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Wirkstofte an der Schnittstelle zwischen
Autophagie und Cytoskelettdynamik
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The cytoskeleton is a primarily dynamic network of protein filaments,
such as actin filaments and microtubules, which reach throughout the
cell’s interior. All motile processes of the cell depend on the finely
tuned turnover of the cytoskeleton. Interference consequently leads to
failure of e.g. migration, cytokinesis, or autophagy. We here discuss
compounds that specifically affect aspects of actin assembly, micro-
tubule stability and autophagy by targeting the central signaling axis

on which they converge.
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B Das Cytoskelett ist ein hochdynamisches
Geflecht aus Proteinfasern, die das gesamte
Zellinnere durchziehen. Die Form der Zelle,
ihre Struktur und innere Organisation mit
allen Bewegungsprozessen hangen essenzi-
ell vom fein regulierten Umsatz dieser Fila-
mente ab. Viele Prozesse, z. B. Zellteilung,
Autophagie, aber auch Aspekte der Sig-
naltransduktion, kommen zum Erliegen
wenn die Cytoskelettdynamik gestort ist. Die
wichtigsten dynamischen Elemente des
Cytoskeletts sind Aktinfilamente und Mikro-
tubuli. Das zeitlich und raumlich fein koor-
dinierte Zusammenspiel beider Filamentsys-
teme ist notwendig, damit diese zellularen
Prozesse korrekt ablaufen konnen. Diese
Koordination erfordert zwingend, dass Aktin-
regulierende Signalkaskaden mit den Signal-
wegen der Mikrotubulidynamik abgestimmt
sind und umgekehrt. Die Forschung an
Modulatoren bestimmter Prozesse, wie Auto-
phagie oder Zellteilung, hat aufgezeigt, in
welchem AusmaB die verschiedenen Cyto-
skelettelemente und Signalkaskaden mitein-
ander vernetzt sind: Wirkstoffe, die bestimm-
te Prozesse angreifen, haben oft spezifische
Effekte auf das Cytoskelett und Wirkstoffe,
die direkt Aktin- oder Mikrotubulidynamik
verandern, zeigen dementsprechend Auswir-
kungen auf bestimmte Zellprozesse.

Aktin

Aktin wird in der Zelle als globuldres Aktin
(G-Aktin) hergestellt. Das ATP-gebundene
G-Aktin kann sich spontan zu polaren Fila-
menten (F-Aktin) zusammenlagern, die
wiederum spontan zerfallen konnen. Die
Aktinfilamente sind einem stetigen dyna-
mischen Umbau unterworfen. Da die Aktin-
dynamik fundamental wichtig fiir die Zell-
form und Stabilitdt der Membranen ist, sind
diese Prozesse sehr streng reguliert und in-
volvieren spezifische Signalkaskaden
und molekulare Maschinen, die den lokalen
Aufbau von Aktinfilamenten steuern. Nicht
zuletzt vermitteln Aktinfilamente ge-
meinsam mit dem Motorprotein Myosin Kon-
traktilitdt, was in allen Zellen zum Zusam-
menhalt im Gewebe und zur Bewegung bei-
tragt.

Mikrotubuli

Mikrotubuli werden aus Dimeren von o- und
B-Tubulin zusammengelagert und bilden
polare hohle Rohren, die nur an einem Ende,
dem Plus-Ende, wachsen. Startpunkt ihrer
Polymerisation ist das Mikrotubuli-organisie-
rende Zentrum in der Ndhe des Kerns. Das
wachsende Ende der Mikrotubuli ist mit
einem +TIP-Komplex dekoriert, der mit den
wachsenden Mikrotubuli verhaftet bleibt und

die Wachstumsgeschwindigkeit reguliert.
Mikrotubuli haben neben ihrer weithin
bekannten Rolle in der Zellteilung, bei der sie
den Spindelapparat aufbauen und die Chro-
mosomen in die Tochterzellen verteilen, eine
auBerst wichtige Rolle beim Transport von
Organellen, Vesikeln, Proteinen und RNAs.
Diese Transportrolle von Interphasemikrotu-
buli (Interphase = Ruhephase zwischen den
Zellteilungen) ist besonders wichtig in Neu-
ronen. Ihre langen Fortsatze, die Axone, ver-
sorgen zellkernferne Kompartimente mit
lebenswichtigen Bausteinen, transportieren
aber auch Zellabfélle zuriick ins Zentrum zu
deren Abbau. Neurodegenerative Erkrankun-
gen gehen oft mit einem Transportdefekt und
gestorter Mikrotubuli-Dynamik in den Axo-
nen einher. Zudem werden diese Transport-
prozesse von richtungsspezifischen Motor-
proteinen, den Dyneinen und Kinesinen,
vermittelt.

Autophagie

Autophagie ist ein zellularer Recycling- und
Abbaumechanismus von Zellkomponenten,
z. B. Proteinen, Lipiden und ganzen Organel-
len. Der Abbau in wiederverwertbare Grund-
bausteine sichert die Homoostase der Zelle.
Autophagie wird durch komplexe Signal-
ketten der Zelle gesteuert, die durch Stress-
reize — wie Néahrstoffmangel oder Hypoxie
- ausgelost werden. In Sdugetieren wird
zwischen verschiedenen Autophagozytose-
Gruppen unterschieden, der Makroautopha-
gozytose, der Mikroautophagozytose und der
Chaperon-vermittelten Autophagie (CMA).
Bei der Makroautophagozytose, die in der
Regel einfach als ,Autophagie“ bezeichnet
wird, wird zellulares Material unselektiv mit
einer Doppelmembran zu einem Autophago-
som umschlossen. Dieses fusioniert im
Laufe des Prozesses mit Lysosomen,
wonach lysosomale Enzyme den Inhalt
abbauen. Storungen des Autophagieprozes-
ses stehen mit verschiedenen Krankheiten
in Verbindung, wie Krebs, neurodegenera-
tiven Krankheiten, Stoffwechselstorungen
und Infektionen.
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Regulation von Signalwegen zur
Autophagie

Auf molekularer Ebene ist Autophagie iiber
die Serin/Threonin-Kinase mTORC1 (mam-
malian target of rapamycin complex 1) und
die 5-AMPK (AMP-aktivierte Proteinkina-
se) reguliert. Diese zentralen Signalschalt-
stellen verarbeiten zelluldre Reize und
initiieren oder hemmen den Autophagie-
prozess iiber die Phosphorylierung von
ULK1 (uncoordinated 51-like kinase 1).
mTORC1 reguliert neben Autophagie etli-
che weitere Signalwege [1]. mTORC1 selbst
wird tiiber den Phosphoinositid-
3-Kinase(PI3K)-Proteinkinase-B(Akt)-
Signalweg reguliert. Im Detail werden
extrazelluldre Signale von Rezeptor-Tyro-
sin-Kinasen (RTKs) iiber die Zellmembran
weitergeleitet. Dabei wird Klasse-I-PI3K,
zusammengesetzt aus der regulatorischen
Untereinheit p85 und der katalytischen
Untereinheit p110, aktiviert und Phospha-
tidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3)
erzeugt. Als Signalmolekiil aktiviert PIP3
weitere Kinasen und in Folge Akt. Die
Signalweiterleitung von Akt zu mTORC1
erfolgt tiber weitere Signalkomponenten,
die den mTORC1-Komplex letztendlich
aktivieren [2]. Ein aktiver mMTORC1 hemmt
ULK1 und somit Autophagie. Die Signal-
weiterleitung tiber PI3K-AKT-mTORC1 ist
ein zentraler Mechanismus zur Regulation
von Autophagie und damit einhergehend
von Zellwachstum und -metabolismus.
Fehlsteuerungen dieses Signalwegs kon-
nen zu verschiedenen Krankheiten fiihren,
wie Krebs oder Stoffwechselerkrankungen.
Es wurden bereits mehrere Inhibitoren
beschrieben, die Autophagie hemmen (z. B.
Chloroquine) oder aktiveren (z. B. Rapamy-
cin). Als mTORC1-spezifischer Inhibitor
bildet Rapamycin (aka Sirolimus) mit
FKBP12 einen Komplex, der mTORC1 allo-
sterisch inhibiert und so Autophagie indu-
ziert. Dariiber hinaus gibt es auch eine
Reihe an Inhibitoren, die auf verschiedene
Komponenten des PISK-AKT-mTORCI1-
Signalwegs abzielen, einschlieBlich ver-
schiedener pharmakologischer PI3K-Inhi-
bitoren (z. B. Idelalisib, Copanlisib), AKT-
Inhibitoren (z. B. Capivasertib, Ipatasertib)
und mTOR-Inhibitoren (z. B. Everolimus,
Sirolimus). Alle genannten Inhibitoren zei-
gen pharmakologische Relevanz zur
Bekdampfung verschiedener Krankheiten
und/oder fithren zu einer Erhohung des
Autophagieprozesses. Zudem zeigen sie
Zellzyklus-hemmende und zellprotektive
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Effekte oder wirken im Falle von mTOR-
Inhibitoren immunsuppressiv [3].

Die Erforschung weiterer Autophagie-
modulierender Substanzen ist von entspre-
chend groBem Interesse. Eine dieser Sub-
stanzen ist das Molekiil small molecule
enhancer of rapamycin 28 (SMER28), wel-
ches Autophagie fordert, aber nicht direkt
auf die Kinase mTOR einwirkt. Obwohl
SMER28 ein pharmakologisch interessan-
tes Wirkungsspektrum zeigte, wie bei-
spielsweise neuroprotektive Eigenschaften
in in vivo-Krankheitsmodellen von Chorea
Huntington und Morbus Alzheimer [4],
cytoprotektive Effekte im Knochenmark
wéhrend Strahlentherapie [5] und Verhin-
derung des cytopathischen Effekts und der
Vermehrung von Cytomegalomaviren [6],
blieb der molekulare Mechanismus von
SMER?28 jedoch bis vor Kurzem unbekannt.

Small molecule enhancer of
rapamycin 28 (SMER28)

Kiirzlich konnten wir den zelluldren Wirk-
mechanismus und das molekulare Target
von SMER28 genauer beschreiben: SMER28
wirkt entlang des RTK-Signalwegs, indem
es die katalytische Aktivitat der PI3K, im
Besonderen die Isoform PI3KJ, inhibiert
(Abb. 1). Dies fiihrt zu einer Hemmung der
Signalweiterleitung iiber die PI3SK-AKT-
mTORC1-Signalachse und hemmt Prozesse
wie Zellzyklusregulation und Zellmigrati-
on, wobei gleichzeitig die resultierende
Aktivierung der Kinase Ulkl zu einer
erhohten Autophagierate fiihrt [7]. Neben
diesem direkten Effekt auf Klasse-I-PI3-
Kinasen, besonders auf PI3KJ, zeigten sich
weitere indirekte Effekte.

SMER28 beeinflusst indirekt das Cyto-
skelett und dessen dynamische Reorgani-
sation: Aktin-gesteuerte Prozesse, wie die
Bildung von Membranvorschiiben bei Zell-
bewegungen, werden durch SMER28 signi-
fikant reduziert, was einen Einfluss auf die
RTK-induzierte Aufnahme von z. B. Listeri-
en [7] oder auch Cytomegalie-Viren hat [6].
Neben dem Aktincytoskelett wirkt sich
SMER28 auBerdem auf Mikrotubuli aus:
Uber die Hemmung der AMPK inhibiert
SMER28 die Phosphorylierung von cytoplas-
mic linker protein 170 (CLIP-170), einer
Komponente des +TIP-Komplexes an den
wachsenden Mikrotubuli-Enden. Dadurch
wird der Mikrotubuliaufbau verlangsamt
und die Acetylierung der resultierenden
Mikrotubuli gefordert, wodurch diese wie-
derum stabilisiert und gradlinig ausgerich-
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A Abb. 1: Wirkungsweise des small molecule SMER28 auf die Signalwege und das Cyto-
skelettgerist der Zelle. Die Wirkweise von SMER28 ist mit blauen Linien angezeigt, entweder inhi-
bierend (T) oder aktivierend (—), die homdostatische Signaltransduktion ist mit schwarzen Pfeilen
(—) bzw. roten Linien (T) angedeutet. SMER28 wirkt inhibierend auf PI3K [7]. Hierdurch kommt es
zu einer indirekten Repression von mTORC 1, einem fiir Autophagie wichtigen Molekilkomplex,
der im aktiven Zustand zentral fiir die Steuerung vieler Stoffwechselprozesse ist. Aktives mTORC 1
unterdriickt den katabolischen Prozess der Autophagie durch eine inhibierende Phosphorylierung
der Autophagie-spezifischen Kinase Ulk. Aktives Ulk initiiert Autophagie. Der Autophagieprozess
beginnt mit der Entstehung von Omegasomen am ER, welche abzubauende Bestandteile des Cyto-
plasmas umschlieBen. Die Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen ermdéglicht die Ansaue-
rung und somit den Abbau des Inhalts in den Autophagolysosomen. Bei diesen sequenziellen
Schritten sind sowohl F-Aktin als auch Mikrotubuli (MT) nachweislich beteiligt. Der Wirkstoff
SMER28 hat neben seiner Autophagie-induzierenden Wirkung auch einen stabilisierenden Effekt
auf MT durch vermehrte Acetylierung und die Regulierung des Mikrotubuli-Plus(+)-Enden-
bindenden Proteins CLIP-170 [8]. Die Abbildung wurde mit BioRender.com generiert.
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tet werden. Zusammen fiihren diese Eigen-
schaften von SMER28 zu einem zellprotekti-
ven und insbesondere neuroprotektiven
Effekt gegeniiber experimentell induzierter
Degradation von primdren Neuronen. Im
Gegensatz zu anderen direkten Mikrotubuli-
stabilisierenden und neuroprotektiven Sub-
stanzen, z. B. Epothilon B, erhoht SMER28
zusatzlich die Autophagie [8], was den neu-
roprotektiven Effekt weiter unterstiitzt.
Interessanterweise gibt es auch zelleigene
Proteine, z. B. Rassfl1A, die generell den
Tumorsuppressoren zugeordnet werden [9],
die dhnliche Effekte wie SMER28 auf Zellen
haben. Das unterstreicht die Relevanz der
Forschung an Wirkstoffen mit dhnlichen
Wirkmechanismen und etabliert SMER28 als
potenzielle Leitstruktur zur Weiterentwick-
lung. |
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