprotektiver und neurotropher Verbindungen benétigt wird.®” Neuromodulatorische
Effekte weisen unter anderem Vertreter der natirlich vorkommenden Substanzklassen der
Pyridonalkaloide, Iridoide und Indolalkaloide auf.”® ** %% Diese Substanzklassen wurden als
pravalidierte Startpunkte zur biologisch-orientierten Synthese neuartiger Verbindungen mit
potenziell neuromodulatorischen Effekten verwendet. Die Synthese entsprechender

Substanzbibliotheken wurde am Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie durchgeftihrt.

Zur Analyse des neurotrophen Potenzials der Verbindungen wurde ein zellbasiertes
Testsystem auf Basis des Protokolls von Forsby et al. etabliert.?® Die hierbei verwendete
humane Zelllinie SH-SY5Y, urspringlich aus einem metastasierten Knochenmarkstumor
isoliert, ist ein weit verbreitetes Modell fir verschiedene neuronale Prozesse und
neurodegenerative Erkrankungen.®" ' Durch die Moglichkeit, viele Substanzen parallel
testen zu kdnnen, erschien die Verwendung dieser Zelllinie praktisch fir den gewahiten

Ansatz.1?%

Hierbei muss jedoch berlcksichtigt werden, dass das Screening unter
Verwendung der SH-SY5Y-Zellen aufwandig war. Durch das verhaltnismafig langsame
Wachstum der Zellen ist die Testung der Verbindungen zeitintensiv und daher anfalliger fur
Kontaminationen. Die Etablierung des Testsystems begann mit der Validierung des
publizierten Protokolls, das die Bedingungen zur Ausdifferenzierung der Neuroblastomzellen
in neuronenéhnliche Zellen beinhaltete. SH-SY5Y-Zellen kbnnen bereits 72 h nach initiierter
Differenzierung mittels 1 pM ATRA zur Analyse von Testsubstanzen verwendet werden."?!
Daher wurde das Wachstum der Neuriten Uber einen Zeitraum von 3 bis 14 Tagen
beobachtet und quantifiziert. Hierbei konnten die publizierten Angaben bestatigt werden, da

sich 72 h nach Zugabe von 1 uM ATRA bereits ein neuronales Netzwerk gebildet hatte, das
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als Grundlage fur die weitere Verstarkung des Neuritenwachstums durch die Testsubstanzen
dienen konnte. Quantitativ war zwar lediglich ein Zuwachs von 25 % in der Neuritenlange
messbar, phanotypisch jedoch ein eindeutig gesteigertes Neuritenwachstum erkennbar.
Hierbei ist entscheidend, dass die Zellen phanotypisch in eine neuronenéahnliche Population
ausdifferenziert sind, sich jedoch nur ein initiales Netzwerk ausgebildet hat, so dass
verstarktes Wachstum durch anschlieend applizierte Testsubstanzen eindeutig detektiert
werden kann. Die in vitro-Kultivierung von isolierten primaren Neuronen zeigte eine
Neuritenausbildung innerhalb der ersten 36 h und eine neuronale Polarisierung mit
Neuritenverlangerung zu Axonen binnen 72 h.®! Nach 72-stiindiger ATRA-Behandlung
wiesen viele Zellen bereits lAngere Neuriten auf, was auf eine Polarisierung der Neuriten
schlieRen lieR."™ Bei einzelnen Zellen schien ebenfalls die Weiterentwicklung der kiirzeren
Neuriten zu Dendriten begonnen zu haben, da zum Teil bereits Verzweigungen erkennbar
sind. Anhand der erhobenen Daten konnte nach 72 h kein Effekt auf die Neuriten- und
Verzweigungsanzahl pro Zelle detektiert werden. Die Neuritenanzahl nahm hier im Vergleich
zu den Zellen, die ohne ATRA kultiviert wurden, sogar leicht ab, was jedoch der hohen
Schwankung der Werte geschuldet war. Zellen ohne ATRA-induzierte Differenzierung
wiesen in einigen Fallen auch langere Neuriten auf, wobei der Grof3teil der Zellen nur kurze
Filopodien besal3, die offensichtlich von der Software ebenfalls als Neuriten detektiert
wurden. Bei Verlangerung der Ausdifferenzierung bis zu 14 Tagen stieg die Neuritenlédnge
pro Zelle schrittweise an, wahrend in den Zellpopulationen vorhandene undifferenzierte
Zellen weiter proliferierten, so dass die Population nach und nach gréf3er wurde und daher
der vorhandene Platz zum Wachstum der Neuriten kontinuierlich abnahm. Die Inkubation in
Kulturmedium mit dem N2-Supplement unterstutzt die Differenzierung und Neuritenbildung
der Zellen in Abwesenheit von Serum,*®! wahrend der Stopp der Proliferation durch Zugabe
von ATRA erfolgt.™" Analog verhielt es sich fiir die Neuriten- und Verzweigungsanzahl, die
ebenfalls bei undifferenzierten Zellen schrittweise sanken. Nach 14 Tagen war die Lange der
Neuriten undifferenzierter Zellen auf 5 pum pro Zelle gesunken und bei ATRA-induzierter

Differenzierung Uber den gleichen Zeitraum auf Gber 50 um pro Zelle gestiegen.

ATRA-induzierte Differenzierung wird haufig Uber einen langeren Zeitraum bei einer
Konzentration von 10 uM durchgefiihrt.*®* ) Fijr die Testung der Substanzen wurde jedoch
eine Behandlung mit 1 uM ATRA Uber 72 h festgelegt, was auch im verwendeten Protokoll
empfohlen wurde."® Diese Bedingungen zeigten ein ausreichendes initiales
Neuritenwachstum und waren daher fir die nachfolgende Steigerung des

Neuritenwachstums durch Substanzbehandlung geeignet.

Zur Einordnung der neuromodulatorischen Effekte von Testsubstanzen auf SH-SY5Y-Zellen

mussten entsprechende Kontrollproben auf ihre Verwendbarkeit in dem Testsystem
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Uberpruft werden. Neben der Vehikelkontrolle sollte jeweils eine Positivkontrolle fir erhéhtes
Neuritenwachstum und Wachstumsabnahme eingesetzt werden. Damit konnte sichergestellt
werden, dass mit dem identischen System auch neurodegenerative Verbindungen anhand
der Retraktion der Neuriten ermittelt werden konnen. Als Vehikelkontrolle wurde DMSO
verwendet, da alle Testsubstanzen als Stammlésungen in DMSO vorlagen. DMSO weist bei
einer Konzentration von 1 % einen retraktiven Effekt auf die Neuriten ausdifferenzierter
Zellen eines PC-12-Subklons auf, wahrend Konzentrationen bis 0,5 % DMSO keinen
Einfluss auf die Zellen zeigen."®™ Daher wurde der konzentrationsabhéngige Einfluss von
DMSO auf SH-SY5Y-Zellen tberpruft und ergab eine deutliche Retraktion ATRA-induzierter
Neuriten bei Applikation von 1 % DMSO. N2-ATRA-ausdifferenzierte Zellen zeigten eine
durchschnittliche Neuritenlange von 22 um, die durch 1 % DMSO auf 8 um abnahm. Somit
konnte der beschriebene Effekt hoher DMSO-Konzentrationen bestatigt werden und
befahigte DMSO zur Verwendung als Kontrollsubstanz fir die Retraktion von Neuriten.
DarlUber hinaus zeigten die Daten, dass Konzentrationen von 0,1 bis 0,3 % DMSO das
Neuritenwachstum nur marginal verringern. Daher konnten die Testsubstanzen ohne
hinderlichen Einfluss des Losungsmittels in Konzentrationen bis zu 30 uM getestet werden.
Als Kontrolle fir die Verstarkung der Substanzbehandlung auf das Neuritenwachstum in SH-
SY5Y-Zellen wurde BDNF gewahlt. Das Neurotrophin wurde in &hnlichen Testsystemen in
Konzentrationen bis zu 100 ng/ml als Kontrolle verwendet.*®® Die neurotrophe Wirkung von
BDNF resultiert aus der Bindung an den TrkB-Rezeptor, der in SH-SY5Y durch ATRA-
induzierte Differenzierung exprimiert wird,**" *? was BDNF zur Verwendung als
Kontrollsubstanz befahigt. Die Uberpriifung dieses Effektes ergab unter den getesteten
Bedingungen bei Applikation von 200 ng/ml BDNF einen Anstieg der Neuritenlénge von 22
pm auf 41 um pro Zelle. Phanotypisch war ein dichtes neuronales Netzwerk erkennbar, dass
sich deutlich von ausdifferenzierten Zellen ohne nachfolgende BDNF-Behandlung
unterschied. Die intensive Auspragung eines neuronalen Netzwerkes ist fiir die Behandlung

mit BDNF nach initiierter Differenzierung bekannt.*®® 189

Die Testung geringerer
Konzentrationen ergab nur einen leichten Anstieg der durchschnittlichen Neuritenlange, was
sich auch phéanotypisch in einem geringer ausgebildeten Netzwerk niederschlug. Daher

wurden 200 ng/ml BDNF als Positivkontrolle fir gesteigertes Neuritenwachstum verwendet.

7.2 ldentifizierung und Charakterisierung neurotrop her Substanzen aus einer
MILI A-inspirierten Substanzbibliothek

Nach der Auswahl der Kontrollsubstanzen konnten Substanzkollektionen auf Basis

neurotropher Naturstoffe auf mogliche neuromodulatorische Effekte untersucht werden. Als
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erste Kollektion wurden 119 Verbindungen von Dr. Peter Schroder getestet, die von dem
Pyridonalkaloid MILI A abgeleitet waren. Fir vier Pyridonverbindungen wurde ein deutlicher
Anstieg des Neuritenwachstums nach Behandlung mit 10 uM der Substanzen detektiert. Die
Lange der durch ATRA-induzierte Differenzierung initierten Neuriten wurde nach 96-
stindiger Behandlung im Vergleich zur Vehikelkontrolle zu 53 - 72 % erhoht. Die aktivste
Substanz PS201S (Abbildung 7.1) zeigte auch ph&notypische Verénderungen im Vergleich
zur DMSO-Vehikelkontrolle, da eine geringere Zellzahl mit deutlich intensiviertem
Neuritenwachstum erkennbar war. Die vier Verbindungen wiesen allesamt das 4-Hydroxy-2-
pyridon-Grundgerust mit einem 4-Hydroxyphenylsubstituenten auf. Entsprechende Derivate,
die eine p-Fluorophenylgruppe oder das 2,4-Dimethoxypyridin-Grundgerist trugen, wiesen

keinerlei Einfluss auf das Neuritenwachstum der SH-SY5Y-Zellen auf.
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Abbildung 7.1: Chemische Strukturen der neurotrophe n 4-Hydroxy-2-pyridone

Die aktiven Pyridonverbindungen wurden des Weiteren auf mdgliche Einfliisse hinsichtlich
der Neuriten- und Verzweigungsanzahl der Zellen untersucht. Die Ergebnisse kdnnen jedoch
nur Anhaltspunkte fir mogliche Effekte auf diese Parameter geben, da sich aufgrund des
geringen Raumes wenig Mdglichkeiten zum intensiven Wachstum der Neuriten und dadurch
auch der Bildung von Verzweigungen boten. In Bezug auf die Anzahl der Neuriten pro Zelle
konnten lediglich Zunahmen von 24 - 31 % detektiert werden, wahrend die Anzahl der
Verzweigungen nach Substanzbehandlung um das Doppelte zunahm. Unbehandelte oder
mit DMSO behandelte Zellen wiesen durchschnittlich 1,5 — 2,0 Neuriten pro Zelle auf,
wahrend der Wert fur die substanzbehandelten Zellen auf 2,0 — 3,0 Neuriten anstieg. Im
Falle der Verzweigungspunkte wurden lediglich Werte im Bereich von 0,3 — 1,5 detektiert.
Durch diese geringen Werte sind eindeutige Effekte in Bezug auf diese Parameter schwer zu
bestimmen. Die Behandlung mit der Positivkontrolle BDNF ergab ahnliche Steigerungen der
Neuriten- und Verzweigungsanzahl. Da BDNF das Wachstum dendritischer Verastelungen
ebenso wie das Axonenwachstum fordert,**" ware hier ein deutlicher Anstieg zu erwarten
gewesen. Der geringe Platz kann auch in diesem Fall die fehlende Verzweigung und
Neuritenbildung erklaren. Auch phéanotypisch konnten nach Behandlung mit den

Pyridonalkaloiden keine Auswirkungen detektiert werden. Eine Ausnahme bildet hierbei
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PS201S, welches eine eindeutige ph&notypische Veréanderung des neuronalen Netzwerks
und eine Steigerung der durchschnittlichen Neuritenlange hervorrief. Eine Erhdhung der
Neuriten- und Verzweigungsanzahl konnte anhand des Phanotyps der Zellen ebenfalls

vermutet werden.

Die Verlangerung der Inkubationszeit auf 7 Tage ergab eine weitere Steigerung des
durchschnittlichen Neuritenwachstums bei Behandlung mit PS201S um mehr als 100 %.
Auch die Anzahl an Verzweigungen pro Zelle konnte erneut erhéht werden. Dies war auch
phanotypisch deutlich zu erkennen, da eine grof3ere Anzahl kurzer Neuriten entlang der
bereits etablierten Neuriten entstanden war. Dies stimmt mit dem zeitlichen Ablauf der
neuronalen Entwicklung tberein, da zum Zeitpunkt der Fixierung der Zellen die dendritische
Verzweigung bereits ablauft."® Fiir die weiteren aktiven Pyridonalkaloide konnte dieser
Effekt nicht beobachtet werden. Die Zellen wiesen eine deutlich erhohte Zellzahl im
Vergleich zur Behandlung Uber 96 h auf, was mit dem Auftreten undifferenzierter Zellen
zusammenhangen koénnte. In einigen Fallen konnten wahrend des Screenings
undifferenzierte Zellen auf den Bildern ausgemacht werden, die sich phanotypisch eindeutig
von differenzierten SH-SY5Y-Zellen unterschieden. Da undifferenzierte Zellen weiter

proliferieren, nimmt die Zelldichte bei langerer Inkubationszeit entsprechend zu.

Eine Literaturrecherche zur Ermittlung mdglicher Zielproteine der neurotrophen MILI A-
Derivate fokussierte sich zunachst auf bekannte Wirkmechanismen von 4-Hydroxy-2-
pyridonen. MILI A ist jedoch der einzige neurotrophe Vertreter dieser Substanzklasse, fur
den Informationen zum Wirkmechanismus bekannt sind. Die Verbindung wirkt Gber einen
ahnlichen Mechanismus wie NGF, jedoch vermutlich ohne Bindung an den TrkA-Rezeptor.*®!
Das genaue Zielprotein ist allerdings unbekannt. Unter den biologisch aktiven 4-Hydroxy-2-
pyridonen ist ausschlielich fir Pyridovericin, das bei einer Konzentration von 100 pg/ml
Tyrosinkinasen in NIH3T3-Zellen inhibiert, das Zielprotein ermittelt worden.*®® Dariiber
hinaus sind antiallergische und antiproliferative Effekte von Pyridovericin bekannt.**? Der
Zusammenhang zwischen Kinasen und dem Neuritenwachstum wurde detailliert durch die
Studie von Loh et al. beschrieben, die anhand eines RNAi-basierten Screenings zahlreiche
Kinasen bestimmen konnten, die am Wachstum und an der Retraktion von Neuriten beteiligt
sind."®" Aus diesem Grund wurden die aktiven Substanzen PS100S und PS201S auf
samtliche Kinasen getestet, die in dieser Studie einen Bezug zum Neuritenwachstum gezeigt
hatten und in der Auswahl des SelectScreen® der Firma Thermo Fisher Scientific verfligbar
waren. So wurde in Anwesenheit von 20 uM der Substanzen die Aktivitat von 45 Kinasen
ermittelt, von denen als einzige die Mitogen-aktivierte Kinase Kinase Kinase Kinase 4
(MAP4K4) in hohem Mal3e (89 - 109 %) inhibiert wurde.
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MAP4K4 zahlt zu der Ste20/MAP4K-Kinasefamilie und ist in zahlreichen Krebstypen und
Tumorzelllinien tiberexprimiert.'*¥ Innerhalb der Kinasefamilie ist MAP4K4 neben TNIK,
MINK1 und NESK einer von vier Vertretern der GCK-IV-Unterfamilie."*” Die Kinase besteht
aus einer Kinasedoméne und einer C-terminalen Zitron-homologen Doméne, die fur die
positive oder negative Regulation durch vorgeschaltete Kinasen wichtig ist.**® MAP4K4 wird
in allen Gewebetypen exprimiert, wobei in einigen Geweben, unter anderem im Gehirn, ein
erhéhter Gehalt vorliegt.*™® MAP4K4 spielt eine wichtige Rolle in der Invasivitat, Adhasion,
Migration und Transformation von Tumorzellen™®® und ist in 40 der NCI-60-Tumorzelllinien
tiberexprimiert, was es zu einem moglichen Zielprotein fiir neuartige Wirkstoffe macht.*¢*"
MAP4K4 ist darliber hinaus ein potenzieller Regulator der Regeneration von Skelettmuskeln
und wird als Zielprotein fiir die Therapie von Krankheiten wie Kachexie diskutiert.'"*
Essentielle Funktionen der Kinase sind in verschiedenen Prozessen wie der
Embryonalentwicklung, Entziindungen, Diabetes und der Zelldynamik bekannt.®® 94 |n
Bezug auf neuronale Zellen ist MAP4K4 erst in den letzten Jahren naher untersucht worden.
Loh et al. wiesen MAP4K4 jedoch als relevant fir das Neuritenwachstum nach, da eine
Herabregulierung der Kinase zu verstarktem Wachstum fithrte."®” In einer weiteren Studie
wurde eine parallele Inhibition von MAP4K4 und GSK-3B durch die niedermolekulare
Substanz Kenpaullon als (iberlebensférdernd fiir Motoneuronen gezeigt.'”*? MAP4K4
aktiviert iiber mehrere nachgeschaltete Kinasen die c-Jun N-terminale Kinase (JNK)**! und
ist dadurch in einen JNK-vermittelten Apoptose-Signalweg involviert (Abbildung 7.2).17*
Eine Behandlung von ATRA-differenzierten SH-SY5Y-Zellen durch Kenpaullon fihrte in dem
etablierten Testsystem zu einer Erh6hung des Neuritenwachstums um 106 9%. Die
Steigerung des Neuritenwachstums in Folge von PS201S-Behandlung scheint daher Gber
den gleichen Signalweg ermdglicht zu werden wie die verbesserte Uberlebensfahigkeit der

Motoneuronen durch Kenpaullon.

Stressfaktoren
l P P P P /P
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Abbildung 7.2: INK-vermittelte Apoptose-Signalkaska de

Der Signalweg wird durch stressbedingte MAP4K4-Aktivierung ausgeldst und fihrt Gber mehrere
Schritte zur Phosphorylierung von c-Jun, was zur Transkription Apoptose-férdernder Gene fihrt.
Kenpaullon blockiert den Signalweg durch Inhibition von MAP4K4 [modifiziert nach [me]]
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In den vergangenen Jahren sind einige Inhibitoren der Kinaseaktivitait von MAP4K4
entwickelt worden. Ein virtueller Screeningansatz flhrte zu der Identifizierung eines potenten
Inhibitors mit einem ICso-Wert von 94 nM. Uber eine Struktur-Aktivitats-Analyse zahlreicher
Derivate wurde durch die Substanz PF-6260933 (Abbildung 7.2) die Aktivitat gesteigert (ICso
= 3,7 nM). PF-6260933 wies jedoch keine Spezifitat fir MAP4K4 auf, sondern wurde
ebenfalls als starker Inhibitor der eng verwandten GCK-Kinasen ZC2, ZC3, TNIK und MINK1
detektiert. FUr TNIK und MINK1 wurden ebenfalls ICs-Werte im niedrigen nanomolaren
Bereich gemessen. Innerhalb der GCK-Kinasen ist die ATP-Bindestelle hoch konserviert und
weist Homologien von tber 95 % auf, ™ wodurch eine spezifische Wirkung fiir einen
Inhibitor in dieser Unterfamilie stark eingeschréankt ist. Eine potenzielle Selektivitat von
MAP4K4-Inhibitoren wird jedoch dadurch gesteigert, dass die Phosphat-bindende Schlaufe
(engl. phosphate-binding loop, P-loop) nicht wie dblich in einer verlangerten, sondern einer

kettenformigen Konformation vorliegt.""*? Dies tritt nur bei 12,5 % aller Kinasen auf.**®

Potenzielle MAP4K4-Inhibitoren wurden basierend auf einem Pyrrolotriazin-Gerlist mit
verschiedenen Substitutionsmustern detektiert, von denen einige hervorragende
Bioverfiigbarkeiten in Tiermodellen aufwiesen (GNE-495, 35, 44, Abbildung 7.3).t"t¢ 71d
Entscheidend bei diesen Verbindungen ist eine Aminogruppe am Pyrrolotriazin, durch die
eine Wasserstoffbriickenbindung zu Glul06 erméglicht wird.**? Uber die gleiche
Substitution bindet eine 4-Aminopyridopyrimidin-Verbindung mit nanomolarer Aktivitat (29,
Abbildung 7.2).19"1 Als MAP4K4-Inhibitor wurde auch ein Derivat des ROCK-Inhibitors Y-
27632 (YA2, Abbildung 7.2) beschrieben, bei dem die Inhibition im Zuge von
Selektivitatsanalysen ermittelt wurde.'"*"! Detaillierte Bindungsstudien mit MAP4K4 wurden
hier nicht durchgefiihrt, jedoch besitzt diese Verbindung ebenfalls ein aminosubstituiertes

Ringsystem, weshalb ein dhnlicher Bindungsmechanismus vermutet werden kann.
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Abbildung 7.3: Auswahl bekannter Inhibitoren von MA P4K4
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Zur detaillierteren Untersuchung des Bindungsmechanismus von PS201S an MAP4K4
wurde die Substanz mit der humanen Wildtyp-Kinase co-kristallisiert. Anhand der
Kristallstruktur konnte ermittelt werden, dass es sich um einen Typ I-Inhibitor handelt, der
Uber zwei Wasserstoffbrickenbindungen mit den Aminosduren Glul06 und Cys108
interagiert. Eine weitere Interaktion findet Uber die Hydroxylgruppe des 4-
Hydroxyphenylsubstituenten mit Lys54 statt. Durch diese Interaktion kénnte sich anhand der
Kristallstruktur erklaren lassen, weshalb die an gleicher Position fluorsubstituierten Analoga
der aktiven Substanzen weder das Neuritenwachstum verstarken noch MAP4K4 inhibieren.
Fluorderivate wurden im Zuge der Synthese der Substanzbibliothek ausschlieR3lich fir
PS100S und PS245S synthetisiert. Diese Verbindungen sind als PS282S bzw. PS251S
benannt. Beide Substanzen verstarken das Neuritenwachstum lediglich um 2 — 8 %,
wahrend keine phé&notypischen Unterschiede zur entsprechenden Vehikelkontrolle zu
beobachten sind. Lys54 ist als wichtiger Aminosdurerest bei der Regulation der
Kinaseaktivitdt von MAP4K4 bekannt, da eine Mutation dieser Aminosdure zu Arginin zu

einer kompletten Aufhebung der Kinaseaktivitat fiihrt."**

PS201S weist eine Pentyl-Seitenkette auf und ist dadurch geeignet fiur die Bindung an die
ATP-Bindestelle, wobei diese jedoch raumlich limitiert zu sein scheint. Heptylketten wie bei
der Substanz PS248S (Abbildung 7.4) werden jedoch noch toleriert, da diese Substanz
MAP4K4 mit ahnlicher Potenz inhibiert (5,2 uM). Die Substanz ist in SH-SY5Y-Zellen jedoch
zytotoxisch, was sich durch die langere Seitenkette erklaren lieRe. Allerdings besitzt MILI A
ebenso wie die weiteren neurotrophen Pyridonalkaloide eine noch langere Seitenkette, so
dass im Fall von PS248S andere Wechselwirkungen, eventuell durch die nicht vorhandenen
Doppelbindungen, der Grund fir die Toxizitat zu sein scheinen. Weitere Derivate mit langer
Seitenkette, wie PS124S oder PS418S (Abbildung 7.4), zeigten ebenfalls zytotoxische
Effekte.
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Abbildung 7.4: Chemische Strukturen von 4-Hydroxy-2 -pyridonen mit zytotoxischen Effekten in
SH-SY5Y-Zellen

Synthetisierte Verbindungen, die das 2,4-Dimethoxypyridin-Grundgeriist trugen, aber

ansonsten analog zu den aktiven Pyridonverbindungen waren, wurden ebenfalls als inaktiv
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bestimmt. Eine deutliche Verstarkung des Neuritenwachstums wurde lediglich im Fall von
PS641S, dem Pyridinanalogon zu PS199S, beobachtet. Hier lag jedoch keine ph&notypische
Veranderung zu der DMSO-behandelten Kontrolle vor, so dass hier Fehler bei der Messung
oder Quantifizierung aufgetreten sein kénnen. Die weiteren Pyridinanaloga erhéhten das
Neuritenwachstum um 14 — 22 %, zudem wiesen einige Substanzen zytotoxische Effekte bei
einer Konzentration von 10 uM auf. Die Kristallstruktur lasst darauf schlieRen, dass 2,4-
Dimethoxypyridine eine geringe Affinitdt zu MAP4K4 aufweisen, da keine
Wasserstoffbrickenbindungen zu Glul06 und Cys108 ausgebildet werden kénnen. Diese

scheinen essentiell fur die Bindung zu sein.

Die Verbindungen PS67S und PS171S (Abbildung 7.5) wurden im Screening der Firma
Neuro-Zone in primaren hippokampalen Rattenneuronen als neurotroph ermittelt und
erhdéhten das Neuritenwachstum dort um 21 %. Verglichen mit den in dieser Arbeit
erhobenen Daten ist die Zunahme des Neuritenwachstums recht gering. Zahilreiche MILI A-
Derivate losten Steigerungen in diesem Prozentbereich aus, was jedoch nicht als
neurotrophe Aktivitait gewertet wurde. Im hier verwendeten Testsystem wurden flr
Substanzen mit einem um 20 % erhéhten Neuritenwachstum keine phanotypischen
Verédnderungen festgestellt. Insgesamt ergaben sich derartige Varianzen durch
Schwankungen in den Messungen, da die durchschnittliche Neuritenlange beispielsweise bei
leicht verminderter Zellzahl bereits leicht zunahm. PS67S und PS171S wurden als inaktive
Substanzen auf SH-SY5Y identifiziert. PS67S wies zwar eine Zunahme der Neuritenlange
von 63 % auf, was jedoch auf unspezifische Detektionen von Mikrotubuli undifferenzierter
Zellen zurickzufuhren ist. Aufgrund der strukturellen Notwendigkeiten, die zu einer starken
Affinitat fur die ATP-Bindestelle fuhren, ware eine Inhibition durch PS67S und PS171S
Uberraschend gewesen. Wahrend es sich bei PS67S um ein 2,4-Dimethoxypyridin handelt,

besitzt PS171S einen p-Fluorophenylsubstituenten und eine Cy-Seitenkette.

Z O OH N OH O
GO i SO PP
(o} X NN NN NS [l NN N NN
‘ ~
“N““o NS0
| H
PS67S PS171S

Abbildung 7.5: Chemische Strukturen der MILI A-Deri  vate PS67S und PS171S mit neurotrophen
Einflussen auf primare Neuronen

Alle bislang beschriebenen MAP4K4-Inhibitoren binden ebenso wie PS201S an die

Bindestelle von ATP und sollten dadurch kompetitiv zum Substrat wirken, auch wenn
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derartige Analysen in keinem Fall durchgefiihrt wurden. Daher wurden fir PS201S
ausfuhrliche Untersuchungen zur ATP-Kompetition durchgefiihrt. Schlie3lich konnte ein
ATP-kompetitiver Inhibitionsmechanismus verifiziert werden. Diese Ergebnisse wurden durch
die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante K, anhand eines Dixon-Plots bestatigt. Der
K stieg mit steigender Substanzkonzentration an, wahrend der Schnittpunkt der einzelnen
Geraden auf der Y-Achse determiniert wurde. Dies ist charakteristisch fir kompetitive
Inhibitoren.'™ Die Co-Kristallisierung von PS201S und MAP4K4 ergab eine Bindung des
Inhibitors an die ATP-Bindestelle, wodurch eine konkurrierende Situation zwischen dem
Substrat und dem Inhibitor um die Bindestelle entsteht und bei hoherer ATP-Konzentration
eine hohere Inhibitorkonzentrationen notwendig ist, um die Halfte der Proteinmenge zu

inhibieren und so die halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit zu erreichen.

MAP4K4-Inhibitoren wurden anfangs nicht mit neurodegenerativen Krankheiten in
Verbindung gebracht. Erst Yang et al. zeigten in ihrer Studie zur Steigerung der Viabilitat von
humanen Motoneuronen in ALS, dass der unselektive Kinaseinhibitor Kenpaullon das
Uberleben von SOD1-mutierten Motoneuronen durch duale Inhibition von GSK-3B und
MAP4K4 verbessert."*? Kenpaullon wurde urspriinglich als CDKZ1/Cyclin-B-Inhibitor
beschrieben,*”? inhibiert jedoch zusétzlich auch weitere CDKs und die GCK-Kinasen MINK1,
MAP4K2 und MAP4K5 zu 70 — 80 %,*™ was die starke Homologie innerhalb der GCK-
Unterfamilie verdeutlicht. In neuronalen Vorlauferzellen scheint GSK-3B in Proliferation und
Differenzierung involviert zu sein,*”*®! wahrend Inhibition der Kinase vor Tau-Aggregation
und Plaquebildung bei Morbus Alzheimer schiitzt.**® Inhibition von GSK-3B ist mit dem
Schutz vor neuronaler Apoptose assoziiert.** 1l GSK-3B wird durch 20 pM PS201S nur
sehr schwach inhibiert (18,9 %), was erklaren konnte, dass die Verstarkung des
Neuritenwachstums durch 10 pM PS201S (+ 72 %) im Vergleich zu 10 pM Kenpaullon (+
106 %) etwas schwacher ist und die Zellen nach Kenpaullon-Behandlung tber ein noch
intensiveres Neuritennetzwerk verfiigen als bei Behandlung mit dem Pyridonalkaloid. Des
Weiteren weist Kenpaullon bei einer Konzentration von 0,5 uM bereits eine 93-prozentige
Inhibition von MAP4K4 auf,*™ wahrend der ICs, von PS201S fir die Inhibition von MAP4K4
bei 2,3 pM (Thermo Fisher Scientific) bzw. 4,4 uM (Validierung am Max-Planck-Institut fir
molekulare Physiologie) liegt. Der JNK-Apoptose-Signalweg gliedert sich in drei Ebenen,
beginnend mit einer Reihe von Signalmolekilen, wie MAP4K4 oder verschiedene MEKK-
oder MLK-Kinasen, die die MAPK-Kinasen MKK4 und MKK7 phosphorylieren. Die
Phosphorylierung dieser Kinasen fuihrt wiederum zur Phosphorylierung der JNK-Isoformen
JNK1, JINK2 und JNK3.M*®! Durch den MAP4K4-Inhibitor Kenpaullon wurde die verminderte
Phosphorylierung der JNK-Signalweg-Komponenten TAK1, MKK4, JNK und c-Jun ermittelt.

Phospho-c-Jun ist in neuronalen Zellen mit stressinduzierter Apoptose assoziiert.*"*¢!
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Die multifunktionalen JNK-Kinasen vermitteln neuronale Apoptose als Folge verschiedener
stressbedingter Stimuli: Hierzu zéhlen Mangel an trophischen Faktoren, oxidativer Stress,
DNA-Schadigung oder Exzitotoxizitat. Daher spielt der JNK-Apoptose-Signalweg eine
wichtige Rolle in neurodegenerativen Krankheiten. Beispielsweise ist im Zuge von Tau-
Aggregationen bei Morbus Alzheimer ein erhéhter JNK-Gehalt detektiert worden, wahrend
eine geringe Tau-Phosphorylierung mit geringer JNK-Aktivierung einhergeht."**? Daher
stellen Inhibitoren des JNK-vermittelten Apoptose-Signalwegs vielversprechende
Behandlungsmadglichkeiten fir neurodegenerative Krankheiten dar. Zahlreiche JNK-
Inhibitoren sind beschrieben und bereits in klinischen Studien untersucht worden.®® 3! Durch
die in dieser Arbeit beschriebenen Inhibitoren von MAP4K4 wére JNK jedoch nicht direkt
inhibiert, sondern die Auswirkung des Signalwegs bereits auf einer vorgeschalteten Ebene
unterbunden. Somit wird lediglich der JNK-vermittelte Zelltod verhindert, vermutlich jedoch
nicht die zahlreichen weiteren Funktionen der Kinase, zu denen Zellmigration, Proliferation
und mitotischer Arrest zéhlen.’® So kénnen auch die beschriebenen MILI A-Derivate einen
sinnvollen Beitrag zur Erforschung neuartiger Wirkstoffmoglichkeiten zur Behandlung

neurodegenerativer Erkrankungen leisten.

Die intrazellulare Bindung von MAP4K4 durch das aktivste 4-Hydroxy-2-pyridon PS201S
konnte mit Hilfe der ATP-basierten Pull-Down-Methode nicht verifiziert werden. Gegenuber
dem DMSO-behandelten Lysat war bei der PS201S-behandelten Probe nur eine marginale
Abnahme der Bandenintensitat zu erkennen. Verglichen mit einem Lysat, welches nicht fur
die Proteinanreicherung genutzt worden war, war auch in der Vehikelkontrolle eine deutlich
geringere Intensitat zu beobachten, was auf starken Verlust von Protein im Laufe der Pull-
Down-Methode hindeutet. Dadurch ist die Methode weniger sensitiv  flr
Intensitatsunterschiede. Hier wére eine Ankonzentrierung des Lysats moglich, um die
Sensitivitdt zu erhdohen. Zudem konnte die Lyse der Zellen und die Denaturierung der
Proteine optimiert werden, um einen hoheren Proteingehalt zu erreichen. Alternativ kdnnte
fur die Bestéatigung der intrazellularen Bindung beispielsweise der Cellular thermal shift
assay (CETSA) verwendet werden,” der an anderer Stelle in dieser Arbeit eingesetzt
wurde. Bezuglich der Selektivitdt von PS201S waren auch proteomweite Untersuchungen
interessant, um weitere Proteine, die unter Umstanden ebenfalls durch die Substanz
moduliert werden, zu identifizieren. Dies konnte auch Aufschluss dartiber geben, ob weitere

Kinasen ebenfalls intrazellular mit PS201S interagieren.

Die hier erlauterten Untersuchungen zu den neurotrophen 4-Hydroxy-2-pyridonen auf Basis
von MILI A stellen eine geeignete Basis fir die Erforschung neuartiger Wirkstoffe gegen
neurodegenerative Krankheiten dar. Dies wurde insbesondere am Beispiel der aktivsten
Substanz PS201S, die die GCK-Kinase MAP4K4 in Kompetition mit ATP inhibiert.
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Im Zuge der Untersuchung von Testsubstanzen auf neuroprotektive Eigenschaften wurde
eine Pyridinverbindung der MILI A-inspirierten Substanzkollektion als neuroprotektiv ermittelt.
Eine Vorinkubation mit 30 uM PS574S erhohte die Anzahl intakter Zellen nach L-
Glutaminsaure-Behandlung um 170 % im Vergleich zu Zellen, die ausschlie3lich mit L-
Glutaminsaure behandelt worden waren. Der protektive Effekt war konzentrationsabhéangig,
da die Zunahme der lebenden Zellen bei Applikation von 10 bzw. 1 pM der Substanz 120 %
bzw. 33 % betrug. Bei htheren Konzentrationen wies PS574S damit einen Effekt auf, der mit
den neuroprotektiven Naturstoffen Pregnenolon und Progesteron vergleichbar war. Hierbei
muss jedoch beachtet werden, dass Glutamat-induzierte neuronale Schadigung in SH-SY5Y-
Zellen nicht Gber einen NMDA-Rezeptor-vermittelten Anstieg der intrazellularen Calcium-
Konzentration ausgeldst wird,”® sondern tber oxidativen Stress, was unabhangig von
diesem Rezeptor ablauft. Die Expression von NMDA-Rezeptoren wurde in SH-SY5Y-Zellen
zwar bestatigt, jedoch postulierten Sun et al., dass exzitotoxische Effekte nicht Uber diese
Rezeptoren vermittelt werden. Nach 24-stindiger Glutamat-Behandlung wurde in dieser
Studie ein Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration gemessen, was jedoch
unabhangig der Glutamat-Rezeptoren geschah. Der toxische Effekt entsteht vielmehr durch
den Glutamat-Cystin-Antiporter, was das Gleichgewicht der intra- und extrazellularen
Thiolkonzentrationen verandert.”® Die als Kontrollsubstanzen eingesetzten Neurosteroide
Pregnenolon und Progesteron wirken hingegen nicht tber NMDA-Rezeptoren und kdnnen
daher als protektive Kontrollen eingesetzt werden. Fir Progesteron sind zahlreiche Einfliisse
auf intrazellulare Signalwege wie den MAPK- und den PI3K/Akt-Signalweg bekannt, was zu
erhohter Expression antiapoptotischer Proteine fiihrt.’*® Der genaue Mechanismus der
Neuroprotektion durch Pregnenolon ist nicht géanzlich entschlisselt, ein entscheidender
Effekt besteht vermutlich in der Beeinflussung der Aromatase.” Auch wenn ein
regulatorischer Effekt der NMDA-Rezeptor-Aktivitat bekannt ist,**®! scheinen NMDA-
Rezeptor-abhangige Prozesse nicht ausschlaggebend fiir den protektiven Einfluss von
Pregnenolon zu sein. Dies wird durch die Inaktivitdt des Naturstoffes Rhynchophyllin
verstarkt, welcher ebenfalls als mogliche Kontrollsubstanz getestet wurde, jedoch keine
protektive Aktivitat auf SH-SY5Y-Zellen aufweist. Rhynchophyllin wirkt als Antagonist des
NMDA-Rezeptors und inhibiert nachfolgende Signalwege nach Induzierung der
Exzitotoxizitat und vermindert oxidativen Stress.®” Da uber die biologische Aktivitat von
Pyridinderivaten der 4-Hydroxy-2-pyridone kaum Informationen bekannt sind, kénnte diese
Erkenntnis ein mdglicher Startpunkt fur weitere Untersuchungen zur Neuroprotektion von

2,4-Dimethoxypyridinen sein.
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7.3 ldentifizierung und Charakterisierung antimitot ischer Substanzen aus MILI
A- und Iridoid-inspirierten Substanzbibliotheken

Mit Hilfe eines zellbasierten Screenings in HelLa-Zellen wurde eine Auswahl der
Substanzbibliotheken basierend auf MILI A und Iridoiden auf Verdnderungen des Phéanotyps
untersucht. Die Zellen wurden fur 24 h mit 30 uM der Substanzen behandelt und durch
immunzytochemische Farbung DNA, Tubulin und Aktin visualisiert. Phanotypische
Veranderungen nach Substanzbehandlung konnten fur sechs Verbindungen detektiert
werden. Die Zellpopulationen wiesen in den meisten Fallen eine hohe Anzahl abgerundeter
Zellen mit intensiver Tubulinfarbung auf. Dieser Phénotyp &@hnelt einer Behandlung mit dem
Tubulin-Binder Taxol®® und deutete somit auf mitotischen Arrest hin. Die Anzahlen der
abgerundeten Zellen waren auch im Vergleich zur DMSO-Vehikelkontrolle eindeutig erhoht.
Nach Behandlung mit PS179S und PS227S zeigten die Zellen nur eine leicht erhéhte Anzahl
abgerundeter Zellen, jedoch ebenfalls veranderte Tubulin- und Aktinstrukturen, was ein
Anzeichen fir toxische Effekte dieser Verbindungen sein konnte. Eine Arretierung der Zellen
in der Mitose war durch eine phospho-Histon H3-Farbung fir PS229S und PS238S
(Abbildung 7.6) nachweisbar. PS229S l6ste einen mitotischen Arrest in etwa 20 % der Zellen
bei einer Applikation von 25 uM aus, wahrend der Einfluss von PS238S mit 13 % etwas
schwécher war. DMSO-behandelte Zellen wiesen 2 % mitotische Zellen auf. Uberraschend
war, dass im Fall von PS222S und PS240S kein mitotischer Arrest nach Behandlung mit den
Substanzen nachweisbar war, obwohl ebenfalls ein grof3er Teil der Zellpopulation einen
abgerundeten Phanotyp aufwies. Fir PS229S und PS238S wurde zudem ein leichter
inhibitorischer Einfluss auf die Polymerisation von Tubulin festgestellt. Fir Pyridonalkaloide
aus natirlichen Quellen sind zahlreiche biologische Aktivitaten bekannt, jedoch gibt es nur
wenige Vertreter mit bekannten antiproliferativen Eigenschaften. Eine Studie zu biologischen
Aktivitaten ausgewahlter Verbindungen dieser Substanzklasse zeigte antiproliferative Effekte
einiger Pyridonalkaloide auf Jurkat-Zellen. Prebassianin B und Pyridovericin unterbanden die
Zellproliferation mit 1Cs-Werten von 7 — 8 uM."*! |n HeLa-Zellen waren die Einflisse
schwécher, Prebassianin B zeigte mit 16 pM den starksten Effekt.*** Die in dieser Arbeit
ermittelten antiproliferativen Substanzen basierten zwar auf den bioaktiven 4-Hydroxy-2-
pyridonen, jedoch besalRen die Verbindungen das 2,4-Dimethoxypyridin-Grundgerust.
Antiproliferative Substanzen mit einer Pyridin-Kernstruktur sind ebenfalls rar. Temple et al.
beschrieben eine proliferationshemmende Wirkung von 1,2-Dihydropyrido[3,4-b]pyrazin-7-
carbamat, welches ebenfalls einen Pyridinring tragt. Die Verbindung ist ebenso wie
zahlreiche Derivate ein potenter Inhibitor der Proliferation in kultivierten Leukamiezellen.?*
1,2-Dihydropyrido[3,4-b]pyrazin-7-carbamat wurde als Tubulin-Binder beschrieben, der an
die Colchicin-Bindestelle bindet.”**! Die Bindung an die Colchicin-Bindestelle fiihrt zur

Destabilisierung der Mikrotubuli, da eine geradlinige Struktur des Tubulin-Dimers durch die
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Bindung aus sterischen Griinden verhindert wird.**¥ Somit waren PS229S und PS238S als
Tubulin-Bindungspartner tber die Colchicin-Bindestelle denkbar, wobei der Effekt auf die
Bildung der Mikrotubuli in der Mitose eher schwach sein dirfte, da der Effekt der Substanz
deutlich schwécher als der von Nocodazol ist. Nocodazol bindet ebenfalls an die Colchicin-
Bindestelle und weist einen starken destabilisierenden Effekt auf die Polymerisation von
Tubulin-Dimeren auf, was die Verbindung zu einer weit verbreiteten Kontrollsubstanz fur

Tubulin-bindende Molekiile macht.**®
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Abbildung 7.6: Chemische Strukturen der 2,4-Dimetho  xypyridine mit antiproliferativen
Eigenschaften

Einen ahnlichen Effekt zeigten auch drei Iridoid-inspirierte Verbindungen aus der
Substanzbibliothek von Dr. Pierre-Yves Dakas. Die Verbindungen PYD1-72+247-1-1, PYD1-
235C-1 und PYD1-237C-1 (Abbildung 7.7) fuhrten bei einer Konzentration von 30 uM zu
einer deutlich erhdhten Anzahl abgerundeter Zellen mit intensiver Tubulin- und Aktinfarbung.
Fur die Substanzen PYD1-72+247-1-1 und PYD1-237C-1 (Abbildung 7.7) konnte durch eine
phospho-Histon H3-Farbung ein konzentrationabhangiger mitotischer Arrest ermittelt
werden. Bei Applikation von 50 uM beider Substanzen waren Uber 30 % mitotische Zellen
nachweisbar, wahrend DMSO-behandelte Zellen 6 % mitotische Zellen aufwiesen. Das
intensiv charakterisierte, natirliche Iridoid Catalpol (Abbildung 7.7) weist zahlreiche
biologische Aktivitaten auf, zu denen auch eine antiproliferative Wirkung z&hlt.”® Catalpol
wurde als DNA-Polymerase-Inhibitor mit einem ICsq von 47,8 uM beschrieben, was durch
Derivatisierung auf 1,8 — 4,8 uM verbessert werden konnte.?®™ In den phospho-Histon H3-
Farbungen wurde eine gesteigerte Anzahl mitotischer Zellen bestimmt, weshalb eine
Wirkung auf die DNA-Polymerase jedoch nicht in Frage kommt, da eine Inhibition der DNA-
Polymerase zu einem Arrest in der G¢/G;-Phase fiihrt.?™ Analog zu den 24-
Dimethoxypyridinen konnte fir beide Verbindungen ein destabilisierender Effekt auf die

Tubulin-Polymerisation gezeigt werden.
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Abbildung 7.7: Vergleich der chemischen Strukturen der als antiproliferativ (PYD1-235C-1,
PYD1-237C-1, PYD1-72+247-1-2) und neurotroph auf hi ppokampale Rattenneuronen (PYD1-
72+247-1-2, PYD2-16Al-1) und Motoneuronen (PYD1-295 B-3, PYD1-296C-1, PYD1-296F-1)
getesteten Iridoide

Neben der bereits erwahnten Bindung an die Colchicin-Bindestelle resultiert auch eine
Bindung an die Vinca-Bindestelle in einer Destabilisierung von Mikrotubuli und daraus
folgender Zerstérung der mitotischen Spindel und mitotischem Arrest.> 1% Bej mitotischem
Arrest sind auch Beeinflussungen weiterer Bestandteile der Mitose mdglich. Ein Beispiel ist
der Spindle Assembly Checkpoint (SAC), welcher die Mitose bei fehlerhaft an die
Kinetochore angehefteten Spindel-Mikrotubuli stoppt, bis der Fehler behoben ist.” Als
weiterer Kontrollpunkt dient der Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome (APC/C), der zum
Ubergang in die Anaphase passiert werden muss.”™ Zu dem hier detektierten mitotischen

Arrest konnten daher auch Inhibitionen von Bestandteilen dieser Kontrollpunkte fiihren.
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Ebenso ist die Inhibition von Proteinen, die fir die Fehlerbehebung unmittelbar bendtigt

werden, moglich, z.B. Aurora B, Hecl oder Mps1.5”!

Einige der Iridoid-basierten Substanzen von Dr. Pierre-Yves Dakas hatten in
vorhergehenden Untersuchungen verstarkende Effekte auf das Neuritenwachstum gezeigt.
Die Behandlung mit PYD1-72+247-1-2 ergab in hippokampalen Rattenneuronen eine
verminderte Anzahl an Neuriten, die daflir eine doppelte Lange im Vergleich zu DMSO- oder
unbehandelten Zellen aufwiesen. Einen ahnlichen Effekt zeigte PYD1-295B-3 in
Motoneuronen, wahrend PYD1-296C-1 in diesen Zellen die Gesamtneuritenlange erhshte.”
Im Zuge der Experimente der Firma Neuro-Zone in hippokampalen Rattenneuronen wurde
PYD2-16A1-1 als die potenteste Verbindung identifiziert und wies eine Erhdéhung des
Neuritenwachstums um 21,4 % bei Applikaton von 1 pM auf.B” Trotz dieser
vielversprechenden Voruntersuchungen konnten keine neurotrophen Substanzen aus den
Iridoid-inspirierten Substanzkollektionen von Dr. Pierre-Yves Dakas und Dr. Peter Schroder
in SH-SY5Y-Zellen identifiziert werden. Zwar weisen die synthetisierten Verbindungen
keinen Glukoserest auf, der fur natirlich vorkommende Iridoide charakteristisch ist,'?®
allerdings kann dies als Grund fiur die fehlende Aktivitdt ausgeschlossen werden. Es wurde
auch fur ein aglykones Derivat von Geniposid eine neurotrophe Aktivitat nachgewiesen.?*®
Verstarkungen des Neuritenwachstums wiesen auch die gut charakterisierten Iridoide
Catalpol, Geniposid und Gardenosid (Abbildung 7.7) auf.”® Da diese Iridoide jedoch mit
Ausnahme des Glukoserests einfache Substitutionen besitzen, kénnten in vielen Fallen die
sperrigen Substituenten ein Grund fur die Inaktivitdt der Substanzkollektionen sein. Die
unterschiedliche Aktivitdt von PYD2-16Al1l-1 lieRe sich durch Unterschiede zwischen
primaren Neuronen und neuronalen Tumorzelllinien erklaren. Auch wenn SH-SY5Y-Zellen
seit langem intensiv in den Neurowissenschaften genutzt werden und biochemische und
funktionelle Ahnlichkeiten mit Primarzellen aufweisen, ist bis heute unklar, ob
ausdifferenzierte SH-SY5Y identische Eigenschaften besitzen. Unterschiede koénnen sich
auch durch die verwendeten Differenzierungsreagenzien ergeben, die Uber die Modulation

unterschiedlicher Mechanismen wirken. 5% 2071

Ebenso waren bei keiner der Iridoid-inspirierten Substanzen neuroprotektive Effekte
nachweisbar. Hier waren aufgrund der zahlreichen neuroprotektiven Eigenschaften von
natiirlich vorkommenden Iridoiden® schiitzende Einfliisse auf die Nervenzellen zu erwarten

gewesen.
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7.4 ldentifizierung und Charakterisierung neurotrop her Substanzen aus einer
Secoyohimban-inspirierten Substanzbibliothek

Indolalkaloide mit dem Secoyohimban-Grundgerist sind fir zahlreiche biologische
Aktivitaten bekannt.b* 612 62263 £jr die Erforschung neuartiger Wirkstoffe sind insbesondere
die Substanzen Rhynchophyllin und Isorhynchophyllin aus Uncaria rhynchophylla aufgrund
ihrer neuromodulatorischen Eigenschaften interessant.® Kiirzlich konnten zudem positive
Einflisse von Derivaten dieser Naturstoffe auf das Neuritenwachstum primarer Neuronen

nachgewiesen werden.

In dieser Arbeit wurden 87 auf Rhynchophyllin und
Isorhynchophyllin basierende Verbindungen auf neuromodulatorische Effekte untersucht,
was zur ldentifizierung von zwei Enantiomerenpaaren mit neurotropher Wirkung in SH-
SY5Y-Zellen fuhrte. Die Verbindungen (+)-6ga, (-)-6ga und (-)-6ra (Abbildung 7.8) erhdhten
die durchschnittliche Neuritenlange um 20 — 61 % bei Behandlung mit 10 pM. (+)-6ra wirkte
bei Applikation dieser Konzentration toxisch, steigerte jedoch bei 1 pM das
Neuritenwachstum um 42 % und stellte damit den aktivsten Vertreter dieser
Substanzbibliothek dar. Fir (-)-6ga konnte zusatzlich ein konzentrationsabhangiger
neurotropher Effekt anhand einer schrittweise steigenden Neuritenl&dnge ermittelt werden.
Die aktiven Enantiomerenpaare wiesen Furylgruppen mit 2-Chlorophenyl- bzw. 2,3-
Dichlorophenylsubstituenten auf, was auf eine Interaktion der Halogensubstituenten mit dem
Zielprotein hindeutet. Insbesondere scheint die Halogenierung an C2 wichtig fir die Bindung
zu sein. Im Gegensatz dazu besalR3en die neuroaktiven Verbindungen in Motoneuronen
einfache Phenylgruppen mit Substitutionen an C2, die hier allerdings aus Trifluoromethyl-
(6ba) und Methoxygruppen (6fa) bestanden. Secoyohimbane mit neurotrophen Effekten auf
Hippokampus-Neuronen wiesen jedoch Naphthyl- (6ia) und Furylsubstituenten (6na) auf
(Abbildung 7.8). Insgesamt ist ein gemeinsamer Bindungsmechanismus Uber die variierten
Substituenten unwahrscheinlich, da unterschiedliche Substituenten toleriert werden. Daher
sind verschiedene Zielproteine denkbar. Alternativ kénnte die Bindung Uber Bestandteile des
Grundgerists ermdglicht werden, da dieses fir alle Vertreter der Substanzbibliothek

identisch ist.

167



Diskussion

N\l Yo7 ’"N’ o7
\ J.\”Hv\ A \ > \/ /‘
AR ~ /\( ™
() =0 —0 H
. ///I__»NH CO,Me VJ e COzMe
Rhynchophyllin Isorhynchophyllin
o o0 +77 7
I /|
//'\N/u\\ T/ \o/ o— - O>_<J
o. -L AN ‘."""C'
T \\ N R {
(£)-6qa
(¥)-6na
e, ~“ o
(*)-6ba (*)-6fa
Abbildung 7.8: Vergleich der chemischen Strukturen von Rhynchophyllin  und

Isorhynchophyllin mit Secoyohimbanen mit neurotroph en Effekten in SH-SY5Y-Zellen (6qa,
6ra), hippokamplen Rattenneuronen (6ia, 6na) und Mo  toneuronen (6ba, 6fa)

Die Verbindung (+)-6ia zeigte in hippokampalen Rattenneuronen einen deutlichen Effekt auf
die Lange der einzelnen Neuriten, die nach Substanzbehandlung die doppelte Lange im
Vergleich zur DMSO-Vehikelkontrolle aufwiesen. Die Gesamtneuritenldnge wurde hierbei
nicht beeinflusst, da die Zellen deutlich weniger Neuriten aufwiesen als die Kontrolle.®® Aus
diesem Grund wurden sowohl die in priméaren Neuronen aktiven Substanzen als auch die
neurotrophen Verbindungen in SH-SY5Y-Zellen auf mdgliche Einflisse auf die
Neuritenanzahl getestet. Keine der in Abbildung 7.8 gezeigten Verbindungen wies jedoch
einen merklichen Effekt auf die Neuritenanzahl in SH-SY5Y-Zellen auf. Die gemessenen
Neuritenanzahlen pro Zelle lagen im Bereich von 1,6 — 2,2, wahrend die prozentuale
Zunahme maximal 17 % erreichte. Auch die Positivkontrolle BDNF steigerte trotz des
bekannten Effektes auf die dendritische Verastelung™® die Neuritenanzahl lediglich um 13 %.
Phanotypisch konnten ebenfalls keine Einflisse auf die Neuritenanzahl erkannt werden. Im
Gegensatz zum aktiven Pyridonalkaloid PS201S wiesen die Zellen keine besonderen

phanotypischen Anderungen auf, da nur das bestehende Netzwerk intensiviert wurde. Auch
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hier verringert sich aufgrund der Verdichtung des Netzwerkes der Raum fir die Bildung oder
Verzweigung der Neuriten, was in geringen Verdnderungen der Anzahlen resultiert. Die
Verzweigungsanzahl wurde zusatzlich fur die neurotrophen Verbindungen in SH-SY5Y-
Zellen bestimmt und zeigte eine hochsignifikante Zunahme von 37 — 91 %. Jedoch waren die
Verzweigungsanzahlen, wie schon fir die Pyridonalkaloide beschrieben, mit 0,3 — 1,7
Verzweigungen pro Zelle sehr gering. Daher kdnnen auch hier keine verlasslichen Aussagen

Uber moégliche Effekte auf die Verastelung der Neuriten getroffen werden.

Detaillierte Informationen tber den Bindungsmechanismus der Naturstoffe Rhynchophyllin
und Isorhynchophyllin an ihre Zielproteine sind nicht bekannt. Beide Verbindungen sind
Antagonisten der NMDA-Rezeptoren, deren Agonist Glutamat eine entscheidende Rolle im
Prozess der Exzitotoxizitat spielt.”®® Der oxidative Stress nach Induzierung der
Exzitotoxizitat wird durch Bindung von Rhynchophyllin an den NMDA-Rezeptor inhibiert.”!
Da die Glutamat-induzierte Exzitotoxizitat in SH-SY5Y uUber NMDA-unabhéngige Prozesse
zum Zelltod fihrt,” war im Zuge der Untersuchung neuroprotektiver Effekte von
Testsubstanzen keine Aktivitdt von Rhynchophyllin und Isorhynchophyllin ermittelt worden.
Isorhynchophyllin wirkt auch als Antagonist des Serotonin-Rezeptors 5-HT,A.*? Mit Hilfe
eines selektiven 5-HT,s-Antagonisten konnte die Beteiligung dieses Rezeptors am
Neuritenwachstum aufgezeigt werden.?®® Eine neurotrophe Wirkung von Isorhynchophyllin
konnte allerdings nicht bestimmt werden, vielmehr war sogar eine Abnahme des Wachstums
um 12 % zu beobachten. Da Isorhynchophyllin zusatzlich den NMDA-Rezeptor blockiert, ist
der Naturstoff nicht selektiv, weshalb der nicht vorhandene Effekt auf das Neuritenwachstum

durch Bindung an verschiedene Zielproteine entstehen konnte.

Fur die Naturstoffe Rhynchophyllin und Isorhynchophyllin wurden keinerlei Veranderungen
im  Vergleich zur Vehikelkontrolle bestimmt. Ubersichtsartikel zu den bekannten
neuromodulatorischen Eigenschaften der Verbindungen weisen auf keine neurotrophen
Effekte hin.’ zusatzlich wurde fir Rhynchophyllin ein inhibitorischer Einfluss auf NGF-
induziertes Neuritenwachstum in Rattenneuronen beschrieben. Als Mechanismus wird eine
Interaktion mit dem NGF-Rezeptor TrkA diskutiert.*®¥ In den Untersuchungen der Firma
Neuro-Zone wurde eine Zunahme des Neuritenwachstums bei Behandlung mit 1 uM
Rhynchophyllin und Isorhynchophyllin ermittelt, was zu einer Steigerung von 13,3 % bzw.
18,1 % fuhrte. Bei Applikation einer héheren Konzentration war allerdings keine Erhéhung

messbar, so dass ein neurotropher Effekt hier nicht bestétigt wurde.
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7.5 Charakterisierung von Sulfonylpyrimidinen als Kk ovalente HSET-
Inhibitoren

Das mitotische Kinesin HSET gilt als vielversprechendes Zielprotein fiur die Erforschung
neuartiger Wirkstoffe zur Therapie von Krebserkrankungen. HSET ist in Tumorzellen mit
amplifizierten Zentrosomen essentiell fir die korrekte Durchfiihrung der zentrosomalen
Gruppierung,®® die die haufigste Strategie zur Bewerkstelligung der Mitose bei erhéhter
Zentrosomenzahl darstellt.”™ Fir die Ausbildung der mitotischen Spindel bei korrekter
Zentrosomenzahl ist das Kinesin aufgrund der funktionellen Dominanz der Zentrosomen
nicht erforderlich,®¥ sondern wird fiir die Gruppierung nicht-zentrosomaler Pole durch
Polymerisation der Mikrotubuli benétigt.®® Durch den exklusiven Bedarf fiir Tumorzellen stellt
HSET ein vielversprechendes Ziel fur Wirkstoffe dar, da gesundes Gewebe nicht geschadigt
ware.™ Schadliche Nebenwirkungen durch Behandlungsstrategien von Krebserkrankungen

sind weit verbreitet.!’> 772 14l

Der Ausgangspunkt zur Erforschung neuartiger HSET-Inhibitoren bildete ein Screening, bei
dem ca. 150000 Verbindungen aus der Substanzbibliothek des COMAS mit dem
kommerziell verfiigbaren ADP-Glo™-Testsystems auf Inhibition der ATPase-Aktivitdt der
HSET-Motordomane getestet wurden. Das Screening wurde in Anwesenheit
vorpolymerisierter Mikrotubuli durchgefiihrt, da bei diesen Bedingungen die ATPase-Aktivitat
bis zu 10000-fach verstarkt wird.?*®” 600 Substanzen wiesen mit ICso-Werten im Bereich von
1 — 50 pM eine inhibitorische Aktivitdt gegen die ATPase-Aktivitdt des Kinesins auf. Ein Teil
der als aktiv detektierten Verbindungen wurde jedoch aufgrund von Interaktionen mit
Testkomponenten ausgeschlossen. Diese Substanzen reagierten entweder mit den

Mikrotubuli oder mit dem ADP-Glo™-Bestandteil Luciferase.*®¥

Als vielversprechende Substanz wurde das Sulfonylpyrimidin 236038 identifiziert (Abbildung
7.9). 236038 wies im ursprunglichen Screening einen ICsq von 3,9 UM gegen die ATPase-
Aktivitat der HSET-Motordoméne auf. Spatere Validierungsexperimente ergaben einen 1Cs
von 12 pM. Die von M.Sc. Mylene Hubecker und Beate Schdlermann durchgefiihrten
zellularen Tests mit HeLa-Zellen ergaben den anhand der Literatur erwarteten Phanotyp: Es
konnten 23,7 % mitotische Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit 25 pM des Inhibitors
guantifiziert werden, von denen ein Grof3teil multipolare Strukturen aufwies. Mitotischer
Arrest und Multipolaritéat traten hierbei bereits nach wenigen Stunden auf. Diese Resultate
unterstitzen die Inhibition des Kinesins, da die bisher beschriebenen, niedermolekularen
HSET-Inhibitoren ~ multipolare ~ Spindeln  hervorriefen.®* % %1 RNAi-induzierte
Herabregulierung des Kinesins erzeugte ebenfalls Multipolaritat.”” Zur Charakterisierung

der publizierten HSET-Inhibitoren wurden ausschlie3lich Zelllinien eingesetzt, die eine
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erhohte Zellzahl mit amplifizierten Zentrosomen beinhalten. Zahlreiche Zelllinien sind in
Bezug auf die Zentrosomenzahl bereits charakterisiert worden. Die Brustkarzinomzelllinie
BT-549 weist 45 % Zellen mit multiplen Zentrosomen auf, 31 % der Zellen beinhalten
gruppierte Zentrosomen.[””” Somit sind diese Zellen zur Untersuchung der zentrosomalen
Gruppierung geeignet. In BT-549-Zellen fuhrte die Behandlung mit 236038 ebenfalls zu

mitotischem Arrest in einem Grof3teil der Zellen, der mit multipolaren Spindeln einherging.
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Abbildung 7.9: Kovalenter HSET-Inhibitor 236038

Uberraschend war jedoch das Auftreten des Effektes in HeLa- und BT-549-Zellen mit der
gleichen Intensitat. Zieht man den Anteil an Zellen mit multiplen Zentrosomen als Maf3stab
heran, misste der Effekt in BT-549-Zellen deutlich starker als bei Hela auftreten.
Demgegentiber sollte in HeLa-Zellen kaum Multipolaritat zu beobachten sein, da lediglich 11
% der Zellen mehr als zwei Zentrosomen aufweisen.”™ Kleylein-Sohn et al. beobachteten in
Zellen mit korrekter Zentrosomenzahl bei HSET-Inhibition keinerlei Fragmentierung der
mitotischen Spindel und daher keine Multipolaritat. Bei korrekter Zentrosomenzahl ist HSET
fur das Gruppieren von nicht-zentrosomalen Strukturen erforderlich.®® HelLa-Zellen wurden
bei der Charakterisierung von AZ82 als Kontrollzelllinie verwendet und wiesen nach
Behandlung mit dem HSET-Inhibitor keine phanotypischen Veranderungen auf.®® zZudem
konnten van Heesbeen et al. nach HSET-Herabregulierung in U20S-Zellen einen geringen
Anteil an Zellen mit multipolaren Spindeln detektieren, die in etwa dem Anteil der Zellen mit
mehr als zwei Zentrosomen in dieser Zelllinie entspricht.™ °! Zhu et al. detektierten jedoch
nach Zugabe HSET-spezifischer siRNA multipolare Spindeln in HelLa-Zellen, obwohl
funktionell dominante Zentrosomen vorhanden waren.®®*¥ Diese Erkenntnisse sowie die
zellbasierten Untersuchungen mit 236038 verdeutlichen, dass trotz zahlreicher Studien die
Funktion von HSET in Zellen mit bipolaren Strukturen nach wie vor nicht vollstandig geklart

ist.

Im Zuge des Screenings wurden neben 236038 noch weitere Sulfonylpyrimidine identifiziert,
die ebenfalls im niedrigen mikromolaren Bereich die ATPase-Aktivitat der HSET-

Motordoméne inhibierten. Der Grof3teil der Substanzen wies apparente ICs-Werte im
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Bereich von 2 — 5 uM bei der Validierung am Max-Planck-Institut fir molekulare Physiologie
auf, wahrend im Zuge der Validierung am RIKEN Center for Sustainable Resource Science
meist schwachere Aktivitaten der Molekule ermittelt wurden. Fir Substanz 236037 wurde die
inhibitorische Aktivitdt gegeniber HSET schlie3lich devalidiert. Im Falle kovalenter
Inhibitoren ist eine strikte Einhaltung des Arbeitsablaufes bei der Bestimmung von [Cso-
Werten notwendig. Durch die irreversible Bindung sind halbmaximale Inhibitionen nicht
vergleichbar, wenn sie zu unterschiedlichen Zeiten nach Substanzzugabe gemessen
werden.™® Daher wurde bei séamtlichen Experimenten auf die identische Durchfilhrung des
Zeitablaufes geachtet, so dass die gemessenen Werte vergleichbar sind. Das verwendete
ADP-Glo™-Testsystem zeigte in den durchgefuhrten Experimenten zum Teil fluktuierende

Werte, was entsprechend die schwankenden Messwerte erklart.

Die als HSET-Inhibitoren identifizierten Verbindungen wiesen das charakteristische
Sulfonylpyrimidin-Grundgertst mit 4-Trifluoromethyl- und Thiophen-Substituenten auf und
unterschieden sich ausschlie3lich in der Amidgruppe. Hier war in Bezug auf die Aktivitat
keine Praferenz fir bestimmte Substituenten erkennbar. Interessanterweise war die aktivste
Substanz in der Validierungsstudie am RIKEN Center for Sustainable Resource Science die
Verbindung 237157, die anstatt der langeren Seitenkette der Ubrigen Derivate lediglich
methyliert ist. Daher kdnnte eine kiirzere Seitenkette moglicherweise die Aktivitat steigern.
Da jedoch keine weiteren Derivate mit verkirzter Seitenkette vorhanden waren, konnte diese
Vermutung nicht n&aher untersucht werden. Mit Ausnahme von 236038 zeigten die
Sulfonylpyrimidine keine der erwarteten phénotypischen Veranderungen sowohl in HelLa- als
auch in BT-549-Zellen. Aufgrund der ahnlichen Aktivitat in den in vitro-Experimenten war
dies uUberraschend. Lebendzellexperimente zeigten jedoch zytotoxische Effekte nach
Substanzbehandlungen von 24 — 72 h. Anhand der Aufnahmen war eine Lebendzellanalyse
der mitotischen Spindel nicht moglich, so dass hier weder bestétigt noch ausgeschlossen
werden kann, ob eine Multipolaritat infolge der HSET-Inhibition auch bei den weiteren

Verbindungen der Grund fir die Toxizitat sein kann.

Die Aktivierung des SAC in Folge fehlerhafter Anheftung der Chromosomen an die
Kinetochore®! erklart den mitotischen Arrest nach Behandlung mit HSET-Inhibitoren. Durch
die Aufhebung der Bipolaritat in Folge der HSET-Inhibition ist die korrekte Positionierung der
Chromosomen im Zentrum der mitotischen Spindel nicht mehr méglich.®* Die Aktivierung
des SAC ermoglicht der Zelle die Behebung der fehlerhaften Zusammensetzung der
Spindel.mb] Falls dieser Fehler, wie bei der Inhibition eines essentiellen Bestandteils der
mitotischen Spindel, nicht behoben werden kann, wird der apoptotische Tod der Zelle
ausgelost.'? Bei der HSET-Inhibition durch 236038 konnte durch Lebendzellexperimente

beobachtet werden, dass die Zellen in Anwesenheit des Inhibitors nach 24 — 48 h sterben.
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In weiteren zellbasierten Tests wurde auch das Potenzial des Inhibitors 236038 zur
Wiederherstellung der Bipolaritat nach STLC-induzierter Monopolaritat untersucht. STLC
inhibiert selektiv das Kinesin Eg5, das antagonistisch zu HSET wirkt.** 1! Die selektive Eg5-
Inhibition bewirkt die Verhinderung der Zentrosomenteilung und fiihrt zu einer monoastralen
Struktur, in der sich die Zentrosomen im Zentrum und die Chromosomen darum bilden.®
Gleichzeitige Eg5- und HSET-Inhibition resultiert in pseudo-bipolaren Spindeln.”® Dieser
Effekt konnte auch bei Behandlung von Hela-Zellen mit 236038 und STLC beobachtet
werden. Die Bipolaritat konnte in den meisten Zellen wiederhergestellt werden, wahrend bei
alleiniger HSET-Inhibition hauptsachlich multipolare Spindeln und bei alleiniger Eg5-

Inhibition monopolare Strukturen auftraten.

Die chemische Struktur des Inhibitors liel3 eine kovalente Bindung an das Zielprotein
vermuten. Der GLP-1R-Agonist BETP besitzt ebenfalls eine Sulfonylgruppe, die Cysteine
kovalent bindet.’®# Die Bindungsstudien mit gereinigter HSET-Motordomane und 236038
zeigten ebenfalls eine kovalente Bindung des Inhibitors an zwei Cysteine des Kinesins auf.
Vergleiche mit der Proteinstruktur ergaben, dass diese Cysteine nicht im Bereich der
Nukleotid-Bindestelle von HSET liegen. AZ82 hingegen bindet nahe der Nukleotid-
Bindestelle, was in der ATP-kompetitiven Wirkung dieses Inhibitors resultiert.®® Die
Massenzunahme des Proteins betrug an beiden Cysteinen 261 Da. Daraus liel3 sich eine
Bindung des Pyrimidin-Grundgerustes mit den Trifluoromethyl- und Thiophen-Substituenten
an das Cystein vermuten. Reaktivitaten von 236038 mit der gereinigten Motordoméane des
antagonistischen Kinesins Eg5 und dem Testpeptid Ac-YACAKASAHA wurden ebenfalls
Uberprift und ergaben kovalente Bindungen durch den gleichen Mechanismus. Da die
Sulfonylgruppe sehr reaktiv ist, sind Bindungen an weitere Proteine sehr wahrscheinlich. Die
Mikrotubuli-stimulierte ATPase-Aktivitat von Eg5 wird durch die Bindung von 236038 jedoch
nicht beeinflusst, da ein zusatzliches Screening, das mit der Eg5-Motordomane durchgefuhrt
wurde, keine Inhibition der Mikrotubuli-stimulierten Aktivitat dieses Kinesins ergab. Die
weiteren als Inhibitoren der ATPase-Aktivitat der HSET-Motordoméne identifizierten
Sulfonylpyrimidine banden sowohl HSET als auch Eg5 und Ac-YACAKASAHA kovalent. Dies
unterstreicht die kovalente Bindung an Cysteine, die unabhangig von der jeweiligen

Seitenkette des Molekls zu sein scheint.

Die Validierung der Resultate des Screenings gegen die ATPase-Aktivitdt der HSET-
Motordoméne ergab Probleme bei der Anwendung des HSET-Inhibitors AZ82 als
Kontrollsubstanz. Mit dem verwendeten ADP-Glo™-Testsystem war zwar bei Applikation von
50 UM AZ82 eine starke Inhibition der ATPase-Aktivitat von ca. 80 % nachweisbar, jedoch
war die Aktivitat des Inhibitors im Vergleich zu den publizierten Daten (ICso = 0,3 pM) um das

Zehnfache schwéacher (ICso = 3,4 pM). Zusétzlich konnte die publizierte ATP-kompetitive
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Inhibition von AZ82 nicht bestatigt werden. Da die Autoren ein Testsystem basierend auf
dem Farbstoff Malachitgriin verwendeten,® wurde ein entsprechendes System zur Testung
von AZ82 eingesetzt. Unter diesen Bedingungen war eine Validierung der publizierten Daten
moglich. Folgeexperimente konnten jedoch nur marginale Inhibitionen der Sulfonylpyrimidine
in diesem Testsystem messen. Durch zahlreiche Problemlésungsansatze wurde versucht
den Grund der fehlenden Kinesininhibition durch Sulfonylpyrimidine im Malachitgrin-
Testsystem zu ermitteln, was schlie3lich durch Analyse der Inhibition in Anwesenheit von
DTT gelang. Hierbei wurde eine zum Teil drastische Abnahme der inhibitorischen Aktivitat
bei paralleler Zugabe von 1 mM DTT gemessen, wahrend die Inhibition der ATPase-Aktivitat
durch AZ82 nicht beeinflusst wurde. DTT war als Pufferbestandteil in den Proben im
Malachitgriin-Testsystem enthalten, nicht jedoch im ADP-Glo™-Testsystem. Aufgrund der
reaktiven Sulfonylgruppe, die bereits zur kovalenten Bindung des Inhibitors an Cysteine des
Zielproteins beigetragen hatte, ist eine Reaktion mit Thiolverbindungen erklarbar. Fur
niedermolekulare Inhibitoren, die Cysteine modifizieren, wurde bereits Reaktivitat mit Thiolen
beschrieben.”* Im Puffer enthaltene starke Reduktionsmittel wie DTT sind des Weiteren
imstande, mit redoxaktiven Verbindungen unter Bildung von H,O, zu reagieren, was eine
Inaktivierung der Enzymaktivitat zur Folge hatte.”*? Eine mégliche Redoxaktivitat wurde
nach entsprechenden Tests ausgeschlossen. Die Reaktionsfahigkeit der Sulfonylpyrimidine
mit Thiolen wurde durch eine massenspektrometrische Messung nach Inkubation der
Substanzen mit 5 mM GSH udberprift. Fir den HSET-Inhibitor 236038 wurden im
zugehdrigen Spektrum drei Peaks detektiert, was auf eine Reaktion mit GSH schliel3en lief3.
Die Peaks wurden anhand der entsprechenden Masse als intakte Substanz, Substanz-GSH-
Addukt und abgespaltenes Fragment identifiziert. 236038 bindet kovalent durch eine
nukleophile aromatische Substitution (SyAr) an GSH: Die Thiolgruppe von GSH attackiert
den Pyrimidinring von 236038, wahrend die Sulfonylgruppe unter Bildung einer Sulfonséaure
als Abgangsgruppe fungiert. Der Trifluoromethylsubstituent erhéht als elektronenziehende
Gruppe die Reaktivitdt des Pyrimidins fir den nukleophilen Angriff der Thiolgruppe
(Abbildung 7.10).
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Abbildung 7.10: Reaktionsmechanismus der Adduktbild ung von 236038 mit GSH

Somit lie sich die vermutete Reaktion mit Thiolen bestéatigen, wobei jedoch ein erheblicher
Anteil der Substanz als intakt nachgewiesen wurde. Dies lasst darauf schlieRen, dass ein
Teil der Substanz auch in lebenden Zellen von intrazellularen Thiolen gebunden wird und
daher nicht mit HSET interagieren kann. Die Reaktion mit Thiolen scheint jedoch langsam
abzulaufen, so dass nach 24 h bei durchschnittlicher physiologischer Thiolkonzentration&®!
noch ein Teil der Substanz intakt zu sein scheint. Daher besteht die Mdglichkeit, dass die
Substanz auch unter physiologischen Bedingungen ihr Zielprotein, das Kinesin HSET, trotz
potenziellem Abfangen durch Thiolverbindungen binden kann. Im Vergleich zu 236038 war
nach Inkubation von AZ82 mit GSH lediglich ein Peak nachweisbar, der als intaktes AZ82
identifiziert wurde. Somit war keine Reaktion von AZ82 mit GSH detektierbar, was auch
aufgrund der chemischen Struktur des Inhibitors nicht vermutet worden war. Die weiteren als
HSET-Inhibitoren identifizierten Sulfonylpyrimidine reagierten ebenfalls mit GSH, was in der
Detektion dreier Peaks in den entsprechenden Spektren resultierte. Die Mengen an
Substanz, die hierbei als intakt detektiert wurden, variierten innerhalb der aktiven
Sulfonylpyrimidine. Rickschlisse auf moégliche strukturelle Praferenzen der Aggregatbildung

mit GSH lieRen sich nicht ziehen.

Die intrazellulare Bindung von 236038 an HSET wurde mit Hilfe von CETSA-Experimenten
untersucht. Da das urspriungliche Protokoll dieses Ansatzes eine Substanzbehandlung des
Zelllysates und nicht der lebenden Zellen beinhaltet,** wurde das Protokoll entsprechend
angepasst, so dass bereits behandelte Zellen lysiert wurden, um kovalent modifiziertes
Protein gegen unbehandeltes Protein zu untersuchen. Hierzu wurde das urspringliche
Protokoll lediglich in Bezug auf den Zeitpunkt der Substanzbehandlung abgewandelt. Die
intrazellulare Bindung an HSET und die damit einhergehende Verschiebung der
Schmelztemperatur konnte allerdings nicht reproduzierbar gezeigt werden. In dem in dieser
Arbeit  dargestellten  Beispielexperiment wurde eine geringe Erhéhung der
Schmelztemperatur nach Behandlung mit 236038 bestimmt, diese war jedoch in den

Folgeexperimenten nicht darstellbar.
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Dieses entsprechend angepasste Protokoll wurde in der Literatur bisher nicht angewandt.
Fur ahnliche Experimente wurde der In-cell-CETSA genutzt, bei dem behandelte Zellen
erhitzt und anschlieRend lysiert werden.”*¥ Dieses Protokoll ware fiir kiinftige
Untersuchungen ein alternativer Ansatz zur Detektion der intrazellularen Bindung. AuRerdem
waren konzentrationsabhéngige Experimente hilfreich. Die in dieser Arbeit vorgestellten
Experimente wurden bei einer Konzentration von 10 uM durchgefiihrt. Diese Konzentration
ist zwar geringer als vorherige zellulare Untersuchungen, die mit 25 pM des Inhibitors
durchgefuhrt wurden. Der identische Phanotyp war mit gleicher Intensitdt auch bei einer
Konzentration von 10 puM zu beobachten, dennoch sollten héhere Konzentrationen einen

genaueren Aufschluss Uber die Bindung des Zielproteins geben.

Die schwache Aktivitat von AZ82 im ADP-Glo™-Testsystem konnte jedoch trotz
umfangreicher Problemldsungsansétze nicht ermittelt werden. Ebenso war es nicht méglich,
die Aktivitat des Inhibitors in Zellen zu detektieren. Die publizierte Aktivitat von AZ82 umfasst
die Entstehung mehrheitlich multipolarer Spindeln bei einer Konzentration von 0,4 pM,
wahrend ab 4 uM bereits Toxizitdt zu beobachten ist. Identifiziert wurden diese Effekte nach
einer Inkubationszeit von 16 h in BT-549-Zellen, die einen hohen Anteil an Zellen mit

[77b]

amplifizierten Zentrosomen aufweisen. In dieser  Arbeit  wurde der

konzentrationsabhdngige Einfluss von AZ82 auf MDA-MB-231 (getestet, eine
Brustkarzinomzelllinie mit einem ebenfalls hohen Zellanteil mit zuséatzlichen Zentrosomen.['™
MDA-MB-231-Zellen wiesen nach Behandlung mit bis zu 10 uM keine phanotypischen
Veranderungen auf, wahrend zytotoxische Effekte erst ab 20 uM auftraten. Um mdglichst
viele mitotische Zellen beobachten zu kénnen, wurden die Zellen vor der Behandlung mit
AZ82 durch Thymidinzugabe blockiert, was zu einem mitotischen Arrest fithrt."?® Mitotische
MDA-MB-231-Zellen waren auch nach AZ82-Behandlung zum grofR3en Teil bipolar, so dass
kein Einfluss auf die zentrosomale Gruppierung detektiert werden konnte. Ein zuséatzliches
Experiment mit den in der Literatur verwendeten BT-549-Zellen ergab ebenfalls nicht den
erwarteten Phanotyp. Die biochemische Charakterisierung von AZ82 wurde zum Teil in
Abwesenheit von Serum durchgefiihrt,®® so dass AZ82 moglichweise mit dem verwendeten
fetalen Kalberserum interagieren kdnnte. Experimente mit verminderter Serumkonzentration

waren jedoch ebenfalls nicht erfolgreich.

Mit Hilfe einer detaillierten Struktur-Aktivitats-Analyse von Dr. Erchang Shang konnten
weitere Informationen zum Verstandnis der Interaktion der Sulfonylpyrimidine mit HSET
erlangt werden. Des Weiteren war es maoglich, die Aktivitdt durch Einfihren alternativer
Substituenten im Vergleich zur Ausgangssubstanz 236038 um das Vierfache zu steigern.
Eine Ubersicht der Struktur-Aktivitats-Analyse ist in Abbildung 7.11 dargestellt. Zunachst
wurde die Notwendigkeit der Sulfonylgruppe, tber die die Modifikation der Cysteine des
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Zielproteins ermdglicht wird, bestatigt. Bei Verwendung eines Thioethers an der gleichen
Position war bei sdmtlichen Verbindungen keine Aktivitdt im Vergleich zur entsprechenden
Sulfonylverbindung messbar. Wurde ein Sulfinylsubstituent an dieser Position eingefihrt, war
zum Teil eine verminderte Aktivitdt messbar, teilweise ging die Aktivitat ganzlich verloren.
Der elektronenziehende 4-Trifluoromethylsubstituent am Pyrimidin wurde ebenfalls als
essentiell nachgewiesen. Andere eingefuhrte Substituenten an diesen Stellen fiihrten zum
Verlust der Aktivitat. Im Gegensatz dazu ist der Thiophensubstituent am Pyrimidin nicht
essentiell fir die Aktivitat der Verbindungen. Hier konnte durch Einflihrung verschiedener
Substituenten eine zum Teil deutliche Steigerung der Aktivitat erzielt werden. Insgesamt
wurden mono- oder disubstituierte Ringsysteme als optimierte Gruppen fir diese Position
identifiziert. Substituenten, die zu einer gesteigerten Aktivitat der Verbindung fuhrten, waren
in samtlichen Fallen halogeniert oder beinhalteten halogenierte Substituenten. An dieser
Position kdnnte demnach eine Interaktion Uber Halogene die Affinitat des Inhibitors fur die
Bindestelle steigern, womdbglich durch Stabilisierung der Bindung an umgebende
Aminosaurenreste. Ebenfalls scheint die Bindestelle raumlich begrenzt zu sein, da sperrige
Gruppen wie groRBere und mehrfach substituierte Ringsysteme oder Phenylester in den
meisten Féllen keine Inhibition des Kinesins mehr aufweisen. Langere Alkylketten flhren

ebenfalls zum Verlust der Aktivitat.

Bei der Variation der Anhangsgruppe des Amids zeigten verschiedene Substituenten eine
drastische Steigerung der Aktivitat, wobei die Einflhrung einer n-Hexylgruppe mit 5,5 uM zu
den potentesten Gruppen zadhlte. An dieser Position scheint demnach keine raumliche
Begrenzung der Bindestelle vorzuliegen. Sperrigere Gruppen zeigten hier zwar ebenfalls
schwachere Aktivitdten, jedoch lag nur in einem Fall ein kompletter Aktivitatsverlust vor.
Diese Vermutung lie3 sich durch die Testung verschiedener Linkerlangen zwischen Amid
und Sulfonylgruppe bestatigen. Hierbei wurde eine dreifache Verbesserung der Aktivitét
durch Verlangerung des Kohlenstofflinkers von (CHy), auf (CH,); gezeigt. Eine Verlangerung
auf (CHy)s wies ebenfalls eine leichte Verstarkung im Vergleich zur Ausgangsverbindung auf.
Eine Verlangerung des Linkers, gepaart mit der Einfiihrung der n-Hexylgruppe, spiegelt die
maogliche rdumliche Ausdehnung der Verbindung an dieser Position wider. Derivate mit n-
Hexyl-Amid und verlangertem Kohlenstofflinker wurden jedoch nicht synthetisiert, so dass
eine Analyse dieser Kombination nicht moglich war. Hierdurch kénnte die maximale

Ausdehnung der Verbindung Uberprift werden.
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Abbildung  7.11: Zusammenfassung der  Struktur-Aktivi tats-Beziehung ausgewahlter
Sulfonylpyrimidine

Farblich gekennzeichnete Substituenten wurden innerhalb der Substanzkollektionen von Dr. Erchang
Shang und Kenshirou Shimizu auf ihre Kontribution zur HSET-Inhibition untersucht. Die Struktur-
Aktivitats-Beziehung wurde von Dr. Erchang Shang basierend auf den ICsp-Werten aus dem ADP-
Glo™-Testsystem erarbeitet.

Insgesamt stellen die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zu den Sulfonylpyrimidinen
einen geeigneten Startpunkt fir weitere Untersuchungen zu kovalent bindenden HSET-
Inhibitoren dar. Mit Hilfe der Struktur-Aktivitats-Beziehung zahlreicher synthetisierter Derivate
konnten nahere Informationen zur Notwendigkeit der einzelnen Substitutionen erlangt
werden, die zur Verbesserung der Aktivitat der Verbindung durch Derivatisierung beitragen
konnen.
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8 Ausblick

Durch die MILI A-inspirierten, neurotrophen 4-Hydroxy-2-pyridonverbindungen wurden
Inhibitoren der fiir die Neuritogenese relevanten Kinase MAP4K4 identifiziert. MAP4K4 zahlt
zu der GCK-IV-Unterfamilie der Ste20/MAP4K-Kinasefamilie und weist in der ATP-
Binderegion starke Homologien zu den weiteren GCK-1V-Kinasen TNIK, MINK1 und NESK
auf. Zur Bestimmung der Selektivitat der Inhibitoren ist die Testung weiterer Kinasen
notwendig, insbesondere der GCK-IV-Kinasen. Des Weiteren waren nicht alle Kinasen, fir
die ein Zusammenhang mit dem Neuritenwachstum in SH-SY5Y-Zellen beschrieben wurde,

im angewandten Kinasescreening verfugbar.

Mit Hilfe einer Proteinanreicherung durch Desthiobiotin-ATP konnte die intrazellulare
Bindung des aktivsten 4-Hydroxy-2-pyridons an MAP4K4 nicht bestétigt werden. Hier werden
folglich weitere Untersuchungen bengétigt, um die Inhibition der Kinase auch in neuronalen
Zellen zu belegen. Alternativ konnen proteomweite Verfahren angewandt werden, mit denen
auch weitere Proteine identifiziert werden kdnnten, die mdglicherweise von der Substanz
gebunden werden. Ein weiterer Ansatz ist der Cellular Thermal Shift Assay (CETSA),
welcher an anderer Stelle in dieser Arbeit eingesetzt wurde, um die Bindung an das
Zielprotein nachzuweisen. Zusatzlich zur Identifikation moglicher weiterer Zielproteine des
Inhibitors steht auch eine Bestéatigung der intrazellularen Blockierung des JNK-vermittelten
Apoptose-Signalweges aus. Hierzu ist die Analyse der Phosphorylierung der
nachgeschalteten Proteine TAK1, MKK4, JNK und c-Jun infolge der MAP4K4-Inhibition

durch den Inhibitor notwendig.

Einzelne 2,4-Dimethoxypyridine losten zudem mitotischen Arrest in HelLa-Zellen aus und
wiesen neuroprotektive Eigenschaften in SH-SY5Y-Zellen auf. Da derartige Substanzen
bislang kaum mit Neuroprotektion und anormaler Mitose in Verbindung gebracht wurden,
werden weitere Informationen Uber die Bindestelle bzw. den Wirkmechanismus der

Verbindungen bendtigt.

Die Analyse der Selektivitat steht auch fur das HSET-inhibierende Sulfonylpyrimidin aus.
Durch die reaktive Sulfonylgruppe sind neben dem Kinesin Eg5 weitere
Proteinmodifikationen sehr wahrscheinlich. Hier sollte der Fokus insbesondere auf mitotische
Kinasen und weitere Elemente der mitotischen Spindel gelegt werden, um den genauen
Mechanismus darzustellen, der der Multipolaritat infolge der Substanzbehandlung zugrunde
liegt. Dazu zahlt auch die Bestatigung der intrazellularen Bindung des Inhibitors an HSET,
die in dieser Arbeit nicht gezeigt werden konnte. Mit Hilfe von CETSA-Experimenten kénnen

in Substanz-behandelten Zellen die Bindung an das identifizierte Zielprotein nachgewiesen
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und proteomweit zusatzlich modifizierte Proteine ausgemacht werden. Hierflr sollte auf
bekannte Protokolle zur Durchfiihrung des CETSA in lebenden Zellen zurtckgegriffen
werden. Des Weiteren ist eine detaillierte Analyse der weiteren Sulfonylpyrimidine, die
ebenfalls als HSET-Inhibitoren bestimmt wurden und bei langerer Behandlung zum Zelltod
fuhren, notwendig. Hier muss der Aufbau der zellbasierten Untersuchungen angepasst

werden, um entsprechende phénotypische Veranderungen zu detektieren.
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Abkirzung Bedeutung

°C Grad Celsius

A Angstrém

Ac Acetyl

ADP Adenosindiphosphat

AEBSF 4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid
AM Acetoxymethylester

ATPase Adenosintriphosphatase

bzw. beziehungsweise

CacCl, Calciumchlorid

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CoO, Kohlenstoffdioxid

Cys Cystein

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

FITC Fluoreszein-lsothiocyanat

Glu Glutaminsaure

h Stunde

H,O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

His-Tag Polyhistidin-Aminosauresequenz
HRP Meerrettichperoxidase

IR Infrarot

kDa Kilodalton

Lys Lysin

m/z Masse-zu-Ladung-Verhaltnis

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
Met Methionin

MgSO, Magnesiumsulfat

min Minute

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
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Abkirzung Bedeutung

NaH,PO, Natriumdihydrogenphosphat

NCI-60 60 Tumor-Zelllinien des US National Cancer Institute (NCI)
PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PEG 8000 Polyethylenglykol (Molekulargewicht 8 kDa)
PVDF Polyvinylidenfluorid

rcf relative Zentrifugalbeschleunigung

RNAI RNA-Interferenz

S Sekunde

SiRNA kleine eingreifende RNA (engl. small interfering RNA)
TB-Medium Terrific-Broth-Medium

TBS Tris-gepufferte Salzlésung

TBS-T Tris-gepufferte Salzlésung mit Tween 20
TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphin

TFA Trifluoressigsaure

TRITC Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat

Tyr Tyrosin

U Unit

u.a. unter anderem

\Y Volt

viv Volumen pro Volumen

wiv Gewicht pro Volumen

z.B. zum Beispiel
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Tabelle 13.1: Einfluss von MILI A-inspirierten Verb
Hippokampus-Neuronen von E18/E19 Sprague-Dowley-Rat  ten

indungen auf das Neuritenwachstum in

Die Zellen wurden fur 48 h mit 1 uM und zum Teil zusétzlich mit 10 uM der jeweiligen Substanz

Zu-/Abnahme

des

behandelt. Dargestellt sind Mittelwerte =+ Standardabweichung der

Neuritenwachstums aus funf Bildaufnahmen. Die Messungen wurden von der Firma Neuro-Zone

durchgefuhrt.

Zu-/Abnahme des Zu-/Abnahme des
Neuritenwachstums [%] Neuritenwachstums [%0]
10 uM 1uM 10 uM 1uM

PS100S +35+44 | PS228S | -6,8+52 | +43+11,6
PS104S +3,2+10,7| PS229S | -50+44 | +11,5+8)9
PS118S -12+78 | PS234S | +3,1+6,1 | +11,2+9,2
PS122S | +2,1+9,7 | +74+69 | PS235S | -4,7+89 | +05+£6,5
PS123S +0,8+55 | PS238S | +1,1+5,1 | +16,7+4,9
PS124S +53+43 | PS239S | -16+50 | +10,6+7,0
PS138S +45+52 | PS240S | -48+94 | +3,2+6,6
PS139S +10,0+8,9| PS242S | -53+26 -49+54
PS151S +129+09| PS245S | -0,7+6,5 | +54+9,7
PS155S +1,7+9,0 | PS247S |+6,2+10,4|+105+11,5
PS157S -4,3+4,7 | PS248S | -7,2+50 | +5,7+6,8
PS158S -75+35 | PS250S | -51+91 | +7,8+8/4
PS163S -4,7+4,1 | PS251S | -25+35 | +6,7%+6,3
PS166S | -126+6,2 | -05+59 | PS252S | +7,7+3,3 | +245+8,8
PS170S | -13,2+29 | -12+54 | PS254S | +2,0+6,2 | +2,0+£6,0
PS171S | +18,2+6,7 |+21,3+5,8| PS255S | -49+56 | +12+84
PS172S | +16+2,7 | +6,1+98 | PS268S | -5,7+6,1 -1,0+£4,0
PS173S | +2,0+123 |+8,6+12,0| PS272S | -81+44 | +15+272
PS174S | +16+39 | +2,8+39 | PS274S | -24+6,9 | +34+7,7
PS175S | +7,1+6,9 | +95+4,7 | PS277S | -0,9+2,7 | +9,4+11,0
PS176S +8,2+10,1| PS279S | +3,3+5,7 | +5,8+11,3
PS177S | -109+52 | -44+6,6 | PS280S | -75+29 -4,7+45
PS178S -6,1+58 | PS282S | -94+6,4 -4,6 £6,6
PS179S -85+84 -29+9,1 | PS286S | -9,0+7,2 -71+6,4
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Zu-/Abnahme des
Neuritenwachstums [%]

Zu-/Abnahme des
Neuritenwachstums [%]

10 pM 1uM 10 pM 1M
pPS180s | -78+28 |-123+57 | PS287S | -7,7+8,0 | -3,6+8,6
PS184S | -4,0+£95 | +33+8,1 | PS288S | -1,7+58 | +0,8+5,2
PS185S -24+32 | PS28SE | +0,8+5,2 | +11,9+8,5
PS186S | -55+3,1 | +3,2+4,7 | PS292S | +1,8+9,3 | +10,0+4,8
PS187S -2,7+4,4 | PS293S | -57+36 | -39+38
PS194S -18+3,6 | PS296S | -54+6,3 | +1,2+7,2
PS196S | -154+38 | -35+2,3 | PS297S | -73+36 | +0,3+4,3
pPS198s | -78+51 |+83+103| PS298S | -55+78 | -0,3+£7,0
PS199S | +7,8+7,0 |+13,0+9,6| PS299S | -6,8+3,8 | -1,2+85

PS1K +39+89 | +6,5+6,3 PS2S +47+6,1 |+16,6+11,1
PS201S | +18+79 |+9,0+143| PS300S |-13,7+6,7 | -55%6,5
PS219S | +24+59 | +24+7,7 | PS301S | +28+9,7 | +12,2+6,2
PS220S | +6,2+54 |+9,4+104| PS38S | +6,6+7,8 |+14,1+10,7
PS222S | +2,1+72 | +62+7,5 PS67S +21,5+5,7
PS223S | -2,3+33 |+148+4,6| PS83S +14,0+£15,2
PS226S | +3,9+13,2 |+4,0£11,9| PS85S +6,7+3,7
PS227S | +0,1+58 | +8,6+9,6 BDNF +18,3+8,5
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Tabelle 13.2: Einfluss von MILI A-inspirierten Verb

SY5Y-Zellen

indungen auf das Neuritenwachstum in SH-

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit 10 uM oder 1 uM der
jeweiligen Substanz behandelt. Die Bilddaten wurden anhand einer DNA- (DAPI) und a-Tubulin-
Farbung (a-Tubulin-Antikbrper und Alexa488-gekoppelter Nachweisantikdrper) halbautomatisch
ausgewertet und quantifiziert. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung der Neuritenldnge
pro Zelle aller Einzelbilder im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n = 17 — 96).
Statistische Signifikanz wurde durch einen Zweistichproben-t-Test ermittelt (****: p < 0,0001; **: p <

0,01).
Neuritenwachstum | Neuritenwachstum Zu-/?\lt;nua:ir:(renn(? des
Substanz [uM] Kontrolle [uM] wachstums [%]
BDNF 10 pM 37,9+£10,0 29,7+7,.3 + 27,8%**
Kenpaullon [0 uM 54,6 £ 9,2 26,5+3,8 +106,0
PS100S 10 pM 23,1+7,0 15,1+4,2 + 53,0%rr*
PS104S 10 pMm 25,5146 20,5+ 3,9 + 24,2
PS118S 10 pM 21,2+2,9 18,7+1,9 + 13,2
PS122S 10 pMm 23,1+75 18,1+2,7 + 27,3
PS123S 10 uM 31,4+£6,5 26,4+4.4 + 18,9
PS124S 10 pMm zytotoxisch
PS138S12 |10 uM zytotoxisch
PS139S 10 pMm 17,7124 16,9+ 3,7 + 4,7
PS150S 10 pM 27,9+6,0 26,5+3,7 +5,3
PS151S 10 uM 29,0+£94 20,5+£3,9 +41,4
PS155S 10 pMm 30,1 +9,7 26,5+3,7 + 13,5
PS157S 10 uM 18,6 £2,6 18,5+ 3,6 +0,8
PS158S 10 pMm 17,320 151+14 + 14,7
PS160S 10 pM 39,1+9,.8 26,5+3,7 + 47,3
PS161S 10 pMm 25,725 264+44 -25
PS163S 10 pM 22,7+28 134+1,2 +69,0
PS166S 10 uM zytotoxisch
PS170S 10 pM 15,8+ 3,4 18,5+ 3,6 -14,3
PS171S 10 pMm 12,0+2,9 13,4+1.2 -10,4
PS172S 10 uM 24,7 +£3,9 18,719 + 32,3
PS173S 10 uM zytotoxisch
PS174S 10 pMm zytotoxisch
PS175S 10 pM 29,6 £6,4 26,5+3,7 +11,6
PS176S 10 pMm 18,8+ 3,5 18,1+2,7 +4,0
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Zu-/Abnahme des

Neuritenwachstum | Neuritenwachstum Neuriten-
Substanz [uM] Kontrolle [uM] wachstums [%]

PS177S 10 pMm 24,7+ 7,7 17,1+ 3,0 + 43,9
PS178S 10 uM 194+34 18,719 + 3,9
PS179S 10 pM 23,9+16,8 25,1+7,9 -50
PS180S 10 pMm 224+55 18,5+ 3,6 +21,1
PS184S 10 pM 243+7,.2 25,1+7,9 -34
PS185S 10 pMm 244+48 18,1+2,7 + 35,0
PS186S 10 pM 22,6 £3,7 18,7+1,9 +21,0
PS187S 10 pMm 26,9+81 25,1+79 +6,9
PS194S 10 uM zytotoxisch
PS196S 10 pMm 330+7,4 264+44 + 25,2
PS199S 10 uM 28,157 17,3+£3,8 + 62,4****
PS201S 10 pMm 38,7+8,5 225+3,2 + 72,0%%*
PS219S 10 pM 27,3+3,9 26,4+4,4 + 3,6
PS220S 10 pMm 22,8142 + 23,3
PS222S 10 pMm 329+75 30,9+8,6 + 6,6
PS223S 10 uM 21,6 £5,0 17,1+ 3,0 + 26,0
PS226S 10 pMm 199+25 20,5+ 3,9 -31
PS227S 10 pM 29,2+7,0 30,9+8,6 -55
PS228S 10 pMm 22,8+34 18,7+1,9 + 22,2
PS229S 10 uM zytotoxisch
PS234S 10 pMm 20,5+7,0 20,5+ 3,9 -0,2
PS235S 10 pM 30,9+55 26,4+4,4 + 16,9

10 pMm 15926 17,1+ 3,0 -6,9
PS238S

1uM 26,7 £9,3 21,9+5,6 +21,9%*
PS239S 10 uM zytotoxisch
PS242S 10 uM zytotoxisch
PS245S 10 uM 28441 175+£29 + 61,9%***
PS247S 10 pMm 36,3+7,2 264+44 + 37,5
PS248S 10 uM zytotoxisch
PS250S 10 pMm 29,1+49 30,9+8,6 -57
PS251S 10 pM 24,0+ 3,8 242+7,2 -0,8
PS252S 10 pMm 29,8173 27,9157 +7,0
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Zu-/Abnahme des

Neuritenwachstum | Neuritenwachstum Neuriten-
Substanz [uM] Kontrolle [uM] wachstums [%]

PS254S 10 pMm 38,2+7,6 27,0+£45 +41,5
PS255S 10 uM 22445 151+14 + 48,5
PS279S 10 uM zytotoxisch
PS280S 10 uM 18,4+2,8 18,5+ 3,6 -04
PS282S 10 uM 35,0+10,4 27957 + 25,7
PS350S 10 uM zytotoxisch
PS360S 10 pMm zytotoxisch
PS418S 10 uM zytotoxisch
PS423S 10 pM 20,0+ 3,4 20,5+3,9 -25
PS425S 10 pMm 16,5+2,1 18,5+ 3,6 - 10,6
PS426S 10 uM 20,241 151+14 + 34,2
PS428S 10 pMm 20,327 151+14 + 34,3
PS429S 10 uM 22351 16,9 £3,7 + 32,2
PS430S 10 pMm 22,2+45 18,7+1,9 + 18,8
PS435S 10 pMm 19,1+2,3 18,1+2,7 +5,6
PS439S 10 pMm zytotoxisch
PS446S 10 uM 34,3+8,5 33,6 +4,9 +2,2
PS448S 10 pM 28,0+4,2 26,4+4,4 +6,2
PS449S 10 pMm 36,6 +11,1 27,0+£45 + 35,4
PS44S 10 uM 25,2+8,3 247 £6,7 +2,1
PS450S 10 pMm zytotoxisch
PS451S 10 pMm zytotoxisch
PS454S 10 uM zytotoxisch
PS455S 10 pMm zytotoxisch
PS461S 10 uM zytotoxisch
PS462S 10 pM 26,0 £6,5 27,0+45 -39
PS464S 10 pM 20,0 £ 3,0 151+14 + 32,8
PS466S 10 pMm 240+34 264+44 -91
PS467S 10 pMm zytotoxisch
PS469S 10 pMm 19,1+2,7 151+14 + 26,7
PS470S 10 pMm zytotoxisch
PS471S 10 pMm 249+5,6 20,5+ 3,9 +21,4
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Zu-/Abnahme des

Neuritenwachstum | Neuritenwachstum Neuriten-
Substanz [uM] Kontrolle [uM] wachstums [%]

PS472S 10 pMm 19,6 £ 5,7 18,1+2,7 + 8,3
PS539S 10 pM 145+17 13,6 +2,2 +6,5
PS541S 10 uM 15023 15427 -2,6
PS542S 10 pMm zytotoxisch
PS546S 10 uM 16,6 +2,4 13,6 £2,2 + 22,5
PS547S 10 pMm 18,2+ 3,3 13,6 £2,2 + 34,3
PS548S 10 uM zytotoxisch
PS550S 10 pMm 18,6 £ 5,0 15,4+27 + 20,6
PS551S 10 uM 19,8 +3,0 13,6 £2,2 + 46,1
PS553S 10 pMm 16,3+ 3,2 13,6 £2,2 + 20,3
PS554S 10 pM 153+1,7 155+3,1 -1,2
PS555S 10 pMm 15,9+3,2 13,6 £2,2 + 17,2
PS556S 10 pM 122+1,7 15,4 +2,7 -21,0
PS557S 10 pMm 15,6 +2,7 13,6 £2,2 + 15,2
PS558S 10 pMm zytotoxisch
PS564S 10 uM 20,5+54 155+£3,1 +31,9
PS565S 10 pMm 16,9+ 3,7 15,4+2,7 +9,7
PS566S 10 uM 20424 155+£3,1 + 31,3
PS567S 10 pMm zytotoxisch
PS569S 10 pM 20,8+ 3,4 155+3,1 + 33,7
PS571S 10 pMm zytotoxisch
PS573S 10 uM zytotoxisch
PS574S 10 pMm 25,8+7,3 21,0+34 +22,9
PS576S 10 uM 195+27 155+£3,1 + 25,5
PS584S 10 pMm 17935 13,6+2,2 + 31,7
PS586S 10 uM zytotoxisch
PS589S 10 uM zytotoxisch
PS58S 10 pMm 17,9+ 3,0 16,9+ 3,7 +5,9
PS600S 10 pM 22,7+3,8 175+29 +29,5
PS601S 10 pMm zytotoxisch

10 pM zytotoxisch
PS606S

1uM 34,3+5,1 29,1+55 +17,8**
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Zu-/Abnahme des

Neuritenwachstum | Neuritenwachstum Neuriten-
Substanz [uM] Kontrolle [uM] wachstums [%]
PS60S 10 pMm 171+21 151+14 + 13,6
PS619S 10 uM 39,2+£7,9 29,1+£53 + 34,8
PS633S 10 pMm zytotoxisch
PS641S 10 pMm 31,1+6,9 21,2 +10,2 + 46,7
10 pMm zytotoxisch
PS642S
1uM 335+6,5 29,3+6,6 + 14,3**
PS644S 10 uM 19,0+ 3,0 18,719 +19
PS67S12 10 pMm 21,9+29 13,4+1.2 + 63,4
PS79S 10 uM 19,7+3,8 18,5+ 3,6 + 6,8
PS81S 10 pM zytotoxisch
PS83S 10 pM 134+2,1 134+1,2 0,0
PS85S 10 pMm 245+5,0 18,5+ 3,6 +32,9
PS86S 10 pM 14,4+2,6 134+1,2 +7,2
PS99S 10 pMm 26,1+52 295+75 -11,7
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n Substanzen auf das Neuritenwachstum
Ratten

Tabelle 13.3: Einfluss von Secoyohimban-inspirierte
in Hippokampus-Neuronen von E18/E19 Sprague-Dowley-

Die Zellen wurden fur 48 h mit 1 uM und/oder 10 uM der jeweiligen Substanz behandelt. Dargestellt
sind Mittelwerte * Standardabweichung der Zu-/Abnahme des Neuritenwachstums aus finf
Bildaufnahmen. Die Messungen wurden von der Firma Neuro-Zone durchgefihrt.

Zu-/Abnahme des
Neuritenwachstums [%]
10 uM 1uM
Rhynchophyllin -26+66 | +13,3+x7,1
Isorhynchophyllin -0,1+£5,8 18,1+9,9
(+)-6aa -04+4,6 +3,2+6,3
(+)-6fa -6,1+23 | +79%3,1
(-)-6ca -97+59 | +82+6,8
(+)-6ea -12,6+6,0 | +13,7+8,9
(+)-6da +1,2+2,0 | +11,2+4,6
(+)-6ha +05+93 | +18,3+3,0
(+)-6ma -125+10,7| +9,2+5,7
(+)-6na +43+103 | +9,1+34
(+)-6ba -6,5+9,7 | +153+5,8
(+)-6ga -3,7+£85 | +17,2+4,1
(+)-6ia -38+7,2 | +8,7+6,0
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Tabelle 13.4: Einfluss von Secoyohimban-inspirierte

in SH-SY5Y-Zellen

n Substanzen auf das Neuritenwachstum

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit 1 yM (+)-6ra und 10 uM der
weiteren Substanzen behandelt. Die Bilddaten wurden anhand einer DNA- (DAPI) und a-Tubulin-
Farbung (a-Tubulin-Antikorper und Alexa 488-gekoppelter Nachweisantikdrper) halbautomatisch
ausgewertet und quantifiziert. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung der Neuritenlange

pro Zelle aller Einzelbilder im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n =

17 -

91).

Statistische Signifikanz wurde durch einen Zweistichproben-t-Test ermittelt (****: p < 0,0001; ***: p <
0,001; **: p < 0,01).

Neuritenwachstum | Neuritenwachstum Néﬂ#fé?}r\]/\?:ggtgriss
Substanz [uM] Kontrolle [uM] (%]
(-)-6aa 10 uM 35,1+6,9 35,9+6,0 -2,0
(-)-6aaA | 10 uM 30,0+6,4 328+44 -8,7
(-)-6aaB | 10 uM 29,1+4,9 25,8 +2,9 +12,5
(-)-6aaC | 10 pM 29,3+3,0 29,1+3,1 +0,8
(-)-6aaD 10 uM 29,3+7,9 29,1+3,1 +0,6
(-)-6aaE | 10 pM 35,0+ 7,0 35,9 +6,0 -2,3
(-)-6ba 10 uM 26,8+7,1 26,8 £9,7 0,0
(-)-6ca 10 uM 26,4 +4,9 35,9+6,0 -26,4
(-)-6da 10 puM 27,7+45 29,2 + 4,2 -4,9
(-)-6ea 10 pM 24,7+5,3 29,1+3,1 -15,1
(-)-6fa 10 pM 241+7,3 249+7,8 -3,2
(-)-6faA 10 uM 30,8 +5,6 29,2+4,2 +5,6
(-)-6faB 10 pM 31,7+49 25,8 +2,9 +22,5
(-)-6faC 10 pm 37,0+5,2 292 +4,2 +27,0
(-)-6faD 10 uM 36,0 £6,7 25,8+2)9 + 39,3
(-)-6ga 10 uM 22,4+39 33,7+£6,7 -33,6
(-)-6ha 10 uM 26,7+2,9 328+4,4 -18,7
(-)-6hb 10 pM 25,2 +4,9 33,7+6,7 -25,1
(-)-6ia 10 uM 28,2+7,3 276+7,5 +2.2
(-)-6ib 10 pM 26,1+5.3 33,7+6,7 -22,6
(-)-6ja 10 pm 30,9+4,3 25,8 +2,9 +19,5
(-)-6ka 10 uM 275+7,8 29,2+4,.2 -59
(-)-6la 10 pm 30,1+5,4 292 +4,2 +3,2
(-)-6nb 10 uM 28,4 +4,5 25,8+2)9 +9,9
(-)-60a 10 pM 29,7+5,9 35,9+6,0 -17,2
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Neuritenwachstum

Neuritenwachstum

Zu-/Abnahme des

Substanz [uM] Kontrolle [uM] NeuritenV\[/;Ehstums
(-)-6pa 10 pM 30,8+6,8 33,7+6,7 -8,6
(-)-6qa 10 pM 22,0+5,7 18,3 3,2 20,2+
(-)-6ra 1uM 26,9 £ 6,3 18,3+3,2 + 47 ,0%rrx
(-)-6sa 10 pM 28,5+4,1 328+44 -13,1
(-)-6saA 10 pM 30,3+6,1 25,8+2,9 +17,3
(-)-6saB 10 pM 27,3+5,5 29,2+4,.2 -6,5
(-)-6saC | 10 uM 30,3+4,5 29,1+3,1 +4,1
(-)-6saD 10 pM 37,4+8,7 33,7+6,7 +11,1
(-)-6ta 10 pM 33,8+85 29,1+3,1 +16,2
(-)-6ua 10 pM 31,9+54 25,8+2,9 +23,5
(-)-6ua 10 uM 30,4+5,7 35,9+6,0 -15,3
(-)-6uaA | 10 uM 29,9+45 29,1+3,1 +2,8
(-)-6uaB 10 pM 24,6 £3,7 33,7+6,7 - 26,9
(-)-6uaC | 10 pMm 35,0+6,3 292 +472 +19,8
(-)-6uaD 10 pM 36,7+4,9 328+4,4 +11,9
(-)-6wa 10 pM 25,7 +6,4 25,8 +2,9 -0,7
(-)-6xa 10 pM 23,6 £3,6 29,1+3,1 -19,0
(-)-6ya 10 pM 27,5+ 8,1 29,1+3,1 -55
(+)-6aa 10 pM 29,5+ 6,2 32,8+4,4 -10,0
(+)-6aaA 10 uM 34,0+5,0 33,7+6,7 +0,9
(+)-6aaB | 10 pM 31,3+54 29,1+3,1 +7,6
(+)-6aaC 10 pM 38,5+6,3 33,7+6,7 + 14,3
(+)-6aaD | 10 pM 29,6 +5,9 35,9+6,0 -17,3
(+)-6aaE | 10 pM 28,7 +3,6 33,7+6,7 -14,8
(+)-6ba 10 pM 24,6 +5,4 22,7+5,0 +8,4
(+)-6ca 10 pm 29,0 +4,7 35,9+6,0 -19,2
(+)-6da 10 pM 25,2+6,5 33,7+6,7 -25,2
(+)-6ea 10 pM 29,0 +4,8 25,8 +2,9 +12,2
(+)-6fa 10 pM 21,3+55 23,9+6,6 -10,9
(+)-6faA 10 pM 24,7+5,0 25,8+2,9 -4,6
(+)-6faB | 10 uM 28,8 +3,1 292 +4,2 -1,4
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Neuritenwachstum

Neuritenwachstum

Zu-/Abnahme des

Substanz [uM] Kontrolle [uM] NeuritenV\[/;Ehstums
(+)-6faC 10 pM 36,0 £6,3 35,9+6,0 +0,3
(+)-6faD | 10 pMm 32,1+54 29,1+3,1 +10,4
(+)-6ga 10 pM 28,0+4,9 29,1+3,1 -3,6
(+)-6ha 10 uM 25,3+6,5 35,9+6,0 -29,3
(+)-6hb 10 pM 30,6 +3,8 328+4,4 -6,7
(+)-6ia 10 pM 242+7,0 27,7+7,3 -12,6
(+)-6ib 10 uM 32,6 +£5,9 35,9+6,0 -9,0
(+)-6ma 10 pM 28,7+4,7 29,2+4,.2 -1,5
(+)-6na 10 pM 27,3+99 26,8 6,2 +1,9
(+)-6nb 10 pM 20,7+4,3 328+4,4 - 36,8
(+)-60a 10 pM 23,8+4,0 29,1+3,1 - 18,0
(+)-6pa 10 pM 38,6 +5,6 328+44 +17,7
(+)-6ga 10 uM 29,5+5,9 18,3+ 3,2 + 61, 2%
(+)-6ra 1 pM 27,7+10,3 19,4+ 7,0 + 42, grar
(+)-6sa 10 pM 30,2+5,7 25,8+2,9 + 16,9
(+)-6saA | 10 pM 25,5+ 4,0 33,7+6,7 =242
(+)-6saB 10 pM 29,3+4,7 328+4,4 -10,8
(+)-6saC 10 pM 32,4+48 35,9+6,0 -9,6
(+)-6saD | 10 pMm 32,0+6,1 25,8 +2,9 + 23,7
(+)-6ta 10 uM 38,1+4,7 35,9+6,0 +6,2
(+)-6ua 10 pM 33,0+5.2 292 +472 +13,1
(+)-6ua 10 uM 30,3+4,6 29,2+4,2 +3,8
(+)-6uaA | 10 uM 24.4+58 29,1+3,1 - 16,2
(+)-6uaB | 10 uM 278+54 29,1+3,1 -4.4
(+)-6uaC 10 pM 27,4 £3,7 29,1+3,1 -57
(+)-6uaD | 10 pM 33,0+6,2 32,8+4,4 +0,6
(+)-6wa 10 uM 31,0+7,3 29,2+4,2 +6,2
(+)-6xa 10 pM 31,6+7.4 33,7+6,7 -6,1
(+)-6ya 10 uM 32,9+6,6 35,9+6,0 -8,3
BDNF 10 pM 45,1 + 10,3 27,2+8,8 + 65,8%***
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Zu-/Abnahme des

Neuritenwachstum | Neuritenwachstum Neuritenwachstums
Substanz [uM] Kontrolle [uM] [%]
Isorhyncho- |, 5 LM 17,4+29 19,7 +4,1 -11,7
phyllin
Rhyncho- 10 pM 174+45 19,7 +4,1 - 11,7
phyllin
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Tabelle 13.5: Einfluss von Iridoid-inspirierten Sub  stanzen von Dr. Pierre-Yves Dakas auf das
Neuritenwachstum in Hippokampus-Neuronen von E18/E1 9 Sprague-Dowley-Ratten

Die Zellen wurden fur 48 h mit 1 uM und zum Teil zusatzlich mit 10 uM der jeweiligen Substanz
behandelt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung der Zu-/Abnahme des
Neuritenwachstums aus funf Bildaufnahmen. Die Messungen wurden von der Firma Neuro-Zone
durchgefuhrt.

Zu-/Abnahme des
Neuritenwachstums [%]
10 uM 1uM

PYD1-241-1 -1,1+9,7
PYD1-246-1 +0,6£5,6
PYD1-267-1 -0,3x7,2
PYD1-276A-1 +4,7+£7,6
PYD1-276B-2 -38+32
PYD1-278-1 +13x£7,0
PYD1-290B-1 +4,7+54
PYD1-290C-1 +9,3+£8,2
PYD1-290D-1 +6,6x7,5
PYD1-290E-1 +96+6,4
PYD1-290F-2 +57+13,6
PYD1-290H-2 +79+2.8
PYD1-290I-1 +45+4.2
PYD1-293A-1 +0,7+£7,6
PYD1-293B-1 -125+3,6
PYD1-293C-1 -141+3.3
PYD1-293D-1 +56+4,0
PYD1-293E-1 +2,0£10,6
PYD1-293G-1 +7,0£10,3
PYD1-295B-3 -25+57
PYD1-296F-1 +11,7+£6,0
PYD1-72+247-1-1 | -10,9+48 | +18+26
PYD1-72+247-1-2 | -105+38 | -1,1+7,8
PYD2-16A1-1 +6,4+94 | +21,4+53
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Tabelle 13.6: Einfluss von Iridoid-inspirierten Sub  stanzen von Dr. Pierre-Yves Dakas auf das
Neuritenwachstum in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit 10 uM der Substanzen
behandelt. Die Bilddaten wurden anhand einer DNA- (DAPI) und a-Tubulin-Farbung (a-Tubulin-
Antikérper und Alexa488-gekoppelter Nachweisantikérper) halbautomatisch ausgewertet und
quantifiziert. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung der Neuritenldnge pro Zelle aller
Einzelbilder im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n = 14 - 27).

Neuritenwachstum | Neuritenwachstum Zu-/?\lt;nua:ir:;nn(? des
Substanz [uM] Kontrolle [uM] wachstums [%]
BDNF 37,9+10,0 29,7+7,3 + 27,6
PYD1-241-1 24,0+ 3,9 28,1+49 - 14,7
PYD1-246-1 30,9+7,6 28,1+4)9 +10,1
PYD1-267-1 32,7+5,5 32,6+7,4 +0,2
PYD1-276A-1 24,2+ 4,2 28,1+4)9 -13,8
PYD1-276B-2 30,0+5,9 28,1+4)9 +6,6
PYD1-278-1 29,8+6,1 32,0+6,3 -6,7
PYD1-290B-1 28,4+3,9 28,1+4)9 +0,9
PYD1-290C-1 31,1+4,0 33,8+7,6 -79
PYD1-290D-1 31,977 25,2+3,9 26,9
PYD1-290E-1 30,3%6,2 25,2+39 20,6
PYD1-290F-2 zytotoxisch
PYD1-290H-2 34,9+4,6 32,0+6,3 +9,2
PYD1-290I-1 31,6 +5,3 25,2+3,9 +25,5
PYD1-293A-1 28,3+4,8 33,8+7,6 - 16,2
PYD1-293B-1 26,9+4,2 33,8+7,6 -20,3
PYD1-293C-1 329+6,1 33,8+7,6 -24
PYD1-293D-1 35,1+7,7 33,8+7,6 +4,0
PYD1-293E-1 29,0+ 4,6 28,1+49 +3,3
PYD1-293G-1 35,3+10,3 32,0+6,3 + 10,5
PYD1-295B-3 27,5+4,1 32,6+7,4 -15,5
PYD1-296F-1 27,1+7,3 32,674 -16,7
PYD1-72+247-1-1 36,3+9,3 27,957 +30,4
PYD1-72+247-1-2 30,7+4,9 32,6+7,4 -5,7
PYD2-16A1-1 30,6 £6,0 32,674 -6,1
PYD2-40B-1+2 24,6 £3,9 25,2+3,9 -2,0
PYD2-4-1-2 27,0+4,6 28,1+4)9 -39
PYD2-47B-1-2 29,2+5,3 33,8+7,6 -135
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Neuritenwachstum | Neuritenwachstum Zu-/?\lt;nua:::;nn(? des
Substanz [uM] Kontrolle [uM] wachstums [%]
PYD2-5-1-1 28,7+5,0 33,8+£7,6 -151
PYD2-5-1-2 33,9+£9,5 33,8+£7,6 0,5
PYD2-60B-22-2 29,6 +6,0 21,4+32 + 38,1
PYD2-63B2-2 26,945 28,1+£49 -4;3
PYD2-69A-3-3 37,5+8,8 32,0+£6,3 + 17,2
PYD2-69B-1+2-1 346+54 33,8+7,6 +24
PYD2-72B-2-1 33,3+5,3 33,8+£7,6 -1.3
PYD2-78A-1-2 32,3+6,1 33,8+£7,6 -4,4
PYD2-78A-2-1 27,7+3,3 28,1+49 -15
PYD2-78A-3-1 32,853 33,8+£7,6 -2,8
PYD2-78A-4-2 31,3+3,6 33,8+£7,6 -7,4
PYD2-78A-5-1 31,6+4,0 28,1+49 + 12,6
PYD2-78B-1-1 33,6 £6,5 32,0+£6,3 +4,9
PYD2-78B-2-1 29,743 28,149 +55
PYD2-78B-3-1 35,1 +8,7 32,0+£6,3 +9,8
PYD2-78B-4-1 23,0+4,9 25,2+£3,9 -8,7
PYD2-78B-5-1 29,0+ 3,7 28,149 + 3,0
PYD2-79C-1-1 342+7,1 32,0+6,3 +7,0
PYD2-79C-2-1 26,149 25,2+£39 + 3,6
PYD2-79C-3-1 38,4+5,8 33,8+£7,6 + 13,6
PYD2-79C-4-2 31,3+6,7 33,8+7,6 -7,3
PYD2-79C-5-2 31,8+8,6 25,2+£39 + 26,4
PYD2-79C-6-2 33,4+£8,1 33,8+£7,6 -11
PYD2-79D-1-2 26,1+54 28,1+49 -7,0
PYD2-79D-2-2 26,3+4,0 28,149 -6,3
PYD2-79D-3-1 29,6 £5,0 28,149 +55
PYD2-79D-4-1 zytotoxisch
PYD2-79D-5-2 259+6,0 25,2+£39 + 3,0
PYD2-79D-6-2 27,770 25,2+£39 + 10,3
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Tabelle 13.7: Einfluss von Iridoid-inspirierten Sub

Neuritenwachstum in SH-SY5Y-Zellen

Nach ATRA-induzierter Ausdifferenzierung wurden die Zellen fir 96 h mit 10 uM der Substanzen
behandelt. Die Bilddaten wurden anhand einer DNA- (DAPI) und a-Tubulin-Farbung (a-Tubulin-
Antikérper und Alexa 488-gekoppelter Nachweisantikdrper) halbautomatisch ausgewertet und
quantifiziert. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung der Neuritenldnge pro Zelle aller

stanzen von Dr. Peter Schroder auf das

Einzelbilder im Vergleich zur entsprechenden DMSO-Kontrolle (n = 14 — 27).

Zu-/Abnahme des

Neuritenwachstum | Neuritenwachstum Neuriten-
Substanz [uM] Kontrolle [uM] wachstums [%]

BDNF 37,9+10,0 29,7+7,3 + 27,6
PS268S 22,1+4,0 20,8+2,38 +6,2
PS272S 27,1+£4,6 26,8 £4,6 +11
PS274S 28,5+4,6 32,7+6,9 -13,0
PS286S 25,4+£4,6 26,8 4,6 -5.2
PS288S 24,3+3,5 26,6 £5,5 - 8,6
PS292S 21,7+438 20,8+2,38 +4,1
PS293S 26,6 £5,7 26,6 £5,5 -0,.1
PS296S 21,5+3,1 20,8+2,38 + 3,0
PS298S 33,6+7,3 26,6 £5,5 +26,1
PS299S 33,3+9,3 32,7+6,9 +1,7
PS300S 28,7£6,2 26,8 £4,6 +7,2
PS332S 20,7+4,4 21,034 -1,5
PS333S 31,0+8,1 32,7+6,9 -5.3
PS336S 27,9+3,5 26,6 £5,5 +4,7
PS337S 20,2+4,0 20,8+2,8 -2,9
PS368S 28,0+6,9 28,2+5,0 -0,6
PS369S 26,5+5,8 28,2+5,0 -6,0
PS393S 26,7+7,9 24,2+7,2 +10,1
PS394S 26,0+5,4 26,6 £5,5 -2,1
PS395S 23,5+4,0 20,8+2,8 +12,7
PS396S 32,6 +4,0 26,8 £4,6 +21,6
PS397S 33,9+6,8 26,6 £5,5 +27,2
PS398S 36,1+7,5 28,2 +£5,0 +28,1
PS399S 30,1+£5,7 26,8 £4,6 +12,3
PS401S 29,7+4,4 26,8 +4,6 + 10,9
PS402S zytotoxisch
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Zu-/Abnahme des

Neuritenwachstum | Neuritenwachstum Neuriten-
Substanz [uM] Kontrolle [uM] wachstums [%]

PS403S 30,5+6,3 28,2+5,0 + 8,3
PS404S 147+1,6 15,4+ 2,7 -4,6

PS481S 27,2 £4,0 26,8 £4,6 +1,5
PS483S 34,1+6,5 28,2+5,0 + 20,9
PS484S 19,6 +4,1 20,8 +2,8 -58

PS485S 30,0 +5,7 26,6 £5,5 + 12,7
PS492S 329+34 26,8 £4,6 +22,7
PS493S 21,9+3,2 242+7.2 -95

PS496S 21,0+ 3,6 20,8 +2,8 +0,8
PS497S 26,9+3,8 242+7.2 + 11,0
PS528S 28,3+5,8 28,2+5,0 +0,3
PS534S 23,8+ 3,6 32,7+6,9 -27,5
PS535S 27,1+9,9 28,7+4,5 -53

PS536S 335+74 28,745 + 16,9
PS537S 25,9+6,1 32,7+6,9 -21,0
PS549S 34,4 £8,2 32,7+6,9 +5,0
PS576S 20,6 +34 21,0+34 -2,0

PS578S 29,057 28,7+4,5 +1,1

PS579S 33,2+4,0 28,745 + 15,7
PS580S 25,7+7,7 28,7+4,5 -10,4
PS581S 32,8+5/4 28,745 + 14,3
PS583S 31,0+9,.3 279+5,7 +11,2
PS598S 30,0+ 6,3 21,0+34 + 42,8
PS602S 27,2 +6,6 21,0+ 3,4 + 29,6
PS629S 33,4+5,6 22,9+5,0 + 45,7
PS630S 31,7+10,1 229+5,0 + 38,3
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Abbildung 13.1: Struktur-Aktivitats-Beziehung ausge wabhlter Pyrimidinverbindungen

HSET-Inhibition durch Verbindungen mit variierter Sulfonylgruppe. Die Bestimmung der I1Csq app-Werte
wurde von Emiko Sanada (RIKEN Center for Sustainable Resource Science, Wako, Japan) mittels
ADP-Glo™ durchgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei technischen Replikaten (N = 3).
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Abbildung 13.2: Struktur-Aktivitats-Beziehung ausge wabhlter Sulfonylpyrimidine

HSET-Inhibition durch Verbindungen mit variiertem Trifluoromethyl- und Thiophen-Substituenten. Die
Bestimmung der ICsg opp-Werte wurde von Emiko Sanada (RIKEN Center for Sustainable Resource

Science, Wako, Japan) mittels ADP-Glo™ durchgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei
technischen Replikaten (N = 3).
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Abbildung 13.3: Struktur-Aktivitats-Beziehung ausge wabhlter Sulfonylpyrimidine

HSET-Inhibition durch Verbindungen mit variiertem Thiophensubstituenten. Die Bestimmung der ICs
app-Werte wurde von Emiko Sanada (RIKEN Center for Sustainable Resource Science, Wako, Japan)
mittels ADP-Glo™ durchgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei technischen Replikaten (N = 3).
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Abbildung 13.4: Struktur-Aktivitats-Beziehung ausge

wabhlter Sulfonylpyrimidine

HSET-Inhibition durch Verbindungen mit variierter Amidgruppe. Die Bestimmung der ICsq app-Werte
wurde von Emiko Sanada (RIKEN Center for Sustainable Resource Science, Wako, Japan) mittels
ADP-Glo™ durchgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei technischen Replikaten (N = 3).
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Abbildung 13.5: Struktur-Aktivitats-Beziehung ausge wabhlter Sulfonylpyrimidine

HSET-Inhibition durch Verbindungen mit variierter Lange des Kohlenstofflinkers. Die Bestimmung der
ICso app-Werte wurde von Emiko Sanada (RIKEN Center for Sustainable Resource Science, Wako,
Japan) mittels ADP-Glo™ durchgefiihrt. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei technischen Replikaten
(N =23).
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