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1. Einleitung

Nukledre Rezeptoren (NRs) sind Transkriptionsfaktoren, deren Aktivitit durch die Bindung von
Liganden moduliert werden kann und von denen es 48 humane Vertreter gibt"? Fiir etwa ein Drittel
dieser Rezeptoren sind inzwischen Arzneistoffe zugelassen’. Sie adressieren vor allem Steroidhormon-
Rezeptoren wie den Glucocorticoid-Rezeptor oder die Estrogen-Rezeptoren (ERs), aber auch
Rezeptoren mit wichtigen metabolischen Funktionen wie die Thyroidhormon-Rezeptoren (THRs) und
Peroxisomen-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARs), und werden zum Teil bereits seit mehreren
Jahrzehnten therapeutisch genutzt>. Auch wenn diese Rezeptoren intensiv beforscht wurden, sind
Nebenwirkungen, die aus dem gleichen primaren Wirkmechanismus dieser Arzneistoffe resultieren, oft
ein therapielimitierendes Problem®. Ein Grund dafiir sind die meist breiten Expressionsmuster der NRs,
die ihre wichtige Rolle in zentralen Prozessen des Korpers wie Zellwachstum und -differenzierung,
Metabolismus und Homdoostase unterstreichen’. Auflerdem erschweren strukturelle Herausforderun-
gen die Entwicklung sicherer Arzneistoffe fiir nukledre Rezeptoren. Zum einen weisen sie innerhalb der
einzelnen Subfamilien zum Teil grofle Sequenzahnlichkeiten auf, die die Entwicklung hochselektiver
Liganden erschweren"”®. Zum anderen ist durch die lipophile Struktur der NRs die bevorzugte Bindung
von ebenfalls besonders lipophilen Liganden gegeben, was jedoch die Arzneistoffentwicklung vor
physikochemische und pharmakokinetische Herausforderungen stellt*'. Zusitzlich sind einige
Funktionen nukledrer Rezeptoren an den zirkadianen Rhythmus gekoppelt, wodurch eine dauerhafte
Modulation nachteilig sein kann''. Daher ist das Interesse, neue Liganden und Konzepte fiir diese
Rezeptoren zu entwickeln, nach wie vor grof. So sind bei den PPARs neben dem Bedarf an neuen
Therapieoptionen bei den immer haufiger werdenden komplexen metabolischen und kardiovaskuldren
Erkrankungen auch neue mogliche Indikationsgebiete durch Beteiligung an Entziindungsprozessen und

neurodegenerativen Erkrankungen in den Fokus der Forschung gertickt'***.

Gegeniiber der genannten Gruppe gut erforschter NR sind bei etwa der Halfte der NRs die Funktionen
noch nicht umfassend verstanden''®. Bei knapp einem Drittel wurde sogar bis heute noch kein
endogener Ligand identifiziert, weshalb man diese Rezeptoren auch als Waisenrezeptoren oder Orphan-
Rezeptoren bezeichnet’. Dass auch sie tberaus wichtige Aufgaben im Korper itibernehmen und
therapeutisches Potenzial besitzen, ist vor allem durch Knockout-Studien belegt'®. Daher wire nicht nur
die Kenntnis endogener Liganden entscheidend fiir das Verstindnis", auch synthetische Liganden
werden dringend benoétigt, um die Funktionen der Waisenrezeptoren pharmakologisch charakterisieren
zu konnen und einen moglichen therapeutischen Nutzen aus der Rezeptormodulation abzuleiten'”'.
Nurrl ist ein solcher NR mit grofSem Potential bei neurodegenerativen Erkrankungen wie dem Morbus
Parkinson (Parkinson's disease, PD), der Alzheimer-Demenz (AD) und der Multiplen Sklerose (MS), die
im Zuge des demographischen Wandels eine immer groflere Herausforderung fiir die Gesellschaft
darstellen" . Diese Arbeit befasst sich in diesem Kontext mit der Identifizierung, Entwicklung und
Charakterisierung neuer Liganden fiir die nukledren Rezeptoren der PPARs und Nurrl, um gezielte

funktionelle Studien zu ermoglichen.

1.1 Niedermolekulare Verbindungen als funktionelle Tools

Niedermolekulare Verbindungen (small molecules), die durch direkte Interaktion mit ihrer makro-
molekularen Zielstruktur (Target) die Funktionen des jeweiligen Proteins modulieren kdnnen, werden

- je nach Sperzifitit — als tool compounds oder auch chemical probes bezeichnet'®. Sie werden in der



Pharmakologie und der chemischen Biologie vor allem fiir die mechanistische Aufklairung von Protein-
funktionen und phinotypische Untersuchungen der pharmakologischen Modulation ihres Targets ver-
wendet und umfassen sowohl Aktivatoren (Agonisten) als auch Inhibitoren (Antagonisten bzw. inverse
Agonisten)'®. Deshalb ist es notwendig, dass sie bestimmte Anforderungen in Bezug auf Selektivitat und
Potenz je nach Art der Zielstruktur erfiillen. Dabei sind gerade zu Beginn der Erforschung eines neuen
Targets bekannte off-target-Effekte der Substanzen zu verschmerzen, miissen allerdings bei der Beurtei-
lung biologischer Experimente unbedingt beriicksichtigt werden'®. Wichtig hingegen ist, dass die direkte
Interaktion mit dem Target durch orthogonale Testsysteme und Bindungsstudien zweifelsfrei belegt ist
und optimalerweise Co-Kristallstrukturen eine Aufklirung des Bindemodus ermdglichen'®*. Gerade
tir potenzielle neue Zielstrukturen zur Behandlung von Erkrankungen sind tool compounds von grofier
Bedeutung, da sie es ermdglichen, die Auswirkung einer pharmakologischen Aktivierung oder Inakti-
vierung ihres Targets in Krankheit und Gesundheit zu untersuchen und damit entscheidend zur prakli-
nischen Target-Validierung beitragen®. Die Substanzen kénnen sowohl komplementir zu als auch an-
stelle von genetischen Ansitzen verwendet werden, die entweder durch genetischen Knockout oder
Knockdown der Zielstruktur z. B. durch RNA-Interferenz (RNAi) den Verlust der Proteinfunktionen
(loss-of-function) darstellen oder gezielte Uberexpression bzw. gesteigerte Aktivitit des Proteins (gain-
of-function) untersuchen*. Dabei sind tool compounds schneller und einfacher zu handhaben, ermdogli-
chen die Anwendung in vielen unterschiedlichen Testsystemen, Zelltypen und Tiermodellen sowie Stu-
dien auf Proteinebene und sind relevanter fiir eine mégliche spétere Translation in eine pharmakologi-
sche Anwendung. Besonders wertvoll ist ein Set an tool compounds fiir eine Zielstruktur, die zum einen
moglichst diverse chemische Strukturen aufweisen und zum anderen verschiedene Wirkungsprinzipien
durch Aktivierung/Inhibition des Targets oder unterschiedliche Bindemodi abdecken, aber auch struk-
turell verwandte negative Kontrollen umfassen, sodass Proteinfunktionen chemogenomisch untersucht
werden konnen'®**. Die Anforderungen an physikochemische und pharmakokinetische Eigenschaften
sind im Vergleich zu Arzneistoffen deutlich geringer, miissen allerdings gewisse Grundvoraussetzungen
in Bezug auf Toxizitdt, Lipophilie und Stabilitét erfiillen, um eine addquate Verwendung in Experimen-
ten zu gewidhrleisten'®. Auflerdem diirfen sie die Funktion des Testsystems nicht beeintrachtigen wie
bspw. Substanzen, die aufgrund reaktiver Strukturmotive falsch-positive Ergebnisse hervorrufen (pan
assay interference compounds, PAINS), oder auch Substanzen, die durch ihre physikochemischen Eigen-
schaften wie z. B. Farbigkeit oder Eigenfluoreszenz die Resultate bestimmter Untersuchungsmethoden
verfalschen**. Dabei sind tool compounds nicht nur effektive Instrumente in der Forschung, sie konnen

ebenso als wertvoller Startpunkt fiir die Entwicklung neuer Arzneistoffkandidaten dienen'®.

Die Photopharmakologie erméglicht iiber die klassische Verwendung von tool compounds hinaus eine
gezielte raumliche und zeitliche Auflosung der Wirkung. Sie verwendet dazu Verbindungen, die mithilfe
von Licht in eine andere Konfiguration gebracht werden konnen und dadurch die Aktivitit am Target
verdndern®*”. Dazu konnen verschiedene Arten von Chromophoren verwendet werden, die meist re-
versibel zwischen ihrer trans- und cis- Konfiguration geschaltet werden kénnen, wie bspw. Azobenzene
(Abbildung 1) oder Stilbene, oder zwischen offenen und geschlossenen Ringkonformationen wie bei

Spiropyranen oder Diarylethenen®*”. So wurde inzwischen mithilfe photopharmakologischer Tools die

33-35 36-38

Funktion von Ionenkanilen*®, Transportern®?, Membranrezeptoren™* und Enzymen®** erfolg-
reich unter optische Kontrolle gebracht, aber auch photoschaltbare Lipide® entwickelt. Die Anwendung
dieses Konzeptes ist bei nukledren Rezeptoren besonders interessant, da sie als ligandenaktivierte Tran-
skriptionsfaktoren genomische Effekte durch Bindung zum Teil kurzlebiger endogener Liganden wie

Hormonen und reaktiven Vitamin- und Fettsdure-Metaboliten vermitteln, aber auch nicht-genomische
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Effekte von kiirzerer Dauer ausiiben konnen®*. Mit /R

Liganden, die durch Licht innerhalb kurzer Zeit | K

(wenige Minuten) zwischen aktivem und inaktivem = | N N = M = | N N

Zustand umgeschaltet werden konnen, eréffnen S A s N

sich neue Moglichkeiten funktioneller Studien, die R R | .
) ) . . ] X

einer physiologischen Aktivierung durch endogene trans cis R

Liganden deutlich ndherkommen kénnten. Bislang
konnten fiir die drei Vertreter Retinsdure-Rezep-
tor a (RARa)*, ERa* und Farnesoid X Rezeptor

Abbildung 1: Funktionsweise photoschaltbarer Liganden am
Beispiel der Azobenzene. Mit Licht unterschiedlicher Wellen-
lingen (A1 & As) kann die Konfiguration reversibel von trans
nach cis und umgekehrt geschaltet werden.

(FXR)* sogenannte Photohormone aus publizierten Liganden entwickelt werden, die zeigen, dass auch
eine optische Kontrolle nukledrer Rezeptoren maglich ist. Dariiber hinaus konnten solche photoschalt-
baren Liganden auch therapeutisch von Bedeutung sein. Die Moglichkeit, den Arzneistoft gezielt am
Wirkort zu aktivieren, konnte das Auftreten von Nebenwirkungen im restlichen Kérper minimieren.
Sowohl Target-vermittelte unerwiinschte Effekte in anderen Geweben, aber auch off-target-Effekte
durch unzureichende Selektivitit wiirden so reduziert werden. Neben naheliegenden duflerlichen An-
wendungen auf der Haut oder im Auge wird dabei auch an der Einbringung von Lichtquellen in den
Korper geforscht, was durch Endoskopie, aber auch durch drahtlose und bio-abbaubare Optoelektronik
ermoglicht werden konnte*. Erste in vivo Studien zu metabolischen Erkrankungen und Krebs zeigen

bereits, dass eine therapeutische Anwendung des Konzepts denkbar ist**,

1.2 Nukleare Rezeptoren

1.2.1 Klassifizierung

Die Einteilung und Nomenklatur der Familie der nukledren Rezeptoren als einer spezifischen und klar
abzugrenzenden Unterkategorie von Transkriptionsfaktoren geht auf evolutionsbiologische und phylo-
genetische Betrachtungen der Sequenzen zuriick*° (Abbildung 2). Im Jahr 1999 hat ein eigens gebilde-
tes Komitee die Nomenklatur der nukledren Rezeptoren vereinheitlicht, um die zunehmende Zahl von
Trivialnamen und Abkiirzungen fiir diese Proteine bzw. deren Gene zu verhindern>. Dabei ist das Sys-
tem so gestaltet, dass es die entsprechenden Rezeptoren aller Spezies umfasst und beliebig erweitert wer-
den kann. Bestitigt sind derzeit 71 verschiedene Gene nukledrer Rezeptoren mit insgesamt 390 unter-
schiedlichen Isoformen (UniProtKB/Swiss-Prot), wovon 48 humane Gene zu beziffern sind'>*'. Die Be-
zeichnungen, beginnend mit ,NR® fiir nuclear receptor, teilen die Familie in sechs Gruppen (NR1-6)
gemaf ihrer strukturellen Verwandtschaft auf. Eine siebte Gruppe (NRO) geht darauf zuriick, dass es
sich um Rezeptoren handelt, die einen atypischen Aufbau der Doménen aufweisen. Innerhalb der Grup-
pen werden die engsten Verwandten mit Groffbuchstaben zu Unterfamilien zusammengefasst und in
der Ebene darunter erhalten einzelne Isoformen individuelle Nummern. So wird beispielsweise PPARy
als eine Isoform der PPAR-Unterfamilie (NR1C) in der ersten Gruppe mit NR1C3 bezeichnet™.

Eine weitere Moglichkeit der Klassifizierung stellt der molekulare Mechanismus der nukledren Rezep-
toren dar. Dabei werden vier Typen an Rezeptoren vorwiegend hinsichtlich ihres Dimerisierungsver-
haltens und der Art ihrer Erkennungssequenz (response element, RE) unterschieden’. Typ I umfasst u. a.
die Steroidrezeptoren, welche hauptséchlich als Homodimere an REs mit invertierter Wiederholung (in-
verted repeat, IR) agieren und als einzige erst bei Ligandbindung zum Nukleus translozieren’. Typ II
hingegen bildet vorwiegend Heterodimere mit einem Subtyp der Retinoid X Rezeptoren (RXR), welche
REs mit direkter Wiederholung (direct repeat, DR) binden' (siehe Kapitel 1.3). Hierbei lassen sich zwei
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Varianten unterscheiden: die permissiven Heterodimere wie z. B. bei den PPARs (NR1C1-3) und LXRs
(NR1H2 und NR1H3), welche sowohl durch Bindung eines Liganden des Dimerpartners als auch durch
einen RXR-Liganden aktiviert werden konnen, und die nicht-permissiven Heterodimere wie z. B. bei
den RARs (NR1B1-3), bei welchen die Bindung eines RXR-Liganden zur Aktivierung allein nicht aus-
reichend ist und somit vom Liganden des Dimerpartners abhingt"". Bei permissiven Heterodimeren
fuhrt die gleichzeitige Bindung beider Liganden zu einem synergistischen Effekt™. Rezeptoren vom
Typ III bilden vorwiegend Homodimere aus, welche ebenfalls itber REs mit DR aktivieren’. Dem Typ IV
werden Rezeptoren zugeordnet, die hauptséchlich als Monomere agieren. Jedoch beriicksichtigt die Ein-
teilung nach dem molekularen Mechanismus vor allem keine Erkenntnisse zu Orphan-Rezeptoren, wel-
che nicht eindeutig einer Klasse zugeordnet werden konnen', wie die Rezeptoren der NR4A-Subfamilie
(siehe Kapitel 1.4)%*,

Nukledre Rezeptoren (human)

| NR1AT| THRu [ NRIAT|ERa L‘: NROB1 | DAX1
NR1A2 | THRp NR3A2 | ERB NROB2 | SHP
NR1B1 | RARa NR3B1 | ERRa
E NR1B3 | RARy _E NR3B3 | ERRy NR6A1 | GCNF
NR1B2 | RARp NR3B2 | ERRpB
NR1C1 | PPARa NR3CT| GR L[ NRSAT|SH
. NR3C2 | MR NRS5A2 | LRH1
NR1C2 | PPARP/S NR3C3 | PR

L NR1D1 | revERBa NR4A1 | Nur77
NR1D2 | revERBf —E NR2A1 | HNF4q ‘| E NR4A2 | Nurr1
NR2A2 | HNF4y NR4A3 | NOR-1

NR1F1 | RORa
_E NR1F2 | RORB NR2B1 | RXRa
AFE NR2B3 | RXRy

NR1F3 | RORy

NR1H3 | LXRa. NR282 | RXRp
—E NRTH2|LXRB L — NR2C1 | TR2

NR1H4 | FXR NR2C2 | TR4

NR1I1 | VDR NR2E1 | TLX
_E NR1I12 | PXR — NReea | PNR
NR1I3 | CAR NR2F1 | COUP-TF1
AE NR2F2 | COUP-TF2
NR2F6 | EAR2

Abbildung 2: Superfamilie der 48 humanen nukledren Rezeptoren dargestellt nach ihrer phylogenetischen Klassifizierung mit
zugehoriger Abkiirzung”.

1.2.2 Struktur und Funktion

Nukledre Rezeptoren sind ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren, die endogene Liganden von gro-
Rer Vielfalt binden, wie z. B. Hormone, Vitamine, Fettsauren und Gallensiauren, aber auch Xenobiotika,
und durch diesen Stimulus die Genexpression ihrer Zielgene modulieren konnen'’. Neben dieser
Hauptaufgabe der direkten genomischen Regulation kénnen NRs die Genexpression auch indirekt {iber
die Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren wie bspw. mit NFkB modulieren, wodurch sie eine
antientziindliche Wirkung entfalten kénnen®*. Auflerdem konnen sie auch nicht-genomische Effekte
ausiiben, die meist durch Translokation im Zytosol stattfinden und schneller ablaufen als genomische
Effekte*** %>, NRs tragen eine wichtige Rolle in zahlreichen physiologischen Prozessen wie der embryo-

215 und sind

nalen Entwicklung, Zell-Proliferation, -Differenzierung, Metabolismus und Homéostase
bei Funktionsstorungen auch beteiligt an der Entstehung und dem Fortschreiten von bspw. Krebs, Ent-

ziindungsprozessen, metabolischen Erkrankungen wie Diabetes und neurodegenerativen
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Erkrankungen®®. Trotz dieser enormen Bandbreite an Funktionen verbindet die Klasse der NRs aber
ihr typischer struktureller Aufbau, der hochkonserviert ist und sich in vier unterschiedliche Domanen
einteilen lasst (Abbildung 3)%.

AB | c | D | E

AN = Nteminate DNA-Bindung Hinge- | Liganden-Bindung | COOH
Domdne | (DBD) _ Region |_ LBD J
! [—
AF1 CTE AF2

Abbildung 3: Allgemeiner struktureller Aufbau nukledrer Rezeptoren.

Die N-terminale A/B-Domaéne ist der variabelste Bereich und beinhaltet die Aktivierungsfunktion 1
(AF1), welche vor allem zur konstitutiven Aktivierung des Rezeptors beitragt und zell- und promotor-
spezifische Aktivitit zeigt"?. Dabei ist diese Doméane auch das Ziel von zahlreichen posttranslationalen
Modifikationen wie Phosphorylierungen und Ubiquitinierungen, welche die Aktivitit des Rezeptors
ligandenunabhingig modulieren kdnnen"*. Daran schlief3t sich die C-Doméne an, auch DNA-Binde-
domine (DBD) genannt, welche beson- RXRa

ders konserviert ist und fiir die Erken-

nung spezifischer DNA-Sequenzen, der

sog. Response-Elemente (RE), in der
Promotorregion der Zielgene verant-
wortlich ist (Abbildung 4)"%. Die Er-
kennungssequenz fiir NRs besteht zu- 5
meist aus der Basenfolge AGGTCA,
welche bei der Erkennung durch

Dimere auf verschiedene Weise ange-

ordnet wiederholt im RE auftreten, mit

direkter Wiederholung (direct repeat, Abbildung 4: DNA-Bindung des PPARy-RXRa-Heterodimers (PDB:
3DZY"). Gezeigt sind die DBDs der beiden Rezeptoren, PPARy in rot und
RXRa in griin, gebunden an das PPRE Response-Element mit DR1-Wieder-
holung. Die spezifische Interaktion mit der DNA erfolgt iiber die P-Box (tiir-
drehter Wiederh01ung (everted repeat, kis). Jeweils zwei Zinkfingermotive koordinieren Zn>* (magenta) iiber je vier

ER)®7!. Dabei befindet sich eine Halb- konservierte Cysteine, die D-Box (orange) ist an der Dimerisierung beteiligt.

DR), mit invertierter Wiederholung

(inverted repeat, IR) oder auswirtsge-

seite bei den palindromischen IR- und ER-Erkennungssequenzen auf dem gegeniiberliegenden DNA-
Strang®®®>”2. Strukturell charakteristisch sind zwei a-Helices der DBD, welche senkrecht zueinander an-
geordnet sind und zwei Zinkfingermotive aufweisen. Fiir die spezifische Erkennung der DNA ist ein
Bereich verantwortlich, der als P-Box (P steht fiir proximal) bezeichnet wird und die ersten fiinf Ami-
noséduren der N-terminalen Helix umfasst, welche in einer grofien Furche des Doppelstrangs direkt mit
den Nukleinbasen interagieren"**”. Fixiert durch das C-terminale Zinkfingermotiv ist der Bereich der
sog. D-Box, welcher einhergehend mit Konformationsdnderungen bei der DNA-Bindung eine wichtige
Rolle bei der Dimerisierung der DBDs spielt, dabei aber nicht selbst mit der DNA interagiert®’>”*. Dem
zweiten Zinkfingermotiv folgt eine C-terminale Verldngerung (C-terminal extension, CTE), die zum ei-
nen die Kontaktstelle der Dimere vervollstaindigt und den korrekten Abstand der Wiederholungen der
REs vorgibt, aber bei Monomer-Aktivitit auch dafiir verantwortlich ist, durch direkte Interaktion mit

der angrenzenden kleinen Furche des Doppelstrangs die DNA-Bindung zu stabilisieren®®’"”.

Nach einem variablen und konformationell flexiblen Uberbriickungsbereich (Hinge-Region, D-Do-

méne), welcher an der Interaktion mit Co-Regulatoren beteiligt ist und Sequenzen zur
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Kernlokalisierung (nuclear localization signal, NLS) enthilt, folgt C-terminal die Ligandenbindedomine
(LBD, E-Domine) des Rezeptors”’. Neben der Bindung von (endogenen) Liganden, die zur Modulation
der Rezeptoraktivitdt fithrt, ist diese multifunktionale Doméne auflerdem mafigeblich verantwortlich
fir die Interaktion mit Co-Regulatoren sowie fiir die Homo- und Heterodimerisierung mit anderen
NRs"””. Dabei ist die kanonische Struktur der LBD meist aus zw6lf a-Helices und einem Abschnitt aus
B-Faltblattern aufgebaut, deren kompakte Anordnung in drei Schichten als antiparalleles a-helikales
Sandwich beschrieben wird und in deren unterer Hilfte sich in den meisten Féllen die hydrophobe
Ligandenbindetasche befindet"**® (Abbildung 5). Die Tasche ist in Volumen und Form hochvariabel
und kann sich bei Ligandbindung grofien Konformationsdnderungen unterziehen, wobei die Bandbreite
a { b ; von fast nicht vorhandener Ta-
sche (blockiert durch hydro-

phobe Aminosdurereste) bis hin

zu groflen leeren Volumina von

> 1500 A reicht'”7>7%, In der C-

H2 terminalen Helix, meist Helix 12
\ (H12), enthalt die LBD die ligan-
/ denabhingige Aktivierungsfunk-
tion 2 (AF2)”®. Sperzifitit bei der
Ligandbindung entsteht iiberwie-

< . gend durch die Geometrie der

L 4
Abbildung 5: Modell der ligandenabhdngigen Aktivierung und Inaktivierung durch Liganden und durch Wasserstoff-
Konformationsinderung der LBD am Beispiel von PPAR«. Bereich der H12 (AF2)
in rot. (a) PPAR« im Komplex mit dem Antagonist GW6471 und Co-Repressor
SMRT (magenta, PDB: IKKQ”). (b) PPARw im Komplex mit dem Agonist GW7647
(1) und Co-Aktivator SRCI (griin, PDB: 7BQ3%). saureresten®®,

briickenbindungen der Liganden

mit wenigen hydrophilen Amino-

Die ligandabhéngige Regulation von NRs schlief3t mechanistisch die Bindung und Freisetzung von Co-
Regulatoren als essenzielle Komponente der Aktivitdt von NRs ein. Klassischerweise werden die Co-
Regulatoren in Co-Aktivatoren und Co-Repressoren eingeteilt, deren Interaktion mit dem jeweiligen
NR von dessen Aktivierung abhiangt®*>. Im inaktiven Zustand des Rezeptors, in apo-Form oder
Antagonist-gebunden, weist der AF2-Bereich der LBD meist eine grofle Flexibilitdt auf und ist nicht an
den Kern der LBD gebunden (Abbildung 5a). Somit liegt eine hydrophobe Oberflache zwischen H3 und
H4 frei, welche Co-Repressoren iiber spezifische a-helikale Motive bindet, die sog. CoORNR-Box mit
einer (L/I)XX(I/V)I-Sequenz (L = Leucin, I = Isoleucin, V = Valin, X = beliebige Aminosdure). Die be-
kanntesten Co-Repressoren sind der Nukledre Co-Repressor 1** (NCoR1) und der dimpfende Mediator
der Retinoid- und Thyroidhormonrezeptoren™ (silencing mediator of retinoid and thyroid hormone re-
ceptors, SMRT, auch NCoR2 genannt), welche epigenetische Regulatoren wie Histon-Deacetylasen
(HDACs) und -Demethylasen rekrutieren und aktivieren, sodass sich ein multifaktorieller Co-Repres-
sor-Komplex ausbildet, welcher vor allem durch Chromatin-Modifikationen die Transkription verhin-
dert®. Durch Bindung eines Agonisten dndert sich die Konformation der H12 (Abbildung 5b), sodass
sie den Eingang der Bindetasche verschliefit (,Mausefalle“-Modell) bzw. sich durch Interaktion mit dem
Liganden eine stabilisierte Konformation ausbildet (Modell dynamischer Stabilisation)’. Im Zuge dessen
andert sich auch die hydrophobe Proteinoberfliche der LBD, Co-Repressoren 16sen sich von der LBD
und Co-Aktivatoren wie bspw. die Steroidrezeptor-Co-Aktivatoren®-*” (SRCs) oder der PPARy-Co-Ak-
tivator 1a® (PGC-1a) binden an die veranderte hydrophobe Furche tiber eine a-Helix mit dem Konsen-

sus-Motiv LXXLL¥*, Dabei ist der Abstand zwischen zwei konservierten geladenen Seitenketten (sog.
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charge clamp), meist einem Glutaminsdure-Rest in H12 und einem Lysin-Rest in H3, entscheidend, um
Co-Aktivatoren zu koordinieren und betrigt im aktiven Zustand meist 18-20 A%, Co-Aktivatoren be-
sitzen zum einen selbst intrinsische Enzymaktivitét als Histon-Acetyltransferasen (HAT) oder -Methyl-
transferasen und rekrutieren zum anderen wiederum weitere Co-Faktoren, um die Transkriptions-

maschinerie zu starten®%2.

Es hdufen sich jedoch Erkenntnisse, die von der klassischen Einteilung der Co-Regulatoren abwei-
chen®*>”. So wurde fiir die Rezeptoren VDR (NR11I1), ERa (NR3A1), RARa (NR1B1) und THRa
(NR1A1) gezeigt, dass die vermeintlichen Co-Repressoren NCoR1 und SMRT zellspezifisch auch fiir die
ligandenabhingige Aktivierung der Rezeptoren benétigt werden und mit Co-Aktivator-Komplexen
assozieren’* . Passend dazu sind Beobachtungen, dass HDACs in Einzelfillen auch eine aktive Gen-
expression unterstiitzen, was man sich als eine Art Reset des Chromatins bei wiederholter Transkription
erklart”'*". Umgekehrt wurden auch repressive Funktionen von SRC Co-Aktivatoren berichtet, sowie
die Assoziation von SRCI an einen Antagonist-gebundenen NR'%*"'%, Weiterhin scheint sich die Funk-
tion und Zusammensetzung der Co-Regulator-Komplexe im Gehirn, wo epigenetische Mechanismen
eine wichtige Rolle bei der neuronalen Entwicklung und kognitiven Prozessen spielen, zum Teil von

105

denen in nichtneuronalen Geweben zu unterscheiden'®”. Ein Beispiel fiir einen Co-Regulator mit erwie-

sener dualer Funktion als Co-Aktivator und Co-Repressor'®'?
rende Protein 1'® (NRIP1). Erkldrungen dafiir liefert die Struktur des Proteins, welches neun LXXLL-

Motive in der Proteinsequenz aufweist, aber auch vier autonome Repressions-Doménen, welche

ist das Nukledre-Rezeptoren-interagie-

HDACs rekrutieren konnen. Auch werden verdnderte Konformationen durch post-translationale
Modifikationen fiir die dualen Eigenschaften des Proteins verantwortlich gemacht. Dabei funktioniert

NRIP1 vermutlich als Adapter-Protein ohne eigene intrinsische Enzymaktivitat'®.

1.3 Peroxisomen-Proliferator-aktivierte Rezeptoren

Im Jahr 1990 wurde PPARa (NR1C1) als erster von drei Vertretern einer neuen Subfamilie nuklearer
Rezeptoren durch die Induktion von hepatischer Peroxisomen-Proliferation in Nagetieren identifi-
ziert'”. Hiervon leitet sich auch der Name der NR-Subfamilie ab, obwohl die PPARs beim Menschen
keinen Einfluss auf Peroxisomen haben'’. Wenig spiter wurden die zwei tibrigen Subtypen PPARpB/S
(NRI1C2; auch NUC1'"', FAAR'"?) und PPARy (NR1C3) charakterisiert'”’. Da man aufgrund der gerin-
gen Homologie zwischen dem als PPAR identifizierten Amphibien-Rezeptor und dem PPARS bei Sdu-
getieren''* zundchst von vier unterschiedlichen Subtypen der PPARs ausging, kam es zur Doppelbe-
zeichnung der orthologen Rezeptoren verschiedener Spezies™. Nachfolgend wird nur noch die inzwi-
schen etablierte Bezeichnung PPARS verwendet. Jeder der drei PPAR-Subtypen wird von einem eigenen
Gen kodiert, welche auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind und sich vor allem in der
Lange der A/B-Doméne unterscheiden®. Bei PPARY sind drei relevante Isoformen bekannt, die sich aus
insgesamt sieben unterschiedlichen Splicevarianten ergeben'”. PPARy1 und -y3, -y5 und -y7 sind auf
Proteinebene identisch, ebenso wie PPARy4 und -y6, welche ein um acht Aminosduren ldngeres Protein
am N-Terminus ergeben''>"'®. PPARY2 ist die lingste Isoform beim Menschen und am N-Terminus um
28 Aminosduren linger'>'". Somit ergeben sich zum Teil unterschiedliche Bezifferungen der einzelnen
Aminosauren und die Isoformen unterscheiden sich in ihrer Gewebeverteilung, die Sequenzen der LBDs
sind jedoch identisch''>"'®. Strukturell entsprechen die PPARs dem in Kapitel 1.2.2 beschriebenen klas-
sischen Aufbau nukleirer Rezeptoren™. Sie bilden permissive Heterodimere mit einem Subtyp der
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Abbildung 6: Molekularer Mechanismus der PPARs.

RXRs, die sowohl durch PPAR-Liganden als auch durch RXR-Liganden aktiviert werden konnen (Ab-

bildung 6)"">'*. Dabei fiihrt die gleichzeitige Bindung von Liganden beider Rezeptoren zu einer syner-

gistischen Aktivierung'*'*’. Die Erkennungssequenz ist ein spezifisches PPAR-Response-Element
(PPRE), welches als direct repeat mit einer Nukleinbase Abstand (DR1) angeordnet ist und die Konsen-
sus-Sequenz AGGNCANAGGTCA aufweist (N steht fiir eine beliebige Base)''>'*"'*%. Dabei ist die erste
Halbseite des PPRE, welche den PPAR-Subtypen bindet, haufig keine exakte Wiederholung der zweiten

Halbseite und variiert meist in der Nukleinbase der 4. Position '**!**'**. Die in 5‘-Richtung vorangehende

Sequenz ist verantwortlich fiir die Selektivitdt der verschiedenen PPAR-Subtypen'**'*’. Analog zum
klassischen Mechanismus der Rezeptoraktivierung durch Ligandbindung (siehe Kapitel 1.2.2) kommt
es durch Konformationsdnderung zum Austausch der Co-Repressoren, meist NCoR1 oder SMRT, aber
auch NRIP1, durch Co-Aktivatoren wie dem CREB-bindenden Protein (CBP), dem 300-kDA-Protein
(p300), PGC-1a, dem PPAR-interagierenden Protein (PRIP, auch Nukledrer-Rezeptor-Co-Aktivator 6
(NCoA6)), den SRCs und den Multiprotein-Komplexen des Thyroidhormon-Rezeptor-assoziierten
Proteins (TRAP) bzw. des Vitamin-D-Rezeptor-interagierenden Proteins (DRIP)'*. Die PPARs weisen
aber auch eine geringe Basalaktivitat auf, die bei PPARa am stédrksten ausgeprégt ist und aus der ver-
héltnismaflig stabilen Position der H12 im ligandenungebundenen Zustand sowie der Phosphorylierung
der A/B-Domine resultiert’'**. Insgesamt zéhlen die PPARs zu den am besten beforschten nukledren
Rezeptoren. Sie sind wichtige Regulatoren im Glucose- und Lipidmetabolismus und synthetische Ago-
nisten von PPARa (Fibrate) und PPARY (Glitazone) wurden bereits therapeutisch angewendet, bevor
ihr Wirkmechanismus tiberhaupt aufgeklart werden konnte'*>'*°. PPARS-Agonisten hingegen befinden
sich derzeit in klinischer Priifung und haben bislang keine Zulassung erhalten. Wahrend Fibrate und
Glitazone in der Therapie von Dyslipiddmien und Diabetes mellitus Typ 2 heute eine eher untergeord-
nete Rolle spielen, riicken neben neuen potenziellen Indikationsgebieten fiir PPAR-Agonisten auch
neue Konzepte zur selektiven Aktivierung der PPARs, wie die sog. selektiven PPAR Modulatoren
(sPPARMs), unter Vermeidung der klassenspezifischen Nebenwirkungen in den Fokus der aktuellen
Wirkstoffforschung'.

1.3.1 Physiologische Funktion der PPARs
Als Lipidsensoren haben die PPARs ihre Hauptaufgabe in der Regulation des Nahrstofthaushaltes, die

sie auf Grund unterschiedlicher Expressionsmuster zum Teil in dhnlicher, aber auch in komplementarer
Art und Weise erfiillen'”. Im Folgenden werden die physiologischen Funktionen der einzelnen Subty-
pen ndher beschrieben (Abbildung 7).

PPARa ist der in der Leber dominierende PPAR-Subtyp, wird aber auch im braunen Fettgewebe, Herz,
Skelettmuskel, der Niere und der Darmmukosa exprimiert, welche allesamt Gewebe mit hohem Ener-

gieverbrauch und somit hoher mitochondrialer und peroxisomaler P-Oxidation darstellen®»'**. So
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reguliert PPARa in der Leber zahlreiche Gene, die den katabolen Fettsdaure-Stoffwechsel férdern, indem
es zur Aktivierung von Fettsduren sowie deren p-Oxidation und mikrosomalen w-Oxidation kommt'*.
Auch sind sie fiir die Gluconeogenese und Synthese von Ketonkorpern verantwortlich, und kontrollie-
ren die Zusammensetzung der Lipoproteine durch Regulation der Fettsdure-Aufnahme und des intra-
zelluldren Transports in Hepatozyten'®. In Einklang damit steht, dass PPARa in Situationen von Stress
und Hunger in der Leber durch erhéhte Glucocorticoid-Spiegel induziert wird, um eine Umwandlung
und Nutzung von Lipiden als Energiequelle zu férdern. Damit unterliegt PPARa auch dem Tag-Nacht-
Rhythmus'**'**'*_ Berichte iiber Polymorphismen im humanen PPARa-Gen unterstreichen die zentrale

Rolle des Rezeptors im Lipidmetabolismus'!

. Durch die Aktivierung von PPARa mit Fibraten kommt
es vor allem zu einer signifikanten Senkung der Triglycerid-Spiegel im Blut und gleichzeitig zu einer
Steigerung der atheroprotektiven Lipoproteine hoher Dichte (high density lipoprotein, HDL)"*"'**. Da
die Effektivitat der Fibrate in der Reduktion der Lipoproteine niedriger Dichte (low density lipoprotein,
LDL) jedoch eher moderat ist, werden sie nur noch zur Behandlung von Hypertriglyceriddmien einge-
setzt, bei Hypercholesterinimien und Dyslipiddmien sind Statine die erste Wahl"*>'**. Zusitzlich zum
positiven Effekt auf das Lipidprofil vermittelt PPARa auch zahlreiche antientziindliche Effekte, die zum
Teil iiber die Repression proinflaimmatorischer Transkriptionsfaktoren wie NFxB reguliert wer-
den'?*"*>1** Durch die Expression des Rezeptors in glatten Muskelzellen des vaskuldren Endothels sorgt
eine gesteigerte PPARa-Aktivitét fiir vasoprotektive Effekte bei Atherosklerose, indem unter anderem
die Rekrutierung von Monozyten unterdriickt wird, proinflammatorische Zytokine sowie das Adhisi-
onsmolekiil VCAM1 herunterreguliert werden und es zu einem gesteigerten Cholesterol-Efflux der
Makrophagen in atherosklerotischen Plaques kommt"*""**'*, Somit ist das Wirkprofil von PPARa-Ago-
nisten insgesamt protektiv fiir kardiovaskuldre Erkrankungen, wobei vor allem Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 2 und dem Metabolischen Syndrom profitieren>>"*. Eine generelle Pravention von kardi-
ovaskuldren Ereignissen durch PPARa-Agonisten ist bislang jedoch nicht hinreichend belegt, was der

geringen Potenz und Selektivitit der zugelassenen Fibrate geschuldet sein konnte'*'*>'%,

) =7
QL 2 l{‘
Immunsystem &

Leber Fettgewebe Muskel Neurodegeneration
» (- & w-Oxidation 1 » (-Oxidation * Proinflammatorische Zytokine |
PPARa * Gluconeogenese 1 » Rekrutierung von Monozyten |
9. Ketogenese * Nurr1 Expression in Neuronen t
s Cholesteroltransport
s Lipogenese? » Adipozytendifferenzierung e Insulinsensitivitat 1 e Proinflammatorische Zytokine |
PPAR s Gluconeogenese | e Lipidspeicherung » Glucoseaufnahme 1 e Makrophagendifferenzierung
Ve Insulinsensitivitat 1 e Lipogeneset * Remyelinisierung 1
¢ Insulinsensitivitat t
» Differenzierung von e B-Oxidation t * (-Oxidation * Proinflammatorische Zytokine |
DARS Kupffer-Zellen » Thermogenese 1 » Glucoseaufnahme t e Expression von Opsoninen 1
o » Adaption o z.T. immunstimmulierend

* Insulinsensitivitat 1
Abbildung 7: Physiologische Funktionen der drei PPAR-Subtypen. Regulation des Energiemetabolismus in Leber, Fettgewebe und
Muskel, sowie Auswirkungen auf Entziindungsprozesse im Allgemeinen und Neurodegeneration im ZNS.

Die PPARa-Expression im Gehirn ist auf keine spezifischen Regionen beschrankt und, wie auch PPARS,

weitverbreitet. Dabei iiberwiegt die Expression aller PPARs vor allem in Neuronen im Vergleich zu ge-
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ringer Expression in Astrozyten und Mikroglia'”. Obwohl die Funktion von PPARa im zentralen
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Nervensystem (ZNS) noch nicht ginzlich verstanden ist, deuten zahlreiche Studien darauf hin, dass eine
Aktivierung des Rezeptors durch antientziindliche und antioxidative Wirkungen, aber auch durch ver-
dnderten Zellmetabolismus, positive Effekte auf neurodegenerative Erkrankungen wie AD und PD
hat'*'*. Von Relevanz ist auch, dass PPARa-Aktivitéit die Expression des neuroprotektiven Transkrip-
tionsfaktors Nurr1 (siehe Kapitel 1.4.1) in dopaminergen Neuronen steigert'*'. Somit ergeben sich neben
dem erprobten Indikationsgebiet der Hyperlipiddmien neue interessante therapeutische Optionen fiir
PPARa-Liganden.

PPARy wird vor allem im weiflen und braunen Fettgewebe exprimiert, zeigt aber ein insgesamt breites
Expressionsmuster, das auflerdem Darm, Leber, Herz, Niere, Gefaf$- und Immunzellen umfasst>'**. Die
Expression im Skelettmuskel ist hingegen eher gering"”'*. Dabei ist PPARy1 die insgesamt dominie-
rende Isoform, PPARYy2 kommt basal nur im Fettgewebe vor und kann bei iiberméafliger Energiezufuhr
in Leber und Skelettmuskel induziert werden'”'*>'*. Die Expression von PPARy3 und -y4 betrifft
hauptsachlich Makrophagen und das Fettgewebe, wihrend PPARy3 zusitzlich im Darmepithel zu fin-
den ist''*'**'** Die Beobachtung, dass PPARy bei Hunger und Insulin-Mangel herunterreguliert wird
und vor allem fettreiche Erndhrung die Expression des Rezeptors induziert, deutet bereits auf eine zent-

rale Rolle im Lipid- und Glukose-Metabolismus hin''7'?%!4*,

PPARy ist der essenzielle Regulator bei der Adipozytendifferenzierung aus Praadipozyten im weiflen
und braunen Fettgewebe und maf3geblich fiir deren Erhaltung und Funktion verantwortlich®>'*"'*. So
fordert eine Aktivierung des Rezeptors die Lipidspeicherung in Adipozyten des weiflen Fettgewebes
durch die Expression von Fettsduretransportern wie der Fettsdure-Translokase (FAT bzw. CD36 in
Makrophagen)', dem Fettsaure-Transport-Protein (FATP)"", der Lipoproteinlipase (LPL)"** und dem
Fettsdure-Bindungs-Protein 4 (FABP4)">>"**, wodurch freie Fettsduren aus der Peripherie aufgenommen
werden'?*'*. Aulerdem wird durch PPARy-Aktivitit in Adipozyten Lipogenese induziert'*'*. Fett-
sduren unterschiedlicher Genese werden durch Veresterung mit Glycerol zur vermehrten Triglycerid-

t157

Synthese verwendet"”’, und anschlieflend in Lipidtropfen gespeichert, an deren Bildung PPARYy tiber die

Regulation von bspw. Perilipinen (PLINs) beteiligt ist'>*'?*'*%!*°, Neben zahlreichen adipogenen Wir-
kungen unterstreichen auch lipolytische Effekte die Bedeutung von PPARy in der Lipidhomdostase'*'¢'.
Dariiber hinaus greift PPARy entscheidend in den Glucosestoffwechsel ein und ist somit tiber die Ver-
kniipfung des Kohlehydrat- und Fettsdure-Metabolismus fiir eine gesteigerte Glukoseverwertung und
verbesserte Insulinsensitivitat verantwortlich, und reguliert vielfaltige Gene, die an der Glukosehoméoo-
stase beteiligt sind>>'*>'®>. PPARYy steuert auflerdem die Expression von Adiponektin'** und Angiopoetin-
like protein 4 (ANGPTL4)'*'%, sogenannte Adipokine, welche Zytokine des Fettgewebes darstellen'®.
Dadurch kommt es zum einen zur vermehrten 3-Oxidation von Fettsduren und zum anderen zur Lipo-
lyse durch Hemmung der LPL, aber durch Hemmung der Gluconeogenese auch zu einem Einfluss auf
die Blutglukosespiegel, was insgesamt zu einer Verbesserung der Insulinsensitivitat fithrt''**"'7°, Zu-
sitzlich induziert PPARy die Expression von Glukosetransportern wie GLUT4""'7?, wodurch es insu-
linvermittelt zu einer gesteigerten Aufnahme von Glukose kommt, und hemmt die Gluconeogenese in
der Leber iiber eine Inhibition der zentralen Enzyme Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) und
Glucose-6-Phosphatase (G6Pase)'”>'7. Diese insulinsensitivierenden Effekte von PPARy werden mit der
Aktivierung durch die Wirkstoffklasse der Glitazone (siehe Kapitel 1.3.2) therapeutisch bereits seit den
1980er Jahren zur Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 genutzt und fithren zu einer signifikanten
Senkung der Blutzuckerspiegel sowie reduzierten Lipid- und Insulinlevels'®'”. Die Glitazone haben je-

doch aufgrund eines ungiinstigen Nebenwirkungsprofils, vor allem wegen Odembildung,
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Gewichtszunahme und einem erhohten Risiko fiir Herzinsuffizienz und Knochenbriiche, in der Anwen-

dung erheblich an Bedeutung verloren'’*'”’.

Neben seiner zentralen Rolle im Metabolismus werden PPARY zahlreiche antientziindliche und immun-
modulierende Effekte zugeschrieben'’®. So hemmt die ligandenabhingige Aktivierung von PPARy
durch eine Blockade des Transkriptionsfaktors NFkB in Makrophagen die Expression proinflamma-
torischer Zytokine wie dem Tumornekrosefaktor a (TNFa), der Interleukine (IL) 1B und 6 sowie der
induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS, Abbildung 8)">'®. Auflerdem spielt PPARYy eine
wichtige Rolle bei der Differenzierung von Monozyten ( '

1

150,181

zu Makrophagen Nach der Aktivierung von ]
Monozyten, die selbst nur wenig PPARy exprimieren, ist p—
der Rezeptor, induziert von IL-4, an der Verschiebung {‘-IS""'C'R/
der Differenzierung von proinflammatorischen M1- -

Makrophagen hin zum vermehrt antiinflammatorischen

4 Proinflammatorische Gene
TNFa, IL-1B, IL-6, etc.

M2-Phidnotyp beteiligt und fordert somit die sog. alter-

native Aktivierung'®'~'*. Zusitzlich exprimieren Makro-
phagen durch PPARy-Aktivitt verstirkt CD36 auf der dung 8 Mechanismus der PPARy-vermittelten
Zelloberfliche, wodurch oxidiertes LDL aus der Periphe-  Transrepression  proinflammatorischer  Gene —iiber

NFKBRE

rie aufgenommen und metabolisiert wird'®. In dhnlicher NFkB (p65/p50).

Weise reguliert PPARY den Lipidmetabolismus in dendritischen Zellen, greift aber auch in Prozesse wie
die Aktivierung und Differenzierung der Zellen, Migration und Antigen-Prozessierung ein'’*'*. Durch
eine verringerte Sekretion von IL-12 und veranderte Expression kostimulierender Molekiile wie CD80
und CD86 wird zusitzlich die T-Zell-Antwort beeinflusst'®. Obwohl bereits in Tiermodellen positive
Effekte bei Atherosklerose und Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis und chro-
nisch entziindlichen Darmerkrankungen gezeigt werden konnten, muss der therapeutische Nutzen der

antientziindlichen PPARy-Wirkung noch niher untersucht werden'*”'”*.

Obwohl PPARy der PPAR-Subtyp mit der geringsten Expression im ZNS ist, wo er vor allem in
Neuronen vorkommt, ist die Evidenz fiir neuroprotektive Effekte bei AD, PD und MS durch PPARy-
Aktivierung am stirksten®'”’. Hierfiir ist vor allem eine PPARy-vermittelte Reduktion der Neuro-

inflammation verantwortlich'. In zahlreichen Tiermodellen der AD reduzierte PPARy-Aktivierung

188,189 190-192

auflerdem kognitive Defizite und verringerte f-Amyloid-Ablagerungen , was zum einen durch
Induktion des insulinabbauenden Enzyms (Insulin-degrading enzyme, IDE) und zum anderen durch
Reduktion der B-Sekretase (f-site amyloid precursor protein cleaving enzyme, BACE1) zu erkldren
ist'7*>. In Modellen der PD konnte durch PPARy-Aktivierung der Verlust dopaminerger Neurone ver-
ringert werden, eine Aktivierung der Mikroglia wurde unterdriickt und motorische Beeintriachtigungen
verbessert'***. Kohortenstudien deuten darauf hin, dass die Einnahme von Glitazonen das Risiko fiir
AD*'*® und PD** senken kann. Im Krankheitsgeschehen von MS kommt zusitzlich zur antientziind-
lichen Wirkung die immunmodulierende Rolle von PPARYy zum Tragen. Zu beachten ist dabei auch,
dass PPARy in Makrophagen von MS-Patienten signifikant herunterreguliert ist*> und somit die feh-
lende Expression von CD36 eine Beseitigung der Myelinreste durch Phagozytose erschwert und gleich-
zeitig Neuroinflammation begiinstigt wird**®. PPARy-Aktivierung férdert auflerdem die Differenzie-
rung von Oligodentrozyten-Vorlduferzellen®”, die eine tragende Rolle bei der Remyelinisierung spielen,

208

und schiitzt die noch vorhandenen Oligodendrozyten vor inflammatorischer Schadigung®®. Auch im

Modell der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), dem géngigsten Tiermodell der
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MS, verbesserten PPARy-Agonisten den Krankheitsverlauf’”*'>. Obwohl erste klinische Studien viel-
versprechende Ergebnisse fiir die Wirksamkeit von Pioglitazon (2), nicht jedoch Rosiglitazon (3)*'**!,
bei AD*>*'® und vor allem MS*7* zeigten, sind grofer angelegte Studien, weitere mechanistische
Analysen und neue PPARy-Agonisten mit hoherer Bioverfiigbarkeit im ZNS notwendig, um einen

therapeutischen Nutzen bei neurodegenerativen Erkrankungen zu belegen.

PPARS wird im Korper ubiquitar exprimiert, wobei er die hochste basale Expression im Skelettmuskel
und Gastrointestinaltrakt zeigt****'. Des Weiteren wird der Rezeptor besonders bei Zelldifferenzie-
rungsprozessen induziert, wohingegen wéhrend der Zellproliferation geringere Level auftreten'>'**.
Aufler im Gehirn sind die Expressionslevels dieses PPAR-Subtyps insgesamt jedoch meist niedriger als
bei PPARa und PPARY"**. Aufgrund der unspezifischen Expression und bislang fehlender zugelasse-
ner Arzneistoffe fiir PPARS ist die Evidenz der pleiotropen metabolischen Funktionen fiir diesen
Subtypen geringer, das Forschungsinteresse hat aber mit der Entdeckung der Schliisselfunktionen im
Energiehaushalt des Muskels stark zugenommen'**??, So bewirkt eine Uberexpression von PPARS im
Skelettmuskel einen gesteigerten oxidativen Metabolismus von Fettsduren, vermehrte Aufnahme von
Glukose in die Zellen sowie erhohte mitochondriale Biogenese, vermittelt {iber die Aktivierung der
AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK)*”. Dadurch wird auflerdem die Lactatdehydrogenase B
(LDHB) verstéarkt induziert, wodurch die Akkumulation von Lactat verringert wird und die mitochon-
driale Oxidation von Pyruvat steigt*”. Zusatzlich nimmt die Bildung von oxidativen Muskelfasern zu,
ein Effekt, der sonst durch wiederholte Beanspruchung der Muskeln auftritt, und es kommt zu einer
allgemeinen Abnahme des Korperfettanteils und gesteigerter Insulinsensitivitat****. Der Phinotyp der
PPARS-Uberexpression wurde auch als ,,Marathon-Maiuse“ bezeichnet, da die Tiere eine signifikant
hohere Ausdauer zeigten”>*”’. Auch im Fettgewebe fordert PPARS den Fettsdure-Abbau und induziert
Gene, die Fettsdure-Oxidation und Thermogenese steigern wie die Carnitin-Acyltransferase 1 (CPT1)
und das Thermogenin (uncoupling protein, UCP1)'*. Therapeutisch impliziert dies eine mogliche

228-230

Anwendung von PPARS-selektiven Agonisten bei Adipositas und Dyslipiddmien , wofiir erste

klinische Studien bereits eine Wirksamkeit belegen konnten, aber auch bei degenerativen Muskel-

erkrankungen®'

. Des Weiteren ist auch PPARS an der Glukose-Verwertung und dem Lipoprotein-
metabolismus in der Leber beteiligt, wobei Transkriptom-Analysen gezeigt haben, dass sich die Zielgene
von PPARa und PPARS hier nur wenig tiberschneiden. Auflerdem fordert PPARS die alternative
Aktivierung der Kupffer-Zellen (Makrophagen der Leber), sodass eine Aktivierung des Rezeptors anti-

t23, Ein zusitzlicher antientziindlicher Mechanismus von

entziindliche Effekte in der Leber vermittel
PPARS in Makrophagen wird ligandeninduziert tiber die Freisetzung des Co-Repressors BCL6
vermittelt, wodurch es zu einer Unterdriickung von NFkB-regulierten proinflammatorischen Zytokinen
kommt****. Auflerdem fordert PPARS die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen tiber
die Expression von Opsoninen, wodurch der Rezeptor indirekt die Bildung von Autoantikérpern
vorbeugt und damit eine protektive Rolle bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen spielen
konnte**. Erste Tierversuche deuten auflerdem darauf hin, dass PPARS-Agonisten vor allem durch
antientziindliche Effekte im EAE-Modell*”*** und in verschiedenen PD-Modellen**-** therapeutisches
Potenzial bei neurodegenerativen Erkrankungen aufweisen. Insgesamt wird die Rolle von PPARS im
Entziindungsgeschehen jedoch noch kontrovers diskutiert und bedarf weiterer Untersuchungen, da in
einigen Studien auch immunstimulierende Effekte auf eine Aktivierung des Rezeptors zuriickzufithren

waren2437245.
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1.3.2 Bekannte PPAR-Liganden

Die LBDs der PPAR-Subtypen untereinander weisen eine Sequenzhomologie von 60-70 % auf, sodass
sich auch Unterschiede bei den Aminosduren feststellen lassen, welche an der Ausbildung der Liganden-
bindetasche beteiligt sind'***. Die Volumina der jeweiligen Bindetaschen sind mit etwa 1200-1400 A’
vergleichbar in ihrer Grofle und innerhalb der Familie nukledrer Rezeptoren relativ gro8'”**. Dabei ist
das Volumen von PPARS innerhalb der Subfamilie am kleinsten und nimmt tiber PPARa zu PPARY hin
zu****. Die Ligandbindung der PPARs wird durch starke hydrophile Interaktionen der kanonischen
Aktivierungs-Tetrade an Aminosduren bestimmt, bestehend aus Tyrosin in H12 (a: Tyr464, y: Tyr473,
: Tyr437), Histidin in H11 (a: His440, y: His449, §: His413), Histidin in H5 (y: His323, §: His287) und
Serin in H3 (a: Ser280, y: Ser289), die mit der sauren Kopfgruppe des jeweiligen Liganden wechselwirken
(Abbildung 9)*%*. Bei PPARa befindet sich anstelle des Histidins in Helix 5 jedoch ein Tyrosin
(Tyr314), welches weiter in die Bindetasche hineinragt*. Bei PPARS ist anstelle des Serins in Helix 3
ein Threonin-Rest (Thr253) vorzufinden, der zusammen mit dem sperrigen Met417 in Helix 11 fiir
einen schmaleren Interaktionsbereich der Bindetasche nahe Helix 12 verantwortlich ist******. Somit
sind strukturell subtypenselektive Liganden moglich, deren Entwicklung jedoch nicht trivial ist.
Abgeleitet von Fettsdauren als endogenen PPAR-Liganden sind synthetische Liganden in der Regel als
Fettsduremimetika zu verstehen'. Sie liegen daher meist als Carboxylate vor, welche bei PPARa und
PPARYy vorwiegend in a-Position mit teils sperrigen Resten, wie bspw. bei den Glitazaren, substituiert
sind, wihrend bei PPARS in der Regel a-unsubstituierte Phenoxyessigsdure-Derivate vorzufinden
sind******, Bei den Glitazonen als selektiven PPARy-Liganden ist die Carbonsdure bioisoster durch ein
Thiazolidindion-Strukturmotiv ersetzt>>"*. Die Bindetasche der PPARs wird haufig als Y- oder auch T-
formig bezeichnet, an deren Fuf$ die beschriebenen hydrophilen Interaktionen nahe Helix 12 statt-
finden**?*'. Dabei ist vor allem die direkte Interaktion mit dem Tyrosinrest in Helix 12 fiir eine volle
PPAR-Aktivierung entscheidend und stabilisiert die AF2 in der aktiven Konformation*******. Der
restliche voluminose Teil der Bindetasche ist {iberwiegend von hydrophoben Aminosduren geprégt,
weist eine hohe Flexibilitdt auf und unterscheidet sich deutlicher zwischen den Subtypen®?*¥. So ist die
Bindetasche bei PPARa insgesamt lipophiler als bei PPARy und PPARS*. Im Allgemeinen sind die
hydrophoben Wechselwirkungen mit dem Liganden eher unspezifisch, was die grofe strukturelle
Diversitit der Liganden erkldrt™'. Eine Besonderheit der PPARs, die sich aus der ungewdhnlichen Grofie
und Flexibilitdit der Bindetasche ergibt, ist die Moglichkeit, einen Liganden in unterschiedlichen

Bindemodi innerhalb der orthosterischen Bindestelle zu koordinieren, aber auch zwei gleiche oder
80,249,256,257

unterschiedliche endogene wie synthetische Liganden parallel zu binden

4
Thr253
¥
: Tyrd37

‘\

| W ") Wy H2!

Abbildung 9: Vergleich der Liganden-Protein-Interaktion mit der kanonischen Aktivierungs-Tetrade der drei PPAR-Subtypen.
Gezeigt ist jeweils die Co-Kristallstruktur des pan-PPAR-Agonisten Indeglitazar (violett) mit PPAR« (PDB: 3ET1), PPARy (PDB:
3ET3) und PPARS (PDB: 3ET2)*®.
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Als Regulatoren des Glucose- und Lipidstoffwechsels binden die PPARs physiologisch vor allem unge-
sittigte, aber auch gesittigte Fettsiuren wie die Olsdure (C18:1), Linolsdure (C18:2), Arachidonsiure
(C20:4) und Palmitinsaure (C16:0) mit meist moderater Affinitit im mikromolaren Bereich'??*. Diese
recht unspezifischen Interaktionen aller drei Subtypen deuten auf eine allgemein modulierende Rolle
der Rezeptoren im Lipidstoffwechsel hin, stellen die physiologische Relevanz aufgrund geringer intra-

zelluldrer Konzentrationen der entsprechenden Fettsduren jedoch zum Teil in Frage*”

. Es gibt aber auch
spezifischere endogene Liganden, die iiberwiegend zu den Eicosanoiden gehoren, welche Metabolite der
Arachidonséure mit iiberwiegend proinflammatorischen Eigenschaften sind*****'. Im Folgenden werden

einige spezifische endogene und synthetische Liganden der einzelnen PPAR-Subtypen niher betrachtet.

Zu den endogenen PPARa-Liganden zdhlt zum Beispiel der Arachidonsdure-Metabolit Leukotrien B,
(4, LTB,, Abbildung 10)**-*%*. PPARa-Aktivierung fordert den Abbau des Entziindungsmediators im
Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus, sodass die LTBs-induzierte Entziindungsreaktion
begrenzt wird**”. Auflerdem konnten zwei Analoga des endogenen Cannabinoids Anandamid als
PPARa-selektive Liganden identifiziert werden*®. Zum einen Palmitoylethanolamid (5, Abbildung 10)
mit einem ECs-Wert von 3,1 uM, das ebenso antiinflammatorische Eigenschaften von PPARa akti-
viert*. Zum anderen wird PPARa durch Oleoylethanolamid (6, Abbildung 10) aktiviert, welches mit
einem ECsp-Wert von 0,12 uM eine deutlich hohere Affinitit als die meisten endogenen PPAR-Liganden
aufweist und einen Einfluss auf Sattigungsgefithl und Korpergewicht hat*”. Zu den synthetischen
PPARa-Liganden gehort die Arzneistoffklasse der Fibrate, welche als Lipidsenker vor allem zur Senkung
der Triglyceride bereits seit den 1960er Jahren eingesetzt werden, deren Wirkmechanismus allerdings

erst spater aufgeklart wurde'®

. Mit Ausnahme von Bezafibrat, einem moderaten pan-PPAR-Agonist,
sind die Fibrate selektive PPARa-Aktivatoren mit Aktivititen im mikromolaren Bereich, die die 2-Me-
thyl-2-phenoxy-propansaure als gemeinsames Strukturmotiv aufweisen und wie der bekannteste Ver-
treter Fenofibrat (7, Abbildung 10) zum Teil als Prodrugs eingesetzt werden'*****®, Heutzutage haben
die Fibrate jedoch aufgrund ihres Langzeitnutzens in Bezug auf kardiovaskuldre Ereignisse an Bedeu-
tung verloren und sind in der therapeutischen Anwendung den Statinen unterlegen'***”°. Die Entwick-
lung von Pemafibrat (8, Abbildung 10) zeigt allerdings, dass PPARa immer noch eine relevante Ziel-
struktur zur Behandlung von Dyslipiddmien im Zusammenhang des metabolischen Syndroms darstellt

und durch das Konzept der neuen selektiven PPARa-Modulatoren (sPPARaM) eine Alternative mit
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Abbildung 10: PPARa-selektive Liganden
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verbessertem Nutzen-Risiko-Profil bestehen konnte?”"*’2, 8 adressiert dabei neben der klassischen Fett-
sdure-Bindestelle gezielter die Y-formige Bindetasche mit einem ECs,-Wert von 1 nM und zeichnet sich
durch eine hohe Subtypenselektivitit (> 1000-fach) aus®"*”. Ein weiterer wichtiger PPARa-selektiver
Ligand ist GW7647 (1, Abbildung 10), welcher sich durch einen Thioether in der Kopfgruppe sowie eine

substituierte Harnstoff-Struktur auszeichnet und sich als Referenzagonist fiir PPARa etabliert hat”’*.

Als erster moglicher endogener PPARy-Ligand wurde der Arachidonsdure-Metabolit 15-deoxy-A'>"-
Prostaglandin J, (9, 15d-PGJ,, Abbildung 11) entdeckt, der mit ECs,-Werten und Bindungsaffinitdten
im unteren mikromolaren Bereich beschrieben wird>*’¢. Es konnte gezeigt werden, dass 9 eine kova-
lente Bindung mit dem Cys285-Rest des Rezeptors eingeht, welche entscheidend fiir dessen Aktivierung
ist”’~*”. Die physiologische Bedeutung ist jedoch wie auch bei weiteren Fettsaure-Metaboliten als
potenziellen endogenen PPARYy-Liganden umstritten, nicht zuletzt, da sich die Gewebekonzentrationen
im Bereich unter 100 nM bewegen®******!. Mehrere Studien haben jedoch eine mit den Thiazolidindion-
basierten Agonisten vergleichbare Wirkung von 9 beobachtet, in denen der natiirliche Lipidmediator
neben adipogenen und antientziindlichen Effekten auch neuroprotektive Wirkungen durch PPARy-
Aktivierung zeigte®'>”7>7762%-2% Auflerdem wurden Nitrofettsduren, insbesondere Derivate der Linol-
sdure, als potente PPARy-Agonisten mit Bindungsaffinitdten von 0,41-0,60 uM postuliert®*>**. Vor
allem die 12-NO,-Linolséure (10, Abbildung 11) zeigt mit einem ECso-Wert von 0,045 uM eine physio-
logisch relevante Aktivitdit am Rezeptor”® und deutet darauf hin, dass NO-vermittelte Signalwege in
Form von Nitrofettsduren durch PPARy reguliert werden und so antientziindliche Effekte ausiiben
konnten®®. Kiirzlich konnte TETRAC (11, Abbildung 11), ein Metabolit des Thyroidhormons L-Thyro-
xin, als weiterer potenzieller endogener PPARy-Ligand mit einem ECs-Wert von 0,10 uM und einer

287

Bindungsaffinitat von 0,11 puM charakterisiert werden”. Dabei ist vor allem die Effizienz (vergleichbar

mit 3) am Heterodimer mit RXRa bemerkenswert, was auf eine physiologische Rolle als metabolischem

Gegenspieler zum Thyroidhormon-Rezeptor (THR) auf genomischer Ebene hindeutet®.

Mit der Arzneistoftklasse der Glitazone wurden Anfang der 1980er Jahre die ersten synthetischen
selektiven PPARYy-Agonisten mit zundchst unbekanntem Wirkmechanismus entwickelt, welche als sog.
Insulin-Sensitizer zu einer Senkung des Blutzuckerspiegels bei Diabetes mellitus Typ 2 fithren'****. Die
Thiazolidindion-Struktur ist charakteristisch fiir diese Wirkstoftklasse und interagiert mit der gleichen
kanonischen Bindestelle wie die Carboxylfunktion endogener Fettsauren'***'. Rosiglitazon (3) und Pi-
oglitazon (2) sind die zwei Vertreter, die in Deutschland eine Zulassung erhalten haben und als orale
Antidiabetika eingesetzt wurden (Abbildung 11). Das Nebenwirkungsprofil ist bei beiden Substanzen
jedoch ungiinstig, da gerade bei dieser Indikation eine erhohte Gewichtszunahme unvorteilhaft ist, aber
auch schwerwiegende Nebenwirkungen wie vermehrte Knochenbriiche und ein erhohtes Blasenkrebs-
risiko bekannt sind'7***. Aktuell ist nur Pioglitazon (2) in Ausnahmefillen noch verschreibungsfahig,
Rosiglitazon (3) ist aufgrund von zusétzlich erhohten kardiovaskuldren Risiken seit November 2010
nicht mehr verkehrsfihig”* . Beide Subtanzen werden aber nach wie vor als potente Referenz-
agonisten fiir PPARY genutzt, da sie sich durch eine hohe Subtypen-Selektivitit auszeichnen und mit 3
(ECs0 0,043 uM) und 2 (ECs 0,58 uM) zwei umfassend charakterisierte Agonisten mit unterschiedlicher

Aktivierungseffizienz zur Verfiigung stehen'®*”.

Da sich einige der Glitazon-bedingten Nebenwirkungen auf die volle Aktivierung des Rezeptors zuriick-
fithren lassen, hat sich die Entwicklung neuer PPARy-Liganden hin zu Partialagonisten und selektiven
PPARy-Modulatoren (sPPARyYM) entwickelt, welche durch verinderte Co-Regulator-Interaktions-
profile, gewebespezifische Effekte, Inhibierung der Phosphorylierung an Ser245 (PPARy1, bzw. Ser273
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bei PPARY2) oder unterschiedlichen Bindemodus bestimmte Gene gezielter aktivieren konnen®*>”.

Somit sollen die unerwiinschten adipogenen Effekte, Gewichtszunahme, Odembildung und ein erhohtes
Herzinsuffizienz-Risiko verringert werden, um die positiven Wirkungen auf die Glucose- und Lipid-
Homoostase besser nutzen zu konnen®*. Ein Beispiel fir einen sSPPARyM ist MRL24 (12, Abbildung
11), welcher mit einem ECs,-Wert von 2 nM und einer Aktivierungseffizienz von 36 % (vs. 3) einen
hochpotenten und selektiven Partialagonisten darstellt**"'. Neben erfolgreichen Proof-of-Concept-
Studien in Tiermodellen®” zeigte eine Untersuchung des Bindemodus, dass es zu einer Stabilisierung
der Helix 3 sowie zur Koordination der 3-Faltblattstruktur iiber die Sdurefunktion des Liganden kommt,
wihrend Helix 12 flexibel bleibt, was in der verminderten Aktivierungseffizienz resultiert”***”. Eine
Phase-2-Studie mit dem analogen MK-0533 zur Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 im Vergleich
zu Pioglitazon (2) wurde jedoch aufgrund mangelnder Wirksamkeit frithzeitig beendet*”. Mit INT-131
und MBX-102 sind weitere sSPPARYM in klinischer Priifung zur Behandlung von Diabetes mellitus
Typ 2, aber auch bei anderen Indikationsgebieten wie Gicht und MS und demonstrieren somit die viel-
faltigen Strategien zur therapeutischen Nutzung neuer PPARy-Modulatoren’>%*. Die Entwicklung
dualer PPARa/y-Agonisten, der Stoffklasse der Glitazare, als vielversprechende Therapieoption bei
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 und erhéhtem kardiovaskuldrem Risiko war bislang aufgrund
ihres ungiinstigen Nebenwirkungsprofils nicht erfolgreich, lediglich Saroglitazar konnte bisher eine

Zulassung in Indien erhalten™

. PPARy-Antagonisten spielen therapeutisch bislang keine Rolle, werden
aber in Bezug auf positive Effekte bei Adipositas und Krebserkrankungen untersucht®*****'. Vor allem
aber sind sie hilfreiche tool compounds zur Charakterisierung neuer PPARy-Modulatoren und zur
Validierung der Zielstruktur in neuen Indikationsgebieten. GW9662 (13, Abbildung 11) ist der meist-
genutzte Vertreter, der mit einem ICs-Wert von 0,076 uM die Aktivierung des Rezeptors effektiv

inhibiert und irreversibel eine kovalente Bindung mit Cys285 eingeht, wodurch die orthosterische

Bindetasche blockiert wird?!'.
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Abbildung 11: PPARy-selektive Liganden

24



Auch fiir PPARS wurde mit dem Linolsdure-Metaboliten (S)-13-Hydroxy-9,11-octadecadiensdure
(13-S-HODE, 14, Abbildung 12) ein Fettsauremetabolit als endogener Ligand identifiziert, der eine

t312

Bindungsaffinitit von 10,8 uM aufweist’”. Durch Bindung des Liganden wird die Aktivierung des
Rezeptors jedoch inhibiert sowie dessen Expression herunterreguliert, wodurch Apoptose in Krebs-
zellen induziert wird®?. Diese spezifische Aktivitit an PPARS unterscheidet sich damit von der
moderaten PPARy-Aktivierung durch 13-S-HODE (14), vor allem aber durch das Isomer 9-S-HODE'®.
Auflerdem weist der Arachidonsdure-Metabolit 15-Hydroxyeicosatetraensdure (15-HETE, 15, Abbil-
dung 12) eine Priferenz fiir PPARS auf, da dieser den Rezeptor mit hoher Effizienz aktiviert und eine
direkte Interaktion mit der LBD zeigt’”. Synthetische PPARS-Liganden sind Fettsiuremimetika mit
einer 2-Phenoxyessigsdurestruktur wie bei dem Agonisten L165,041 (16, Abbildung 12), der sich durch
eine hohe Bindungsaffinitit (K; = 6 nM), einen ECs-Wert von 0,53 uM und eine 10-fache Selektivitat
gegeniiber PPARa und PPARYy auszeichnet'®*'. 16 wird hiufig als Referenzsubstanz bei in vitro Versu-
chen verwendet, erreichte aber nie die klinische Priifung aufgrund der moderaten Subtypen-Selektivitat.
Besonders potent (ECs, 0,0012 uM) und Subtypen-selektiv (~ 1000-fach) ist der PPARS-Agonist
GW501516 (17, Abbildung 12)°"°'%, der bereits in klinischen Studien zur Behandlung von
Dyslipiddmien, Adipositas und kardiovaskuldren Erkrankungen untersucht wurde, bis Tierversuche
Kanzerogenitit in mehreren Organen zeigten®’>". Seit Studien 17 eine deutliche leistungssteigernde
Wirkung bei Méusen durch verdnderten Energiestoffwechsel attestierten, wird die Substanz trotz
bekannter Risiken unter dem Namen Endurobol als illegales Dopingmittel im Sport verwendet*****!. Mit
Seladelpar (18, Abbildung 12) wird derzeit ein selektiver PPARS-Agonist mit dem gleichen 2-(4-Mer-
capto-2-methylphenoxy)essigsdure-Grundgeriist wie 17 in klinischen Studien zur priméren bilidren
Cholangitis (PBC) bereits in Phase 3, sowie bei primidrer sklerosierender Cholangitis (PSC), nicht-
alkoholischer Steatohepatitis (NASH) und Dyslipiddmien in Phase-2-Studien geprift*******. Dabei
adressiert 18 durch die Ethoxy-Seitenkette in R-Konfiguration die Y-férmige Bindetasche und zeichnet
sich durch hohe Potenz (ECs, 0,0019 uM) und Subtypen-Selektivitit (> 500-fach) aus******, Der potente
duale PPARa/8-Ligand Elafibranor musste kiirzlich einen Riickschlag erleiden, als die Phase-3-Studie
zur Behandlung von NASH aufgrund mangelnder Effektivitdt vorzeitig beendet wurde****. Derzeit
wird die Substanz ebenfalls noch in einer Phase-3-Studie bei PBC untersucht®.
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Abbildung 12: PPARGS-selektive Liganden
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1.4 Nuclear receptor related 1 protein (Nurr1)

Der Transkriptionsfaktor nuclear receptor related 1 protein®’ (Nurrl, NR4A2) wurde als eng verwandtes
Protein zum Nervenwachstumsfaktor-induzierten Gen B*?®*? (NGFI-B, Nur77, NR4A1l) erstmals
Anfang der 1990er Jahre identifiziert und ist auch unter den Bezeichnungen nukledrer Rezeptor der
T-Zellen (NOT)*, transkriptionell induzierbarer nukledrer Rezeptor (TINUR)®', regenerierender
nukledrer Rezeptor der Leber (RNR-1)** und hippocampaler Zinkfinger 3 (HZF-3)** bekannt".
Zusammen mit dem Neuronen-abgeleiteten Orphan-Rezeptor 1 (NOR-1, NR4A3) bilden diese drei
nukledren Rezeptoren die NR4A-Subfamilie, welche unter anderem fiir die Entwicklung und Erhaltung
von Neuronen essenziell ist>'*. Strukturell entsprechen sie dem klassischen Aufbau nukleérer
Rezeptoren wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben. Mechanistisch unterscheiden sie sich jedoch von diesen.
Sie konnen sowohl als Monomere und Homodimere die Transkription ihrer Zielgene aktivieren®>****%,
Nur77 und Nurrl zusitzlich auch als permissive RXR-Heterodimere®***® (Abbildung 13). Dabei binden
sie direkt an spezifische Response-Elemente entsprechend der vorliegenden Konstitution. Monomere
binden an die NGFI-B-Erkennungssequenz (NBRE) mit dem verlingerten Motiv AAAGGTCA>**>.
Homodimere erkennen das sogenannte Nur-Response-Element (NurRE), bei welchem die zwei
Halbseiten mit auswiértsgedrehter Wiederholung angeordnet sind (TGATATTTACCTCC-
AAATGCCA) und welches zuerst in der Promotorregion des Proopiomelanocortin(POMC)-Gens

identifiziert wurde®>*¥’

. Die Heterodimere binden entsprechend anderer RXR-Heterodimere an
Erkennungssequenzen mit direkter Wiederholung, welche in diesem Fall einen Abstand von fiinf

Nukleinbasen aufweisen (DR5; GGTTCACCGAAAGGTCA )>*553%,

a b Cc
I—b Zielgene I—v Zielgene
NBRE DD - NurRE )1 Dp

Abbildung 13: Aktivitit der NR4A-Rezeptoren als Monomer oder Dimer am Beispiel von Nurrl. Die Rezeptoren Nur77, Nurrl,
und NOR-1 sind konstitutiv aktiv und konnen direkt an spezifische Erkennungssequenzen der DNA als a) Monomer, b) Homo-

O Nurr1 Ligand

() RXRlLigand

I—v Zielgene

dimer oder als ¢) Heterodimer mit RXR (nicht NOR-1%*) binden. Dabei ist die Bindung eines Liganden nicht zwingend notwendig
zur Aktivierung der Transkription.

Eine weitere Besonderheit der NR4A-Subfamilie stellt die hohe konstitutive Aktivitit der Rezeptoren
dar’*?*. Urspriinglich wurden Nurrl und die beiden verwandten Vertreter daher als liganden-
unabhingige Transkriptionsfaktoren angesehen®***!*. Eine Erkldrung dafiir lieferte die erste Kristall-
struktur (PDB: 10VL) der NR4A-Familie aus dem Jahr 2003, in der die apo-Form der Nurrl-LBD in
einer autoaktivierten Konformation mit stabilisierter und an den Kern der LBD gebundener H12 vor-
liegt, welche an ligandengebundene nukledre Rezeptoren erinnert (Abbildung 14, vgl. Kapitel 1.2.2 Ab-
bildung 5)***. Aulerdem ist die kanonische Ligandenbindetasche innerhalb des LBD-Kerns aufgrund
dicht gepackter, sperriger, hydrophober Aminoséduren blockiert (Abbildung 14a), welche bei den drei
Mitgliedern der NR4A-Subfamilie sowie dem Drosophila-Ortholog DHR38 konserviert sind******,
Daher wurden die NR4A-Rezeptoren lange zu den Orphan-Rezeptoren gezihlt'®. Doch zumindest fiir
Nurrl ist diese Bezeichnung inzwischen nicht mehr zutreffend, da ungesittigte Fettsduren als endoge-

nen Liganden identifiziert werden konnten, obwohl die physiologische Relevanz dieser Entdeckungen
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noch ungeklédrt ist (sieche Kapitel
1.4.2)°*%3 Auch die hochkonser-
vierte Co-Regulator-Bindestelle
klassischer NRs unterscheidet sich
erheblich bei den NR4A-Rezepto-
ren”***. Der sonst hydrophobe Be-
reich zwischen Helix 3, Helix 4/5
und Helix 12, der fiir die Bindung
des Erkennungsmotivs LXXLL ver-

antwortlich ist®*®!, ist bei den

o
Potenzielle %L Lys577

NR4A-Rezeptoren eine geladene Nurri-Bindestelle F \
hydrophile Oberfldche, bei der die N "\ fir SMRT & NCoR1 ‘g

Méglichkeit zu hydrophoben Inter- Abbildung 14: Besonderheiten der LBD bei den NR4A-Rezeptoren am Beispiel
aktionen mit den Leucin-Resten von Nurrl (PDB: 10VL*). a) Die kanonische Bindetasche ist durch sperrige
hydrophobe Seitenketten blockiert**®. b) Helix 12 wird durch zwei starke ionische
Wechselwirkungen in der aktiven Konformation stabilisiert. Der Bereich der

eines klassischen Co-Aktivators
fehlt****. Auflerdem ist die spezifi- kanonischen Co-Regulator-Bindestelle ist besonders hydrophil (violett), hingegen
sche Anordnung des Lysin-Restes in  kommt der hydrophobe Bereich zwischen H11 und H12 (griin) fiir Co-Regulator-
Helix 3 und des Glutaminsiure- [nferaktionen in Frage.

Restes in Helix 12, welche typischerweise die a-Helix des Co-Regulators stabilisieren (,,charge clamp®),
bei den NR4A-Rezeptoren in umgedrehter Anordnung vorzufinden: Glutaminsdure in Helix 3, Lysin in
Helix 12 (Abbildung 14b)*"#%**!| Zusitzlich erschwert bei Nurrl die starke ionische Wechselwirkung
dieses Lysin-Restes (Lys590) mit einem Glutaminsdure-Rest aus Helix 4 (Glu440), welche zum Teil fiir
die konstitutive Aktivitdt des Rezeptors verantwortlich gemacht wird, die Interaktion mit einem Co-
Regulator®®. So ist es nicht verwunderlich, dass bisher keine direkte Interaktion der LBD mit einem der
klassischen Co-Aktivatoren wie SRC-1, -2 und -3, PGC-1a und CBP gezeigt werden konnte?**3*!344345,
Allerdings konnte eine hydrophobe Furche zwischen Helix 11 und 12 als potenzielle Co-Regulator-
Bindestelle ausfindig gemacht werden, die zwei Peptidsequenzen der Co-Repressoren SMRT und
NCoR1 bindet (Abbildung 14b)****. Auflerdem ist die SUMO-E3-Ligase PIASy als starker Co-Repres-
sor der Nurrl-Transaktivierung beschrieben, wobei der Mechanismus bisher ungeklart ist*. Diese
Erkenntnisse deuten bereits darauf hin, dass sich die Regulationsmechanismen und das Co-Regulator-
Netzwerk bei den NR4A-Rezeptoren von klassischen nukledren Rezeptoren unterscheiden’***'. Um
hier detailliertere Einblicke zu ermdglichen, aber auch das therapeutische Potenzial des neuroprotekti-
ven Transkriptionsfaktors Nurrl besser untersuchen zu kdnnen, fehlt es allerdings an selektiven Modu-
latoren, die durch direkte Interaktion mit der LBD die intrinsische Aktivitdt des Rezeptors zum einen

hemmen, aber auch weiter steigern kénnen.

1.4.1 Physiologische Funktion und therapeutisches Potenzial von Nurr1

Nurrl wird hauptsachlich im ZNS exprimiert, mit besonderer Haufigkeit in mesenzephalen dopaminer-
gen Neuronen der Area tegmentalis ventralis, der Substantia nigra pars compacta sowie in den para-
ventrikuldren Thalamuskernen®”**~**. Als wichtiger Regulator bei der Entwicklung und Erhaltung
dopaminerger Neuronen wird Nurrl im Mittelhirn vom frithen pranatalen Stadium bis zum Erwachse-
nenalter exprimiert”>***. Auch in Astrozyten und Mikroglia sowie in weiteren Zellen des Immunsystems
wie Makrophagen wird Nurrl zum Teil konstitutiv exprimiert, aber auch induziert, um antientziind-
liche Effekte auszuiiben®?*>**. Auflerdem kann Nurrl in glatten Muskelzellen und Endothelzellen
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induziert werden und zeigt zusammen mit Nur77 positive Effekte bei Atherosklerose, indem die Prolife-
ration und Entziindungsreaktion glatter Muskelzellen reduziert und die Bildung von Geféfilasionen ge-
hemmt wird***”". In der Leber wird Nurrl iiber cAMP induziert und ist zusammen mit den anderen
NR4A-Rezeptoren an der Glukose-Verwertung sowie der Homoostase im Cholesterin- und Fettsdure-
stoffwechsel beteiligt”*>*®. Daher wird Nurrl als ein potenzieller Faktor bei metabolischen
Erkrankungen®, der entziindlichen Arthritis®’, der Aufmerksambkeitsdefizit-Hyperaktivitatsstorung’®
und bei verschiedenen Krebserkrankungen®” angesehen. Eine besonders wichtige Rolle wird Nurrl aber
vor allem bei der Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson, Alzheimer und

Multipler Sklerose zugeschrieben'®2%*¢'%,

Deutlich wird dies nicht zuletzt durch die von Nurrl regulierten Gene (Abbildung 15), die wesentliche
Faktoren der Dopamin-Neurotransmission und -Homdostase sind, wie Tyrosinhydroxylase (TH), Do-
pamintransporter (DAT), vesikuldrer Monoamintransporter 2 (VMAT2, SLC18A2) und DOPA-Decar-
boxylase (DDC)*****% In dopaminergen Neuronen wurden weitere Zielgene entdeckt, darunter das
Delta-like-Protein 1 (DLK1), die Protein-Tyrosin-Phosphatase vom Rezeptor-Typ U (PTPRU) und das
Kelch-like-Protein 1 (KLHL1), die an neuronalen Prozessen wie axonalem Wachstum und terminaler
Differenzierung beteiligt sind**. Auflerdem die Rezeptor-Tyrosinkinase Ret, welche fiir die Signaltrans-
duktion neurotropher Faktoren wie GDNF entscheidend und somit an der Erhaltung dopaminerger
Neurone beteiligt ist’”. Als Nurrl-reguliert sind weiterhin der Rezeptor Neuropilin-1°%, die GTP-
Cyclohydrolase®®, das vasoaktive intestinale Peptid (VIP)*, und die Topoisomerase IIf*"' zu nennen.
Auch durch die Regulation der Expression mitochondrialer Gene wie der Superoxid-Dismutase 1
. (SOD1) und des mitochondrialen

@ /\ Elongationsfaktors Ts (TSFM) sowie

wichtiger Gene fir die oxidative
Phosphorylierung wie der Cy-
tochrom-c-Oxidase 5B (COX5f)

scheint Nurrl in Neuronen essentiell

TH, VMAT2, DAT & DDC fur dle Aufrechterhaltung der

/__’ Neurotrasmission

Atmungskette zu sein und vor oxida-
372

tivem Stress zu schiitzen®”?. Dartiber

/_, Cudaygsy)

SOD1, TSFM, COXS5B

Oxidativerl
Stress

hinaus wurden in Osteoblasten Os-

teopontin und Osteocalcin als Ziel-

Dopaminerges Neuron . . .
gene identifiziert, was auf eine Rolle

Abbildung 15: Molekulare Funktionen von Nurrl in dopaminergen Neuronen. ~ von Nurrl bei der Regulierung der

Knochenhomoostase hindeutet®”*%"4,

Die wichtige regulatorische Funktion von Nurrl bei der Entwicklung dopaminerger Neuronen wurde
in ersten Knockout-Studien Ende der 1990er Jahre deutlich®**”. Homozygoten Nurrl-Knockout-
Maiusen fehlte ginzlich die Fahigkeit ventrale mesenzephale dopaminerge Neuronen auszubilden®**”.
Auflerdem war eine verdnderte Genexpression im dorsalen motorischen Nukleus des Hirnstamms zu
erkennen, sodass es zu Atemstorungen und auffallender Hypoaktivitit der Tiere kam, welche innerhalb
von zwei Tagen nach der Geburt starben'®****¢7*>¥¢ Somit miissen Untersuchungen zur Rolle von
Nurrl in verschiedenen Erkrankungen auf komplexere Modelle mit konditionalem, gewebespezifischen
Knockout’”™”, heterozygote Knockout-Tiere’”” oder Knockdown-Methoden in spiteren Entwick-

lungsstadien zuriickgreifen®***'. So zeigte die Deletion von Nurrl in adulten dopaminergen Neuronen
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eine fortschreitende Pathologie mit Verringerung der Marker dopaminerger Neuronen im ventralen
Mittelhirn und Striatum, reduziertem striatalen Dopamin und einem beeintrachtigten motorischen
Verhalten, was frithe Merkmale des Phinotyps von PD widerspiegelt'**”%. Die herausragende Bedeutung
des Rezeptors fiir die pranatale Entwicklung, aber auch adulte Erhaltung von dopaminergen Neuronen
brachte den Funktionsverlust von Nurrl schon frith mit der Pathogenese von PD in Verbindung und

forderte das Interesse an Nurr1 als potenzieller Zielstruktur fiir die Behandlung von PD"**72,

Auch genetische Assoziationen und post-mortem Analysen von PD-Patienten sowie zahlreiche Studien
zu Nurrl in PD-Modellen in vitro und in vivo untermauern die Rolle des Rezeptors bei PD zusitzlich.
Einige Fille von familidrer PD weisen Punktmutationen (single nucleotide polymorphisms, SNPs) im
Nurrl-Gen auf'®” und vor allem der Polymorphismus rs35479735 im Intron 6, welcher das Spleifien
beeinflussen kann, korreliert stark mit einem erhéhten Risiko fiir sporadische und familidre PD**. In
Gehirnen von PD-Patienten zeigte sich auflerdem eine signifikante Abnahme der Nurrl-Expression in
nigralen Neuronen mit a-Synuclein-Einschliissen, was mit dem Verlust von TH*-Neuronen korre-

lierte®®

. Eine Tatsache, die vergleichbar in nigralen dopamingergen Neuronen von Ratten mit erhohtem
a-Synuclein-Spiegel”” und in Méusen des 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP)-
Modells*®* durch verminderte Nurrl-Konzentrationen nachgewiesen wurde. Im Gegensatz dazu
schiitzte die Uberexpression von Nurrl dopaminerge Neuronen vor verschiedenen toxischen Einfliissen
in vitro und in vivo, was sich auch in einer verstirkten Expression neuroprotektiver Gene, verbessertem
Uberleben der Neuronen und reduzierter Neuroinflammation zeigte®”*’>**-3%_ Obwohl die Ursachen
der meisten Formen von PD nach wie vor nur unzureichend geklért sind, wird die Krankheit im
Allgemeinen mit einer Entziindungskomponente in
Verbindung gebracht, die sich u. a. durch aktivierte ;
Mikroglia und erhohte Konzentrationen an Entziin-  /sume -\
dungsmediatoren im Serum oder Liquor manifes-
tiert und die Progression der Erkrankung beein-
flusst™*¥. Auch an diesem Aspekt von PD ist Nurrl

beteiligt, da der Rezeptor in Mikroglia und Astro-

Proinflammatorische Gene

= TNFa, IL-1B, INOS, etc.
NFB RE

Entzﬁndungsgenen durch Stabﬂisjerung des Abbildung 16: Modell der Nurrl/CoREST-vermittelten
CoREST-Co-Repressor-Komplexes wirkt (Abbil- Transrepression proinflammatorischer Gene iiber NFkB

zyten als negativer Regulator von NFxB-regulierten

dung 16) und dadurch die Expression von neuro- (P05/P0)

toxischen Mediatoren wie TNFa, IL-1B und iNOS in der Substantia nigra von mit Lipopolysacchariden
(LPS) behandelten Mausen begrenzte. Im Gegensatz dazu ist die Interaktion von Nurrl mit dem
Co-Aktivator Foxa2 in dopaminergen Neuronen des Mittelhirns zu sehen, welche die Nurrl-CoREST-

Interaktion abschwicht und die Expression von Genen des Dopamin-Phinotyps induziert™.

Erste Studien mit Nurrl-Liganden und -Modulatoren sowie Nurrl-RXR-Heterodimer-selektiven RXR-
Agonisten haben die Aktivierung des Rezeptors bereits vorlaufig als einen moglichen vielversprechen-
den Ansatz zur Behandlung von Neuroinflammation und PD in vitro und in vivo validiert. Sie lassen
sich bislang aufgrund mangelnder Potenz und Selektivitdt der Substanzen (siehe Kapitel 1.4.2) jedoch
nur begrenzt auf eine mogliche humane Anwendung iibertragen. Sowohl der Nurrl-Agonist
Amodiaquin (AQ, 19) als auch die potenziellen endogenen Liganden PGA1 (20), PGE1 (21) und
5,6-Dihydroxyindol (22) haben in vitro und in vivo Nurrl-abhidngige dopaminerge Gene (TH, VMAT?2,
DAT und DDC) induziert*”**7*" Auflerdem konnte AQ (19) in vitro die Expression von
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proinflammatorischen Zytokinen (IL-1p, IL-6, TNFa und iNOS) verringern®® und PGA1 (20) und
PGE1 (21) bewirkten neuroprotektive Effekte gegentiber LPS- und MPTP-Stimulation®. Dariiber hin-
aus zeigten AQ (19) und SA00025 (23) neuroprotektive Wirkungen und verbesserte Symptomatik im
6-OHDA-induzierten Parkinson-Modell in Ratten’®*' und die Prostaglandine Al (20) und E1 (21)
konnten die motorischen Defizite bei MPTP-behandelten Mdusen mildern®”. Obwohl diese Unter-
suchungen auf ein grofles therapeutisches Potenzial fiir Nurrl-Agonisten bei PD hindeuten, fehlt es an
potenten und selektiven Nurrl-Liganden, um dieses Konzept zu validieren. Denn die wenigen bis-
herigen Studien haben nur geringe Aussagekraft, die neben der geringen Potenz der Substanzen zum
einen der Verwendung von endogenen Liganden (20-22) geschuldet ist, die bekannt sind fiir ihre
pleiotropen Effekte, und zum anderen der mangelnden Selektivitdt des synthetischen Agonisten AQ (19)
sowie dem ungekldrten Mechanismus der Nurrl-Aktivierung durch SA00025 (23).

Auch bei der Pathogenese der Alzheimer-Demenz (AD) scheint Nurrl eine Rolle zu spielen®. Post-mor-
tem Analysen von AD-Patienten zeigten eine signifikante Abnahme der Nurrl-Expression in Neuronen
der Substantia nigra, welche Ablagerungen von Neurofibrillen aufwiesen, was analog zu PD mit dem
Verlust von TH*-Neuronen korrelierte®. In Ubereinstimmung damit waren in einem transgenen
Mausmodell mit mutiertem humanen Amyloid-Vorlauferprotein (APP), welches den frithen Gedécht-
nisverlust der AD simuliert, die Nurrl-mRNA-Spiegel im Hippocampus reduziert***”. Eine weitere
Studie untersuchte die Nurrl-Expression im zeitlichen Verlauf der Erkrankung von 5XFAD-Maiusen
und zeigte, dass es in frithen Stadien zu einer verstarkten Expression von Nurrl bei AB-Akkumulationen
im frontalen Kortex und Subiculum kommt, und erst in spateren Stadien ein Verlust Nurrl-exprimie-
render Zellen zu erkennen ist*. Zwei in vitro Modelle zeigten allerdings auch herunterregulierte Nurrl-
Protein- und mRNA-Spiegel in priméren Rattenneuronen und in einer humanen neuronal differenzier-
ten mesenchymalen Zelllinie, die jeweils mit B- Amyloid (Ap42) behandelt wurden®®. All diese Beobach-
tungen legen nahe, dass die Nurrl-Expression im Zusammenhang mit AD beeintrichtigt ist, lassen je-
doch keine direkte Aussage zur Kausalitdt zu. Moon et al. konnten als erste im Jahr 2019 zeigen, dass ein
Nurrl-Knockdown im Subiculum von 5XFAD-Mausen die Symptome der AD verstirkte, wiahrend eine
Nurrl-Uberexpression sowie die Aktivierung mit dem Agonisten AQ (19) zu einer Verbesserung der
AD-Pathologie fithrte, indem es zu verringerten Ap-Akkumulationen, reduzierter Neurodegeneration

und verbesserten kognitiven Funktionen kam®*°

. Auflerdem sind die allgemein neuroprotektiven und
antientziindlichen Wirkungen von Nurrl im Zusammenhang mit der AD von Bedeutung und lassen
vermuten, dass eine Aktivierung des Rezeptors vorteilhaft wire. Dennoch basieren die Studien, die ein
therapeutisches Potenzial der Nurrl-Modulation zur Behandlung der AD andeuten, iiberwiegend auf
Knockout- und Uberexpressions-Experimenten, wihrend die pharmakologische Regulation des Rezep-

tors aufgrund fehlender potenter und selektiver Liganden nur unzureichend untersucht ist®.

Im Kontext der neurologischen Autoimmunerkrankung MS ist die Evidenz zur Beteiligung von Nurrl
zum Teil kontrovers. Sieben von acht Untersuchungen zur Genexpression von Nurrl in verschiedenen
Blutkompartimenten (Vollblut, mononukledre Zellen des peripheren Blutes, CD14*-Monozyten und
CD4*-T-Zellen) von Patienten mit schubférmig remittierender MS zeigten eine reduzierte Nurrl-

Expression im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen®®

. Diese Beobachtungen sind insofern gut nach-
vollziehbar, als iiberschieflende Entziindungsreaktionen charakteristisch fiir die Erkrankung sind, und
die antientziindliche Rolle von Nurrl méglicherweise unterdriickt wird***. Eine Studie, die zusitzlich
auch Patienten mit sekundir progressiver MS einschloss, stellte hingegen eine erhohte Expression von

Nurrl in CD3*-T-Zellen fest*>**. Ahnlich verhalten sich die Ergebnisse im EAE-Maus-Modell, bei
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denen drei von vier Studien eine protektive Wirkung von Nurrl verzeichneten’®. So zeigten hetero-
zygote Nurrl-Knockout-Mause einen fritheren Krankheitsbeginn der EAE mit vermehrter Infiltration
von Entziindungszellen im Riickenmark”®. Eine préiventive Behandlung mit dem Nurrl-Aktivator
IP7e (24) fithrte zu protektiven Effekten bei EAE-Mausen und reduzierte die Infiltration von T-Zellen
und Makrophagen ins Riickenmark, indem die NFkB-vermittelte Entziindung unterdriickt wurde®”.
Eine therapeutische Behandlung mit IP7e (24) nach der Induktion von EAE zeigte jedoch keine
Effekte®”’”. Auch eine Uberexpression von Nurrl in dendritischen Zellen des Knochenmarks, die EAE-
Maiusen systemisch appliziert wurden, war in der Lage, die Progression der EAE durch vermehrte
Differenzierung von Tre,-Zellen und damit verminderte Neuroinflammation zu verlangsamen®®. Im
Gegensatz dazu fiihrte ein systemischer Knockdown von Nurrl in Mdusen zu einer verringerten EAE-
Symptomatik, was auf einen Einfluss von Nurrl bei der Th17-Differenzierung zuriickgefiihrt wurde,
indem es zu Verdnderungen in der IL-21- und IL23R-Expression kam®'. Insgesamt deuten auch die
Untersuchungen zur Rolle von Nurrl bei MS darauf hin, dass eine Aktivierung des Rezeptors von Nut-
zen sein konnte. Weitere Studien sind aber dringend notwendig, um Nurrl als potenzielle Zielstruktur

zur Behandlung der Multiplen Sklerose zu validieren.

1.4.2 Bekannte Nurr1-Liganden

17,338

Obwohl Nurrl lange als ligandenunabhingiger Transkriptionsfaktor galt und die kanonische
Ligandenbindestelle nukledrer Rezeptoren nicht aufweist, wurden einige niedermolekulare Verbindun-
gen identifiziert, die in der Lage sind, die Aktivitdt von Nurrl direkt zu regulieren. Strukturanalysen,
mechanistische Untersuchungen, Hinweise auf endogene Liganden und einige Tiermodelle legen
auflerdem nahe, dass Nurrl ein vielversprechendes Target zur Behandlung neurodegenerativer Erkran-
kungen darstellt. Die verfiigbaren direkten Nurrl-Modulatoren sind jedoch bei Weitem unzureichend,

um als chemische Tools eine Validierung des therapeutischen Potenzials von Nurrl zu erméglichen.
Im Jahr 2015 wurden die alten Antimalaria- OH ( (
mittel* Amodiaquin (AQ, 19) und Chloro- /©/\/N J\/\/N
HN ~ HN ~
N N

quin (CQ, 25) als erste direkte Liganden der
Nurrl-LBD beschrieben (Abbildung 17)**. /@\)j /@\)j
Cl N/ Cl N/

Sie sind zusammen mit dem nichtsteroida-

len Antirheumatikum (NSAR) Glafenin aus Amodiaquin (19) Chloroquin (25)

einem Arzneistoffscreening hervorgegan_ Abbildung 17: Synthetische Nurrl Agonisten AQ und CQ.

gen, in dem die Aktivitit des Nurrl-Volllingenrezeptors an einem Reporterkonstrukt, welches vier
Wiederholungen des NBRE-Response-Elements enthielt, in einer humanen Neuroblastom-Zelllinie
(SK-N-BE(2)C) bestimmt wurde®®. AQ (19) und CQ (25) aktivierten das Monomer-Response-Element
ungefahr 3-fach, wiahrend Glafenin einen schwicheren Effekt zeigte (1,5-fach) und nicht weiter unter-
sucht wurde®®
Nurrl-DBD oder -LBD enthielten, deuteten an, dass die Aktivitit auf eine direkte Interaktion mit der
Nurrl-LBD zuriickzufiithren ist’™®. Hier zeigten AQ (19) und CQ (25) 15- bzw. 10-fache Aktivierungen
mit ECsp Werten von etwa 20 uM und 50 uM>®. Basierend auf 2D 'H-"’N-Heteronuclear Single Quantum

Coherence(HSQC)-NMR-Daten konnte die Bindestelle im Nurrl-Protein naher lokalisiert und durch

389

. Versuche an zwei unterschiedlichen Gal4-Nurrl-Hybrid-Konstrukten, die entweder die

Mutations-Studien untermauert werden®”. Die durch AQ-Bindung beeinflussten Aminosduren befin-
den sich vor allem im unteren Teil der Helix 3 (Aminosauren 402-409) und im Bereich von Helix 6 und
der B-Faltblatt-Struktur, vereinzelt aber auch in Helix 11 und 12 (siehe Abbildung 22a)**. Fraglich bleibt

jedoch, ob es sich bei dieser Bindestelle um eine Tasche nahe der orthosterischen Bindestelle nukledrer
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Rezeptoren im unteren Drittel der LBD und innerhalb der LBD handelt*”, oder ob die Bindungsstelle
an der Oberfliche der LBD lokalisiert ist’®, wie es beim verwandten Rezeptor Nur77 mehrfach beobach-
tet wurde (siehe Abbildung 22¢)***"**, Bislang gibt es jedoch keine Co-Kristallstruktur der Nurrl-LBD
im Komplex mit AQ (19) oder CQ (25), sodass der eindeutige Bindemodus dieser Substanzklasse nicht
bekannt ist. Die Bedeutung der beiden Substanzen zur Prophylaxe und Behandlung von Malaria ist

3 Dennoch

heute aufgrund von Erregerresistenzen und schlechtem Nutzen-Risiko-Verhiltnis gering
findet vor allem CQ (25) aktuell Einsatz bei rheumatischen Erkrankungen wie dem Systemischen Lupus
Erythematodes, aber auch Wirkungen bei weiteren Infektionskrankheiten sind bekannt **>**. Neben der
geringen Potenz an Nurrl im zweistelligen mikromolaren Bereich erschweren jedoch mangelnde Selek-
tivitdt, zahlreiche unspezifische Effekte sowie Wirkungen auf andere Proteine und Signalwege****>-*%
und z. T. schwere Nebenwirkungen in vivo****°*?* den Einsatz als Modell-Substanzen fiir Nurrl.
Zusitzlich ist ihr Einsatz in zellfreien fluoreszenzbasierten Testsystemen aufgrund der ungiinstigen

photophysikalischen Eigenschaften kritisch zu beurteilen*'*

Erste Hinweise auf potenzielle

endogene Nurrl-Liganden lieferte m\ﬂ/ m&

ein massenspektrometrischer Meta- DHA (26)

bolomik-Ansatz, bei dem Interakti- DHI ( 22)

onen verschiedener ungesittigter \\/\/\)J\ \\/\/\)J\
OH OH

Fettsauren und Prostaglandine aus
dem Gewebe von Miuse-Gehirnen PGA1 (20)
mit der rekombinanten Nurrl-LBD

PGE1 (21)

HO

untersucht wurden’. Daraus Abbildung 18: Potenzielle endogene Nurrl-Liganden. Der jeweilige Ankniipfungs-
konnte die ungesittigte Fettsaure punkt beieiner kovalenten Bindung an Cys556 der Nurr1-LBD ist mit einem Pfeil
Docosahexaensiure (DHA, 26) als markiert.

direkter Nurrl-Ligand bestitigt werden (Abbildung 18)**°. Zwei Volllingen-Reportergenassays unter
Verwendung eines NBRE-Reporterkonstrukts in HEK293T-Zellen und dopaminergen MN9D-Maus-
Zellen zeigten eine dosisabhédngige Unterdriickung der Nurrl-Aktivitit um ~ 25 % bei 50 uM DHA
(26)**. NMR-basierte Strukturanalysen lokalisierten die Bindestelle fiir DHA (26) innerhalb der LBD,
potenziell iiberlappend mit der AQ-Bindestelle, dort wo die kanonische Bindetasche zu erwarten ist**.
Hier sind vor allem Aminosduren der Helices 3 und 11 an der Interaktion beteiligt, aber auch Konfor-
mationsinderungen durch Interaktion mit Helix 5, 7 und 12 sind zu erkennen (Abbildung 22a)**.
Orthogonal bestatigt wurde die Nurrl-DHA-Bindung durch verstarkte Rekrutierung des PIASy Co-
Regulator-Peptides in einem zellfreien TR-FRET-Assay-System*®**"°. Auflerdem konnte direkte Bin-
dung der ungesittigten Fettsiuren Arachidonsiure, Linolsidure und Olsdure in gleicher Weise iiber
NMR-Strukturanalyse gezeigt werden und deren Titration in einem Tryptophan-Fluoreszenz-
Bindungsassay deutete Kp-Werte zwischen 50 und 100 uM an*'°. Weitere Strukturanalysen durch NMR-
Experimente, Wasserstoff-Deuterium-Austausch-Massenspektrometrie und molekulardynamische
Simulationen legen nahe, dass die mutmafiliche kanonische Ligandenbindungstasche in der Lage ist ihre
Konformation derart zu erweitern, dass die Bindung ungesittigter Fettsauren ermdglicht wird*'**7. Im
Falle von DHA (26), welche ein molekulares Volumen von 355 A aufweist*'®, miisste sich die blockierte
Nurrl-Bindetasche mit einem Volumen von 30 A? in apo-Form (PDB: 10VL) um mehr als das 10-fache
ausdehnen, was Simulationen mit einem Volumen von bis zu ~ 500 A®> der Nurrl-Bindetasche

bestatigen'”*¢47,
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dine Al (20) und E1 (21) als aktivierende natiir- _NH
liche Nurrl-Liganden beschreiben (Abbildung -
18)*¥. PGA1 (20) und PGEl (21) aktivierten

Nurrl in zwei verschiedenen Reportergenassays,

einem Gal4-Nurrl- und einem NBRE-Nurrl-
Volllingenassay, durchgefiihrt in humanen
Neuroblastom Zellen (SK-N-BE(2)C) und zwei
verschiedenen dopaminergen Zelllinien aus

Maus (MN9D) und Ratte (N27-A) mit ECs,-Wer- lle58s

Dem gegeniiber stehen die Untersuchungen von

Rajan et al. aus dem Jahr 2020, die die Prostaglan-

Thrs67

% Cysb66
S

Leu570

Leu591

le573

Leu44a
Phe592

Phe443
ten von ~ 5 uM und ~ 3 uM*¥. Die Aktivierungs- Abbildung 19: Zweidimensionale Darstellung der kovalenten

effizienz lag dabei je nach Zelllinie und Assay- Koordination von PGA1 (20) an die Nurrl- LBD (PDB: 5Y413%).
Gezeigt ist der lipophile Tunnel (griin) und der polare Bereich

Format im Bereich von ca. 6- bis 12-facher Akti- (violett) im oberen Teil mit grofler Liosemittelexposition, mit
vierung fiir PGA1 (20) und 10- bis 25-facher Ak-  basischen (blaw) und sauren Seitenketten (rot).

tivierung fiir PGE1 (21)*Y. Fiir letzteres ist jedoch eine Beteiligung des G-Protein-gekoppelten Prostag-
landin-E2-Rezeptors (EP2) an den Nurrl aktivierenden Effekten nachgewiesen worden®. Beide
Prostaglandine binden dabei in eine nicht-kanonische Bindetasche mit hoher Losemittelexposition zwi-
schen den Helices 4/5, 11 und 12 der Nurrl-LBD, dhnlich wie bereits bei Nur77 beobachtet (Abbildung
22b, ¢)*"**". Die Co-Kristallstruktur der Nurrl-LBD im Komplex mit PGA1 (PDB: 5Y41)*” zeigt, dass
PGA1 (20) kovalent an Cys566 in Form eines Michael-Addukts gebunden vorliegt und eine Auswiérts-
verschiebung der Helix 12 von 21° induziert. Die hydrophobe Seitenkette ragt tief in den entstandenen
hydrophoben Tunnel, der aus den Aminosdure-Resten von Phe443, Leu444 (Helix 4/5), Leu570, 1le573
(Helix 11), I1e588, Leu591 und Phe592 (Helix 12) gebildet wird (Abbildung 19). Die Carbonsdure-Kette
scheint flexibler zu sein, wenn man die beiden Monomere der asymmetrischen Einheit miteinander ver-
gleicht, und wird tiber Wasserstoffbriickenbindungen mit Arg515 und His516 (Helix 8-9 Loop) sowie
mit einem Wassermolekiil iber Arg563 (Helix 11) stabilisiert (Komplex B). Die Hydroxygruppe der
Seitenkette bildet Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Backbone von Glu440 und Leu444 (Helix 4/5)
aus. Bei PGE1 (21) hingegen fiithrten die Kristallisationsbedingungen im sauren Bereich (pH 5,5) zur
Konversion in das entsprechende Anhydrid PGA1 (20). Zusitzlich steht eine vergleichbare Co-Kristall-
struktur der Nurrl-LBD im Komplex mit PGA2 (PDB: 5YD6)** der gleichen Autoren zur Verfiigung*'.

Ein weiterer potenzieller endogener Nurrl-Ligand ist der Dopamin-Metabolit 5,6-Dihydroxyindol
(DHI, 22, Abbildung 18), welcher ebenfalls kovalent gebunden an Cys566 vorliegt (vgl. Abbildung 22b)
und vermutlich aus der reversiblen Reaktion des Thiolats (Cys566) mit dem auto-oxidierten 5,6-Indol-

chinon hervorgegangen ist™

. Die Auswirtsbewegung von Helix 12 fallt mit etwa 10° geringer aus als bei
der Bindung der Prostaglandine an Nurrl und erméglicht so die Ausbildung einer tiberwiegend hydro-
philen Bindetasche in der gleichen nicht-kanonischen Region zwischen den Helices 4/5, 11 und 12°%.
Zusitzlich zur kovalenten Bindung wird DHI (22) durch eine Wasserstoftbriickenbindung mit der
Glu445-Seitenkette (Helix 4/5), Kation-n-Wechselwirkungen mit Arg515 (Helix 8-9 Loop) und Arg563
(Helix 11) sowie schwache Interaktionen der beiden Hydroxygruppen des Liganden mit dem Guanidin-
Rest von Arg515 stabilisiert (Abbildung 20). Mittels Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie
(SPR) wurden Interaktionen mit dem Liganden ab einer Konzentration von 0,25 uM nachgewiesen und
Konzentrationen im niedrigen mikromolaren Bereich (2,5 uM) zeigten bereits eine gesittigte Bin-

dung™. In vitro stimulierte DHI (22) die Nurrl-Aktivitit in einem Gal4-Nurrl-Hybrid-Reportergen-
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Arg515 <N, assay in humanen Choriokarzinom-JGE3-Zellen nur um

HN‘& das 1,6-fache bei 100 uM**. Ein ECsp-Wert konnte auf-
NH,

His516

grund von Toxizitit nicht bestimmt werden®. Zusétzlich

HO ® 0
e O/k)s, Clu445  orschweren die reaktiven Eigenschaften von DHI (22) wie

Ho—(/ 1\

NH die Neigung zur Auto-Oxidation und Polymerisation den

— _} Cys566 Einsatz als Nurrl-Modell-Substanz*®**%, Weiterfithrende

HoN A 5 Untersuchungen zu 5,6-substituierten Indolen brachten
\Hf ThiS9S  Seraat das 5-Chloroindol mit verbesserten Eigenschaften und

¥ Args63 reduzierter Toxizitit hervor*?. Seine Nurrl-Bindungs-

Abbildung 20: Zweidimensionale Darstellung der
kovalenten Bindung von DHI (22) an die Nurrl-LBD
(PDB: 6DDA’*). Kation-m Interaktionen mit den PhOreSiSa MST) mit einem Kp-Wert von 15,0 + 1,2 uM be-
basischen Seitenketten (blau) von Arg515 und Arg563  stimmt*?2. In zwei verschiedenen Nurrl-Reportergen—

und eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem sauren . .
assays (Gal4-Nurrl und NBRE-Nurrl-Vollinge) zeigte
(rot) Glu445 Rest stabilisieren die Bindung von DHI in ¥ ( 8 ) 8

der polaren Bindestelle (violett) zusétzlich. 5-Chloroindol eine ca. 2-fache Aktivierung bei 10 uM in

affinitdt wurde iiber Thermophorese (microscale thermo-

#2 Computersimulationen deuten darauf hin, dass nicht-kovalente

dopaminergen MN9D-Maus-Zellen
Bindung in der gleichen Ligandenbindetasche mdglich ist und durch eine zusitzliche Halogenbindung
mit His516 stabilisiert werden kann*?. Die Untersuchungen zu DHI (22) und davon abgeleiteten

Derivaten als Nurrl-Liganden sind erst im Laufe dieser Arbeit veroffentlicht worden.

Die physiologische Relevanz der beschriebenen potenziellen endogenen Nurrl-Liganden (Abbildung
18) ist zundchst fraglich, da alle genannten Studien eine Modulation der Rezeptoraktivitit erst im uM-
Bereich zeigen*®****°. Dies gilt allerdings auch fiir andere bekannte endogene Liganden nukleérer Re-
zeptoren wie 15d-PGJ; (9, PPARYy), Oxysterol (LXRa) und DHA (26, RXR), die ihre Rezeptoren in ver-
gleichbaren Reportergenassays im uM-Konzentrationsbereich aktivierten*>****** Auch die Kp-Werte
von DHA (26) fiir Nurrl und RXRa sind mit 30 pM und 33 pM nahezu identisch®*. Im murinen und
menschlichen Gehirn konnten gréfiere Mengen der ungesittigten Fettsdaure DHA (26) nachgewiesen

425 Auch wenn Neuronen

werden und deren Akkumulation ist wichtig fiir die Entwicklung des Gehirns
selbst nicht in der Lage sind, essenzielle Fettsduren zu produzieren, konnte gezeigt werden, dass Astro-
zyten DHA (26) und Arachidonsdure aus Vorstufen herstellen und freisetzen konnen und diese dann
den Neuronen zur Verfiigung stehen*. Somit ist eine physiologische Funktion der DHA-Bindung von
Nurrl denkbar’*. Die Prostaglandine PGA1 (20) und PGE1 (21) sind Lipidmediatoren mit einer reak-
tiven Cyclopentenon-Struktur, die sich vor allem durch antientziindliche Eigenschaften auszeichnen*”.
Als kovalente Liganden konnten sie einen mechanistischen Vorteil haben, sodass auch geringere Kon-
zentrationen ausreichen, um durch akkumulierte aktivierende Protein-Modifikationen eine verldngerte
Wirkung zu erzielen*®. Im Striatum und Mesencephalon von Mausen sind mit 15-70 nM nennenswerte
Konzentrationen in den betreffenden Hirnarealen beobachtet worden, sodass die PGA1-vermittelte
Aktivierung von Nurrl physiologische Relevanz bei den neuroprotektiven Effekten dieser Lipidmedia-
toren haben konnte*”*****'. Gerade Untersuchungen von ungesittigten Fettsiuren und deren Stoff-
wechsel-Produkten sind im zelluldren System jedoch kritisch zu betrachten, da sie unter anderem als
essenzieller Bestandteil der Zellmembran von den Zellen anderweitig verstoffwechselt und verwendet

werden konnen und somit potenziell nicht mehr intrazelluldr als Liganden zur Verfiigung stehen***.

Reaktive Dopamin-Chinone wie DHI (22) entstehen unter anderem aus zytoplasmatischem Dopamin
unter Bedingungen von oxidativem Stress als Folge von dysreguliertem Dopamin-Metabolismus im

Zusammenhang mit dem Krankheitsgeschehen von Parkinson*’**. Dabei konnten im Zytoplasma
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Dopamin-Konzentrationen im hohen nanomolaren bis mikromolaren Bereich nachgewiesen wer-
den****, Dass die kovalente Proteinmodifikation von Nurrl durch den auto-oxidierten Dopamin-
Metaboliten DHI (22) zu einem stimulierenden Effekt fiihrt, ist jedoch ungewohnlich und spricht fiir
die neuroprotektive Wirkung des Rezeptors, da diese Modifikationen die normale Funktion von
Parkinson-assoziierten Proteinen wie SOD2, TH, DAT, a-Synuclein und Parkin beeintrichtigen und

Proteinakkumulationen fordern konnen***-443,

Zusitzlich zu diesen wenigen orthogonal validierten direkten Nurrl- N X OH
C|—< >—<

Modulatoren sind weitere Substanzen beschrieben, wie bspw. NN~

SA00025 (23) und IP7e (24, Abbildung 21), die die Nurrl-Aktivitat

beeinflussen, fiir die eine Bestdtigung der direkten Bindung an die

SA00025 (23)

LBD aber fehlt ***°. Eine weitere Moglichkeit, die neuroprotektiven
Effekte von Nurrl zu aktivieren, besteht iber RXR-Agonisten, die
selektiv das permissive RXR-Nurrl-Heterodimer aktivieren konnen.
Hier konnten bereits mehrere vielversprechende Kandidaten . . dung 21: Weitere Nurrl-
entwickelt werden, welche zum Teil schon erfolgreich in Tier-  Modulatoren

modellen untersucht wurden (zusammengefasst in ).

Nach aktuellem Stand der Forschung lassen sich zwei unterschiedliche Bindestellen in der Nurrl-LBD
vermuten, wovon jedoch nur die nicht-kanonische Bindestelle im Bereich von Helix 4/5, 11 und 12 iiber
Co-Kristallstrukturen mit drei verschiedenen kovalent gebundenen Liganden bestitigt ist (Abbildung
22a,b)******% Eine Co-Kristallstruktur eines in der mutmafllichen kanonischen Bindestelle gebundenen
Liganden, wie fir AQ (19) und ungesittigte Fettsiuren postuliert****>*46  fehlt derzeit, sodass
strukturbasiertes Liganden-Design noch nicht zielfithrend ist. Aulerdem bleibt neben der offenen Frage
verschiedener Bindestellen unklar, wie die Liganden auf die molekulare Funktion des Rezeptors
einwirken und welche Interaktionen fiir die Regulation der konstitutiven Aktivitit verantwortlich sind.
So erscheint eine Auswirtsbewegung der Helix 12, die eine weitere Aktivierung des Rezeptors
bewirkt*”**, widerspriichlich, wenn man den Vergleich zum klassischen Mechanismus der Aktivierung
von NRs durch Ligandbindung zieht’. Die Interaktion zwischen Glu440 und Lys590, welche die Helix 12
in jhrer auto-aktivierten Konformation stabilisiert, geht im Fall der PGA1(20)-Bindung verloren, wird
jedoch durch die Bindung von DHI (22) verstiarkt?*******4 Aufgrund der Schwierigkeiten, die diese
endogenen Liganden in zelluliren Testsystemen mit sich bringen, wie hohe Lipophilie und
Toxizitdt, sind bis heute die Antimalariamittel AQ (19) und CQ (25) trotz geringer Potenz und man-

gelnder Selektivitdt die einzigen validen Kontroll-Substanzen fiir Nurrl.

Eine weitere Herausforderung in der Entwicklung von Nurrl-Modulatoren stellt die Subtypen-Selekti-
vitat innerhalb der NR4A-Familie dar. Zwar betragt die Sequenz-Ahnlichkeit der Nurrl-LBD nur 66,4 %
im Vergleich zu Nur77 und 65,3 % gegeniiber NOR-1, was vergleichbar ist mit den PPAR-LBDs unter-
einander, aber der Bereich der mutmafllichen kanonischen Bindestelle ist hochkonserviert®"'¢>*%,
Dennoch ist nur in wenigen Fillen bei der Charakterisierung neuer Nurrl-Liganden untersucht worden,
ob ebenfalls eine Aktivitit an den verwandten Rezeptoren Nur77 und NOR-1 vorhanden ist?>*#644,
Gerade weil bekannt ist, dass sich die Aktivitit und Expression von Nurrl und Nur77 gegenseitig beein-

ﬂussen448—450

, sollten zukiinftig bei der Charakterisierung neuer NR4A-Liganden die anderen Subtypen
Beachtung finden**. Beispielsweise wurde fiir den Nur77-Liganden Cytosporon B**** und dessen
Derivat PDNPA® sowie fiir die potenziellen endogenen NR4A-Liganden PGA1 (20) und PGA2***!

bereits nachgewiesen, dass eine direkte Bindung bei zumindest zwei der drei NR4A-Rezeptoren zu
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beobachten ist*”*!. Daher wire es fiir eine gezielte Entwicklung von selektiven NR4A-Liganden von
groflem Vorteil, Co-Kristallstrukturen aller drei Subtypen mit méglichst dem gleichen Liganden zu
erhalten. Denn die ersten Erfolge der letzten Jahre mit ligandengebundenen Nurrl-Kristall-

strukturen?*”-39%:420

im Vergleich zu den zahlreicheren Nur77-Strukturen deuten darauf hin, dass die
besondere Art, Liganden auflerhalb der kanonischen Bindestelle zu binden, die Rezeptoren der NR4A-
Unterfamilie eint und auch fiir Nurrl und NOR-1 Ligandenbindestellen an der Oberfliche der LBD mit
grofler Losemittelexposition denkbar sind (Abbildung 22¢)***"**, Im Fall von NOR-1 ist es bislang je-

doch noch nicht, gelungen eine Kristallstruktur zu 16sen, weder in apo-Form noch ligandengebunden.

Abbildung 22: Ligandenbindung an die Nurr1-LBD. a) MutmafSliche Bindestelle von AQ (19, orange) und DHA (26, griin) in der
Nurr1-LBD verortet anhand von NMR-Bindungsstudien®®***% (apo, PDB: 10VL*®). b) Die Co-Kristallstruktur der Nurrl-LBD
in Komplex mit PGA1 (20, blau, PDB: 5Y41) zeigt eine kovalente Bindung an Cys566 in einer Bindetasche zwischen den Helices
4/5, 11 und 12, die durch eine Auswirtsbewegung der Helix 12 von 21° gebildet wurde. c) Ligandenbindungsstellen in der Nur77-
LBD zum Vergleich. Alle identifizierten Ligandenbindungsstellen befinden sich an der Proteinoberfliche. Cytosporon B (violett)
ist an der Dimerschnittstelle gebunden, THPN (petrol, PDB: 4]JGV*) bindet zwischen den Helices 5 und 7 und TMPA (PDB:
3V3Q") befindet sich an zwei Bindungsstellen, eine (orange), die der kovalenten Bindungsstelle hinter H12 (b) dhnelt, und eine
(blau) in einem Hohlraum zwischen den Helices 1, 5 und 8. Die Bindungsstellen wurden auf die Co-Kristallstruktur von Nur77
im Komplex mit dem Agonisten Cytosporon B (PDB: 6KZ5'?) in MOE2020.09 abgebildet.

Es gibt zahlreiche Erkenntnisse, die auf ein therapeutisches Potenzial von Nurr1 bei neurodegenerativen
Erkrankungen hindeuten, insbesondere bei AD und PD, aber auch bei MS. Nurr1 zeigt neuroprotektive
Effekte vor allem in dopaminergen Neuronen und kann auflerdem neuroinflammatorischen Prozessen
in Astrozyten und Gliazellen entgegenwirken. Der Nurrl-Knockout in Tiermodellen von PD, AD und
MS hat zu einer Verschlimmerung der Krankheit gefiihrt, wihrend die Uberexpression des Rezeptors
mehrere positive Effekte gezeigt hat. Doch aufler einigen wenigen Studien mit schwachen und nicht-
selektiven Nurrl-Modulatoren stammen die vielversprechenden Beobachtungen zu Nurrl als
potenziellem therapeutischem Target hauptsichlich aus Knockout- bzw. Uberexpressions-Studien. Um
die Nurrl-Modulation als neues therapeutisches Konzept zu validieren, mangelt es daher an geeigneten
chemischen Tools zur spezifischen pharmakologischen Kontrolle der Nurrl-Aktivitat. Die Entwicklung
von Nurrl-Modulatoren stellt jedoch eine grofie Herausforderung dar, da die strukturellen Kenntnisse
tiber die Ligandenbindungsstellen begrenzt sind und das Wissen iiber molekulare Mechanismen und
Interaktionspartner unvollstandig ist. Trotz der jiingsten Erkenntnisse zu einer direkten Interaktion der
Nurrl-LBD mit small molecules und der Entdeckung potenzieller endogener Liganden stehen noch
keine ausreichend potenten und selektiven synthetischen Nurrl-Agonisten und inversen Agonisten zur

Verfligung, um therapeutische Effekte der Nurrl-Modulation zuverldssig zu ermitteln.
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2. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels verschiedener pharmazeutisch-chemischer Techniken und
Strategien, neue chemische Tools fiir zwei wichtige nukleare Rezeptoren — PPAR und Nurrl - zu ent-
wickeln und mit deren Hilfe verbessertes mechanistisches Verstindnis tiber diese Transkriptions-
faktoren zu gewinnen. Wie zuvor dargestellt gehoren die PPARs zu den mit am besten erforschten
nukledren Rezeptoren, deren Liganden zum Teil bereits als Arzneistoffe zugelassen sind bzw. waren'.
Allerdings ergaben sich bei ihrer Anwendung vielfach Probleme, die u. a. auf den Wirkmechanismus
der vollen Rezeptoraktivierung durch orthosterische Agonisten zuriickzufithren sind'***. Eine weitere
Herausforderung auch bei hochselektiven und potenten Liganden ist die zeitlich definierte pharmako-
logische Kontrolle der Rezeptoraktivitit, welche aufgrund der verzogerten genomischen Effekte zum
Teil auch bei guten pharmakokinetischen Eigenschaften nicht erreicht wird>'*. Um das therapeutische
Potenzial der PPARSs besser ausschopfen zu konnen, bedarf es daher neuer tool compounds, die gezieltere

funktionelle Studien erméglichen, um daraus neue Konzepte der Rezeptormodulation abzuleiten.

Mit dem Ansatz der Photopharmakologie (siehe Kapitel 1.1) sollten in diesem Kontext neue PPAR-
Liganden entwickelt werden, die mit der Fahigkeit der reversiblen Aktivierung und Inaktivierung durch
Licht eine gezielte zeitliche und raumliche Kontrolle der Wirkung ermdglichen®*”. Dabei sollte auf
bekannte PPAR-Liganden zuriickgegriffen werden, die mit Hilfe computergestiitzten Designs zu
photoschaltbareren selektiven Agonisten optimiert werden sollten. Zusitzlich sollte ein neues Test-
system mit zeitlicher und rdumlicher Auflosung der Rezeptoraktivierung entwickelt werden, um das
Potenzial der neuen tool compounds in diesem Kontext zu demonstrieren. Die Ergebnisse der hieraus

entstandenen Publikationen*>** (Kapitel 16.1 und 16.2) sind in Kapitel 3.1 zusammengefasst.

Neben der Verwendung dezidierter chemischer Tools kann gerade auch die Kenntnis endogener
Liganden nukledrer Rezeptoren Aufschluss tiber den Nutzen und die Moglichkeiten ihrer pharmako-
logischen Modulation geben*’. Im Falle von PPARy wurden Vitamin-E-Metabolite als mogliche
natiirliche Liganden identifiziert. Deren molekularer Wirkmechanismus sollte daher umfassend
charakterisiert und deren Auswirkungen auf die Genexpression humaner Hepatozyten untersucht
werden. Die Ergebnisse dieser Studie sind in Kapitel 3.2 dargestellt und die zugehorige Publikation** ist

in Kapitel 16.3 zu finden.

Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Identifizierung, Entwicklung und Charakterisierung
neuer tool compounds fiir den neuroprotektiven Transkriptionsfaktor Nurrl. Wie in Kapitel 1.4.1 erldu-
tert wird diesem nukledren Rezeptor grofSes Potenzial als Target zur Behandlung neurodegenerativer
Erkrankungen wie PD, AD und MS zugeschrieben®. Eine umfassende Literaturrecherche (zusammen-
gefasst in Kapitel 1.4, nachzulesen in Kapitel 16.8) zeigte jedoch, dass sich bisherige Untersuchungen
vor allem auf Knockout-Studien und Uberexpressions-Experimente von Nurr1 in Tiermodellen stiitzen,
da es an validierten Nurrl-Liganden mangelt. Wie in Kapitel 1.4.2 dargelegt ist es in den letzten Jahren
gelungen potenzielle endogene Nurrl-Liganden zu identifizieren®®******% doch die zur Verfiigung ste-
henden synthetischen Liganden beschrankten sich zu Beginn dieser Arbeit auf lediglich zwei unselektive
und nur moderat potente Agonisten: die Antimalariawirkstoffe AQ (19) und CQ (25)****. Um den
molekularen Mechanismus von Nurrl-Liganden zu studieren und das Konzept einer pharmako-
logischen Nurrl-Modulation zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen validieren zu konnen,

fehlt es daher an potenten und selektiven synthetischen tool compounds. Es sollten deshalb verschiedene
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Strategien zur Identifikation und Entwicklung neuer Nurrl-Liganden verfolgt werden, um den

Strukturraum schnell und chemisch divers erweitern zu konnen.

Der erste Ansatz wurde inspiriert von den ersten ligandengebundenen Co-Kristallstrukturen der Nurrl-
LBD mit den Prostaglandinen A1*"” und A2**. Die potenziellen endogenen Liganden liegen darin an

einer ungewohnlichen Bindestelle nahe Helix 12 kovalent gebunden vor*”

. Der Hypothese folgend, dass
Arzneistoffe, die mit Prostaglandin-Bindungsstellen in anderen Proteinen, ndmlich den an ihrer
Biogenese beteiligten Enzymen, interagieren, aufgrund struktureller Ahnlichkeit auch an Nurrl binden
konnten, sollten nichtsteroidale Antirheumatika in einem ersten in vitro Screening auf ihre Nurrl-
modulatorische Aktivitit untersucht werden. Die identifizierten Nurrl-Modulatoren sollten anschlie-
end néher charakterisiert und ihr molekularer Einfluss auf die Interaktion mit Co-Regulatoren und
das Dimerisierungsverhalten von Nurrl analysiert werden. Die Ergebnisse der hieraus entstandenen

Publikation*** (Kapitel 16.4) sind in Kapitel 3.3 dargestellt.

Aus den strukturellen Gemeinsamkeiten der validierten Nurrl-Agonisten AQ (19) und CQ (25)** -
namlich vor allem dem in beiden Verbindungen enthaltenen 7-Chlorochinolin-4-amin - entstand der
zweite Ansatz, in dem Fragment-basiert neue Agonisten identifiziert, optimiert und charakterisiert
werden sollten. Anschlief3end sollten die so erhaltenen hinsichtlich ihrer Aktivitat an Nurrl optimierten
Fragmente tiber eine Rekombination mit bekannten Strukturmotiven weiterentwickelt werden. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Kapitel 3.4 dargestellt und die daraus hervorgegangene

Veréffentlichung® ist in Kapitel 16.5 nachzulesen.

Als dritter Ansatz wurde im Sinne eines Fragment-Screenings eine Substanzbibliothek von 480 Fragmen-
ten zugelassener Arzneistoffe auf seine Aktivitdit im zelluliren Nurrl-Testsystem untersucht, um
chemisch moglichst diverse Strukturmotive als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von neuen Nurrl-

Liganden zu erhalten**

. Die Verwendung dieser speziellen Substanzkollektion bot sich dabei fiir zwei
verschiedene Vorgehensweisen an, um potenzielle Treffer weiterzuentwickeln. Zum einen eigenen sich
die Arzneistoff-Fragmente aufgrund ihres geringen Molekulargewichts und ihrer vorteilhaften physiko-
chemischen Eigenschaften fiir einen klassisch medizinal-chemischen Ansatz, indem durch geeignete
Erweiterungen, dem sog. fragment-growing, und systematische Strukturoptimierung neue Liganden
generiert werden®”*®. Zum anderen bieten die zugehorigen Arzneistoffe, von denen sich die potenziel-
len Treffer ableiten, eine gute Moglichkeit zur Identifikation neuer Substanzklassen, deren Wirkungen
bereits vielfach klinisch untersucht wurden und die daher meist gute physikochemische und pharmako-

kinetische Eigenschaften (drug-likeness) mit sich bringen*”
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. Die Ergebnisse des Screenings sind in

Kapitel 3.5 zusammengefasst und als Teil des Preprints*® in Kapitel 16.7 nachzulesen.

Eine systematische Optimierungsstrategie wurde anschlieffend anhand eines invers agonistischen
Treffers aus dem Screening angewendet, um potente und selektive inverse Nurrl Agonisten zu entwi-
ckeln und charakterisieren. Die daraus entstandenen Liganden sollten anschlieflend fiir mechanistische
Studien der reduzierten Rezeptoraktivitit dienen. Kapitel 3.5.1 fasst die Ergebnisse der hieraus entstan-
denen Publikation*' (Kapitel 16.6) zusammen. Die zweite Strategie fithrte von einem agonistischen
Trefter aus dem Screening zur Identifikation eines Nurrl-Agonismus der Arzneistoffklasse der Statine.
Diese Erkenntnisse sollten anhand von zwei Vertretern grundlegend mechanistisch charakterisiert
werden und auf eine potenzielle klinische Relevanz mittels Knockdown-Experimenten und Gen-
expressionsanalyse in humanen Astrozyten untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Studie sind in

4
t60

Kapitel 3.5.2 dargestellt und das zugehorige Preprint*® in Kapitel 16.7 nachzulesen.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Photohormone als lichtabhangige PPAR-Agonisten

Zur Entwicklung photoschaltbarer PPAR-Liganden wurden zundchst Leitstrukturen aus dem grofien
Schatz der publizierten PPAR-Agonisten (DrugBank, PDB, ChEMBL, IUPHAR) ausgewahlt und mittels
computergestiitztem Design auf ihre Eignung als potenzielle Photohormone analysiert. Da die meisten
PPAR-Liganden eine fettsaiuremimetische Struktur aufweisen, besitzen sie einen lipophilen Bereich, der
sich fiir die Substitution durch ein Azobenzen-Motiv eignet. Bei diesem als ,,Azologisierung® bezeich-
neten Ansatz wird bevorzugt eine Diaryleinheit mit zweiatomigem Linker (z. B. Stilben, Diarylamid) der
Leitstruktur durch eine Azogruppe ersetzt. Dies verleiht dem Molekiil somit photoschaltbare Eigen-
schaften mit guter Stabilitdt tiber mehrere Lichtschaltzyklen, weshalb sich diese Substanzklasse in der
Photopharmakologie, auch wegen ihrer guten synthetischen Zugéinglichkeit, etabliert hat***. Fiir das
computergestiitzte Design besonders geeignet waren PPAR-Liganden, die aufgrund verfiigbarer Co-
Kristallstrukturen mit der jeweiligen PPAR-LBD ein valides strukturbasiertes Design erméglichten, wel-
ches mittels molekularen Dockings mit der Software Molecular Operating Environment (MOE) durch-
gefithrt wurde. So wurden vier unterschiedliche Chemotypen als Leitstrukturen ausgewahlt (Abbildung
23): die PPARy-Agonisten MDG548* (27), GW1929*** (28) und Rosiglitazon®” (3) sowie der pan-
PPAR-Agonist GL479%>% (29). Bei 27 wurde das Benzylphenylether-Motiv durch ein unsubstituiertes
Azobenzen ausgetauscht (30) und aufgrund der strukturellen Verwandtschaft eine Co-Kristallstruktur
von 3 mit der PPARy-LBD (PDB: 5YCP**) zur Analyse verwendet. Dabei zeigte der vorhergesagte Bin-
demodus fiir trans-30 eine gute Ubereinstimmung mit der gedockten Leitstruktur 27 und dem kristal-
lisierten Liganden 3, was Potenzial fiir die PPARy-Modulation des Azologs andeutete. Die Analyse der
Co-Kristallstruktur von 28 mit der PPARy-LBD (PDB: 6D8X*’) zeigte, dass das Benzophenon-Motiv
in einer engen lipophilen Tasche der LBD gebunden ist, die nur wenig Platz und Flexibilitét fiir struk-
turelle Verdnderungen bietet. Docking-Studien der Azologa von 28 bestitigten dies, da ein Azobenzen
statt des Benzophenons keine plausiblen Bindungsmodi lieferte. Die Azogruppe anstelle des Amino-
ethoxy-Linkers (31) hingegen zeigte eine vielversprechende Ubereinstimmung mit dem kristallisierten
Liganden 28 sowohl in trans- als auch in cis-Konfiguration. Beim dritten PPARy-Agonisten 3 wurde in
gleicher Weise der Aminoethoxy-Linker substituiert (32), sodass alle drei potenziellen Photohormone
plausible Bindungsmodi im Docking zeigten und eine Interaktion mit der kanonischen Aktivierungs-
triade eingingen. Der pan-PPAR-Agonist 29 enthielt bereits ein Azobenzen im lipophilen Bereich des
Molekiils und zudem standen Co-Kristallstrukturen mit den Subtypen PPARa und -y zur Verfiigung*®,
wodurch 29 einen guten Startpunkt zur Optimierung photoschaltbarer PPAR-Liganden darstellte.
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Abbildung 23: Leitstrukturen der photoschaltbaren PPAR-Agonisten. (a—c) Entwicklung aus den bekannten PPARy-Agonisten
MDG548% (a), GW1929** (b) und Rosiglitazon*? (3, ¢) durch Austausch der Linker-Region gegen eine Azogruppe (rot). (d) Der
pan-PPAR-Agonist GL479">%% enthielt bereits ein Azobenzen-Strukturmotiv.
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Die beiden Projekte, die aus diesen ersten Untersuchungen hervorgegangen sind, wurden in konstruk-
tiver Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dirk Trauner (Universitit New York) durch-
gefiihrt, wobei Dr. Johannes Morstein und Konstantin Hinnah maf3geblich fiir die Synthesen der hier
gezeigten Photohormone und deren photo-physikalische Charakterisierung verantwortlich waren,
welche daher nicht Gegenstand dieses Kapitels sind (siehe Kapitel 16.1 und 16.2).

Zur in vitro Charakterisierung der Photohormone wurden einheitliche Gal4-PPAR-Reportergenassays
in HEK293T-Zellen eingesetzt. Diese verwenden jeweils ein Rezeptorkonstrukt aufgebaut aus der LBD

499 sowie ein Gal4-

einer der drei humanen PPAR-Subtypen fusioniert mit der Gal4-DBD aus der Hefe
abhidngiges Firefly-Luciferase-Reporter-Plasmid und ein konstitutiv exprimierendes Renilla-Luciferase-
Konstrukt zur Normalisierung und Toxizitdtskontrolle. Um beide Isomere getrennt zu charakterisieren,
wurden die Experimente mit den trans-Isomeren weitestgehend unter Lichtausschluss durchgefiihrt.
Fiir die Testung der cis-Isomere wurden die Substanzen im Inkubationsmedium vorab fiir 3 min mit
einer LED-Lampe (A = 365 nm) beleuchtet, um das jeweilige energetisch begiinstigte trans-Isomer
moglichst vollstandig in das entsprechende cis-Isomer zu tberfithren. Die betreffenden Zellplatten
wurden wahrend der Inkubationszeit iiber Nacht (14-16 h) im Brutschrank mit einem sog. CellDISCO-
System* betrieben, welches mit Lichtimpulsen (A = 370 nm) von 75 ms alle 15 s fiir eine Aufrecht-

erhaltung der cis-Konfiguration sorgte.

Die erste Untersuchung der Photohormon-Leitstrukturen 29-32 auf ihre PPAR-Aktivitit zeigte, dass
trans-30 an allen drei PPAR-Subtypen inaktiv war, sodass es nicht weiterverfolgt wurde. Die Azologa 31
und 32 der potenteren PPARYy-Agonisten 28 und 3 aktivierten PPARy mit Potenzen im unteren mikro-
molaren Bereich (trans-31: ECs, 1,0 £ 0,1 uM, 30 + 2 % rel. max. Aktivierung; 32 in Tabelle 1) und waren
selektiv tiber die verwandten Subtypen PPARa und -8. Der pan-PPAR-Agonist 29 zeigte eine ausgegli-
chene Aktivitit an allen drei PPAR-Subtypen im unteren mikromolaren Bereich in Ubereinstimmung

mit der Literatur*®>46°

, wobei die relative Aktivierungseffizienz an PPARS am hochsten war (Tabelle 2).
Alle drei aktiven Photohormone zeigten in ihrer cis-Konfiguration vergleichbare Aktivititen mit dem
trans-Isomer, doch bei 31 waren die Dosis-Wirkungskurven des cis- und trans-Isomers nahezu
identisch, was durch die schlechteren photophysikalischen Eigenschaften zu erklaren war. Nach 5 min
Bestrahlung (A = 365 nm) waren im NMR nur 33 % der Substanz als cis-Isomer zu detektieren (32: 96 %;

Tabelle 1: Untersuchung der para-Position des terminalen Phenylrings
am Rosiglitazon-Azolog 32. Die Aktivititen wurden im Gal4-PPARy-
Reportergenassay in HEK293T-Zellen bestimmt. cis-Isomere wurden
vorab beleuchtet (A = 365 nm, 3 min) und mit einem CellDISCO-

siehe Kapitel 16.1). Auch das zweite Derivat
33 verhielt sich ahnlich und konnte keine

gesteigerte Potenz und Priferenz fiir eines

der Isomere erzielen, sodass dieser Chemo-
typ fiir weitere Optimierungen wenig aus-
sichtsreich erschien und nicht weiterverfolgt
wurde. Somit stand mit 32 ein subtypen-
selektives PPARy-Photohormon zur Verfii-
gung, das in seiner Priferenz fiir eines der
Isomere optimiert werden sollte. Zur Ent-
wicklung photoschaltbarer und subtypen-
selektiver PPARa- und -8-Agonisten wurde
29 als Leitstruktur verwendet, um ein Set an
photopharmakologischen Tools fiir alle drei

PPAR-Subtypen zu ermdglichen.
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System™ in cis-Konfiguration gehalten. Alle Werte sind MW + S.E.M.;
n 2 2. Die max. rel. Aktivierung bezieht sich auf Pioglitazon (2, 1 uM).
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ID R! trans cis
32 H 2,2+0,2(21+1) 6,3+ 1,4(38+5)
34 Cl 2,9+0,2(25%1) 7,0 = 1,0 (49 + 4)
35 CF; 2,2+0,7(33+5) 6,5+1,5(52+11)
36 \(@ 2,8+1,3(12+2) 6,4+0,4(39+2)
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Das Docking der beiden Isomere von 32 zeigte (Abbildung 24a), dass der terminale Phenylring in trans-
Konfiguration (magenta) durch die lineare Struktur des Molekiils einen Hohlraum ausfiillt, der nur
wenig Platz fiir Substituenten bietet. Das cis-Isomer (violett) hingegen ragt, dhnlich dem kristallisierten
Liganden 3, in den zweiten lipophilen Arm der PPARy-Bindetasche hinein, was Potenzial zur termina-
len Verlangerung in para-Position andeutete, um einen Vorzug fiir die cis-Konfiguration zu erreichen.
Basierend auf diesen Beobachtungen wurden potenziell cis-priferenzielle Derivate mit einem Chlor-
(34) oder Trifluormethyl-Rest (35) in para-Position sowie einem sperrigen ortho-Tolyl-Rest (36)
designt, um dadurch die Bindung des jeweiligen trans-Isomers zu verhindern. Wihrend die Potenzen
der Isomere durch die Substituenten weitgehend unveréndert blieben (Tabelle 1), steigerten 34 und 35
die Aktivierungseffizienz des cis-Isomers deutlich, wobei sich bei 35 auch die Effizienz des trans-Isomers
erhohte. 36 hingegen konnte die Effizienz des trans-Isomers deutlich senken auf nur noch 12 %, sodass
mit der hohen Aktivierungseftizienz des cis-Isomers von 39 % ein mehr als 3-facher Unterschied
zwischen beiden Konfigurationen erzielt wurde. Eine Untersuchung der Bindungsaffinitdten mittels
isothermer Titrations-Kalorimetrie (ITC) bestdtigte, dass das dunkeladaptierte trans-36 nicht an die
rekombinante PPARy-LBD binden kann, das lichtaktivierte cis-36 hingegen mit einem Kp-Wert von
9,3 uM bindet (Abbildung 24b). Um diese Erkenntnisse auch am endogenen Rezeptor zu tiberpriifen,
wurde ein natives zelluldres Testsystem etabliert, bei dem humane Hepatozyten (HepG2-Zellen) nur mit
einem Reporter-Plasmid unter Kontrolle des nativen PPRE und dem Renilla-Luciferase-Kontroll-
Plasmid transfiziert wurden. Dabei konnte das Photohormon cis-36 den PPRE-Reporter 2,4 + 0,1-fach
mit einem ECs-Wert von 0,9 £+ 0,2 uM aktivieren (Abbildung 24c). Doch auch trans-36 zeigte trotz
fehlender Bindungsaffinitit eine moderate Aktivierung des PPRE bei 10 uM, was moglicherweise auf
eine Isomerisierung im zellularen System ohne Licht zuriickzufiihren sein konnte. Mit 36 ist es somit
gelungen, aus dem bekannten PPARy-Agonisten Rosiglitazon (3) durch computergestiitzte Optimie-
rung einen photoschaltbaren PPARy-Liganden zu entwickeln, der erst durch Licht zum PPARy-aktiven

cis-Isomer aktiviert wird, wiahrend das trans-Isomer nur geringe Aktivitidt am Rezeptor aufweist.
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Abbildung 24: Design und Charakterisierung des lichtaktivierbaren Rosiglitazon-Derivates 36. (a) Docking beider Isomere der
Leitstruktur 32 zeigt Potential fiir ein cis-bevorzugtes Derivat durch Verlingerung in para-Position. Der sperrige o-Tolyl-Rest in
cis-36 ragt vorteilhaft in den lipophilen Tunnel. Das Docking wurde in MOE durchgefiihrt mit der Co-Kristallstruktur von PPARy
mit 3 (PDB: 5YCP*®). (b) ITC-Experiment von trans-36 (dunkel, 300 uM) und cis-36 (beleuchtet mit A = 365 nm fiir 5 min,
300 uM) mit dem rekombinanten PPARy-LBD-Protein (64 uM) zeigt alleinige Bindung des cis-Isomers. Titration des Puffers zur
Kontrolle. (c) cis-36 aktivierte das humane PPRE ohne die Uberexpression von PPARy und Heterodimer-Partner RXR in HepG2-
Zellen. 3 diente als Referenzagonist fiir PPARy-Aktivierung. Gezeigt sind MW * SD; n = 6; **p < 0,01 und ***p < 0,001 (t-Test).

Die Analyse des Dockings fiir 29, welches mit der vorhanden Co-Kristallstruktur von 29 in PPARa
(PDB: 4CI4*") und der Co-Kristallstruktur eines verwandten GW501516°°(17)-Analogons in PPARS
(PDB: 5Y7X*°) durchgefithrt wurde, zeigte drei vielversprechende Optimierungsmoglichkeiten. Als
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erste Strukturvariation wurden verschiedene Langen des Alkoxy-Linkers zwischen den aromatischen
Systemen virtuell und in vitro untersucht. Dabei zeigte nur das Kiirzen um ein Kohlenstoffatom vielver-
sprechende Dockingergebnisse, da das verkiirzte cis-Isomer weniger Kollisionen aufwies als cis-29. Im
zelluldren Assay konnte jedoch fiir keines der verkiirzten Isomere eine Steigerung der Potenz beobachtet

werden, weshalb die urspriingliche Kettenlange von 29 beibehalten wurde.

Als weitere Modifikation fiir eine bevorzugte trans-Konfiguration deuteten sich Substituenten am
terminalen Phenylring an, die so die Bindung des cis-Isomers weiter zu erschweren und in der trans-
Konfiguration eine zusitzliche kleine Ausbuchtung in beiden Rezeptor-Bindetaschen auszufiillen
schienen (Abbildung 25a, c¢). Neben einem Chlor- und Isopropyl-Rest erwies sich der Methyl-Rest (37)
in para-Position am vielversprechendsten, da eine moderate trans-Préferenz bestétigt werden konnte
und zusitzlich die Selektivitit tiber PPARY gesteigert wurde (Tabelle 2). Insgesamt konnte jedoch keine
deutliche Optimierung durch diese Substituenten in para-Position erzielt werden. Als dritte Variation
ergab die Dockingstudie, dass Substituenten in ortho-Position des zentralen Phenylrings einen zusitz-
lichen lipophilen Hohlraum in den Bindestellen von PPARa und -8 adressieren wiirden, um so die
Affinitat zu erhéhen (Abbildung 25b, d). Besonders die Einfithrung eines Methyl-Rests (38) erbrachte
eine beachtliche Steigerung der Affinitit an PPARa und zugleich eine erhebliche Verbesserung der
trans-Priferenz (Tabelle 2). Die Auswirkungen auf die Aktivitit an PPARS waren dhnlich, jedoch
weniger stark ausgeprigt. Auch ein Chloratom an dieser Position (39) konnte die Aktivitit an PPARa
und -8 deutlich steigern, was allerdings mit dem Verlust der trans-Priferenz einherging. Zusitzlich
wurde ein Trifluormethyl-Substituent in ortho-Position (40) untersucht, der sich als potenteste Modi-
fikation fiir PPARS-Aktivierung herausstellte, an PPARa jedoch, trotz ebenfalls hoher Affinitit, eine
deutlich geringere trans-Préferenz aufwies als 38 und auflerdem die geringste Selektivitat iiber PPARy
zeigte. Schliefllich wurde die bevorzugte Modifikation aus 37 mit den drei verschiedenen Substituenten
in ortho-Position kombiniert und brachte mit 41 einen dualen PPARa/d-Agonisten mit ausgeglichen
hoher Potenz und Aktivierungseffizienz an beiden Rezeptoren sowie guter trans-Priferenz hervor, die

sich vor allem im Unterschied der Aktivierungseffizienzen bemerkbar machte (Tabelle 2).
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Abbildung 25: Dockinganalyse zu 29 zeigt Optzmzerungsmogllchkelten fiir photoschaltbare PPARa- und -0 Liganden. Die
Leitstruktur trans-29 (petrol) ist in allen Modellen zum Vergleich gezeigt. (a, b) PPAR«a-Bindungsstelle (rosa) aus der Co-
Kristallstruktur mit 29 (PDB: 4CI4*®) und (c, d) PPARS-Tasche (hellblau) mit der gedockten Leitstruktur 29 zum Vergleich (PDB:
5Y7X*"°). Die terminale Verldngerung mit einer p-Methylgruppe ermoglicht verbesserte Bindungsmodi von trans-37 (bordeaux,
a und c). Die Einfiihrung eines o-Methyl-Rests in 38 (griin, b und d) fiillt einen zusdtzlichen lipophilen Hohlraum aus.
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Tabelle 2: Optimierung des pan-PPAR-Agonisten 29 zu photoschaltbaren PPAR«- und -0-Agonisten. Die Aktivititen wurden in
einheitlichen Gal4-PPAR-Reportergenassays in HEK293T-Zellen bestimmt. cis-Isomere wurden vorab beleuchtet (A = 365 nm,
3 min) und mit einem CellDISCO-System* in cis-Konfiguration gehalten. Alle Werte sind MW + S.E.M.; n > 3. Die max. relative

Aktivierung bezieht sich auf GW7647 (1, PPARw), Pioglitazon (2, PPARy) und L165,041 (16, PPARS) bei 1 M.

R
< gt
HOOCXO\Q\/\R Nsy
0 5
trans
ECso [uM] (max. rel. Aktivierung [%])
ID R! R?  Konf. PPARa PPARy PPARS
29 H H trans 1,09 £ 0,02 (31 £ 1) 2,7+0,2(25+1) 2,2+0,1(61+2)
cis 0,8+£0,2 (29 +2) 6,0 £ 0,6 (28 +2) 6+1(34+6)
oo | e 066%007Q4xD)  ECu>10pM(lox.26uM) 142009 (33 1)
cis 1,1 £0,2 (22 +3) ECs > 10 uM 3,8+0,8(31%5)
18 H CH, trans  0,0070 + 0,0006 (38 +£ 1) 1,2+0,1 (20 1) 0,54 + 0,04 (45 + 1)
cis 0,24 £ 0,02 (43 + 1) 1,7+0,8(24+1) 3,0+ 0,5(41 +4)
39 H al trans 0,029 + 0,004 (49 +2) 0,82 +0,07 (14 1) 0,24 £ 0,02 (46 £ 1)
cis 0,040 + 0,003 (45 + 1) 0,92 + 0,08 (22 + 1) 0,35 + 0,06 (44 + 2)
40 u CE, trans 0,009 + 0,002 (46 + 2) 0,6 +0,1(34+2) 0,14 + 0,01 (45 +2)
cis 0,071 £ 0,007 (42 + 1) 0,77 + 0,07 (32 + 1) 0,31 + 0,03 (37 + 2)
a1 lcH trans 0,04 + 0,01 (76 = 8) 4,5+0,2 (68 +2) 0,12 + 0,02 (65 + 4)
cis 0,29 + 0,05 (41 + 4) 4,8+0,4 (42 +2) 0,38 + 0,03 (35 + 2)

Das Potenzial der neuen photopharmaklogischen tool compounds 38 und 41 fiir PPARa und -8, welche
zudem giinstige photophysikalische Eigenschaften aufwiesen, sollte in einem neuen Testsystem unter
Beweis gestellt werden. Um eine zugleich raumliche und zeitliche Auflésung zu erméglichen, wurden
HEK293T-Zellen mit mCherry oder dem griin fluoreszierenden Protein (eGFP) als Gal4-abhingigen
Fluoreszenz-Reportern und dem jeweiligen Gal4-PPAR-Rezeptor-Plasmid transfiziert, sodass die rever-
sible Aktivierung der Photohormone in intakten lebenden Zellen untersucht werden konnte. So wurde
ein Zeitverlauf der PPARa-Aktivierung 8 h nach Inkubation mit 38 durch stiindliche Messungen der
mCherry-Fluoreszenz-Intensitit aufgenommen (Abbildung 26a). Fiir das dunkeladaptierte trans-38
zeigte sich dabei ein stetiger Anstieg der Fluoreszenz-Intensitét (blaue Kurve), wihrend das Umschalten
zum cis-Isomer nach 8 h zu einem Stagnieren der Fluoreszenz-Intensitit auf einem niedrigeren Plateau
fihrte (griine Kurve). Im umgekehrten Fall (8 h cis-38, anschlieflend trans-38, rote Kurve) zeigte sich
ein verspéteter Anstieg des mCherry-Signals, welches sich nach 36 h dem Niveau des vollstindig dunkel-
adaptierten trans-38 angleichen konnte. Fiir 41 ergab sich auf PPARS ein vergleichbares Bild. Eine
raumliche Auflésung der Photohormon-Aktivitit wurde mittels Fluoreszenz-Mikroskopie der lebenden
Zellen durchgefiihrt. Diese wurden zuvor mit der Kombination aus mCherry-Reporter/Gal4-PPARa
oder eGFP-Reporter/Gal4-PPARS transfiziert, nach 5 h gepoolt und im Anschluss mit einem der
Photohormone fiir 40 h behandelt. Trans-38 induzierte die mCherry-Expression bereits bei einer
Konzentration von 10 nM deutlich, wihrend cis-38 nur einen geringen Effekt zeigte (Abbildung 26b).
Bei hoheren Konzentrationen (300 nM) war die mCherry-Expression beider Isomere schlief3lich
vergleichbar und zeigte nur eine geringe PPARS-Aktivierung durch erhéhte eGFP-Expression, wodurch

die hohe Potenz, Subtypenselektivitidt und trans-Priferenz von 38 zusitzlich bestatigt wurden.
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Abbildung 26: Spatiotemporale Kontrolle von PPAR« durch 38 in lebenden HEK293T-Zellen. (a) Zeit-abhingige PPARa-Akti-
vierung durch 38 mithilfe eines mCherry-Fluoreszenz-Reporters. trans-38 wurde dunkeladaptiert verwendet (blau). Das Umschal-
ten zwischen dem cis- und trans-Isomer erfolgte nach 8 h durch Beleuchtung mit A = 365 nm (griin) oder A = 460 nm (rot) fiir
3 min und anschlieflender Aufrechterhaltung des cis-Zustands mit dem CellDISCO-System™. Die vielfache Fluoreszenz-Intensitit
bezieht sich auf 0,1 % DMSO. Gezeigt sind die MW + S.E.M; n = 3. (b) Fluoreszenz-Mikroskopie zeigte PPARa-vermittelte
mCherry-Induktion durch trans-38 (dunkel) und cis-38 (A = 365 nm). Die PPARS-abhdingige eGFP-Fluoreszenz war vernachls-
sigbar. Die rel. Reporter-Expression bezieht sich auf GW7647 (PPARw) bzw. L165,041 (PPARS) bei 1 uM; MW + S.E.M; n = 2.

Somit konnte durch computergestiitzte Optimierung des pan-PPAR-Agonisten 29 ein hochpotenter
und selektiver PPARa-Agonist (38) entwickelt werden, der durch Licht von seiner aktiven trans-
Konfiguration in das entsprechende cis-Isomer gebracht werden kann, welches 35-fach geringere
Aktivitit am Rezeptor aufweist. Durch die selektive optische Kontrolle von PPARa und -y erméglichen
38 und 36 als wertvolle photopharmakologische Tools Untersuchungen der Rezeptoraktivierung mit

spatiotemporaler Auflosung, die durch konstitutiv aktive Modulatoren nicht méglich wéren.

3.2 Vitamin-E-Metabolite sind endogene PPARy-Liganden

Unter dem Begriff Vitamin E werden acht verschiedene Strukturen zusammengefasst, namlich jeweils
vier (a-8) Tocopherole und Tocotrienole, die sich in ihrer Methylierung am Chromanolmotiv unter-
scheiden (Abbildung 27a)*"". Die antioxidativen Wirkungen von Vitamin E sind hinreichend bekannt*”",
doch auch antientziindliche Effekte und positive Effekte bei der nicht-alkoholischen Fettlebererkran-
kung (NAFLD) und AD wurden beschrieben***°. Fiir diese Aktivitdten werden oxidative Metabolite
wie die 13°-Hydroxylat- und 13‘-Carboxylat-Tocopherole verantwortlich gemacht, obwohl die zugrun-
deliegenden Mechanismen weitestgehend unbekannt sind*"*7*”®, Die fettsauremimetische Struktur der
Vitamin-E-Metabolite deutete auf eine Beteiligung von Lipidsensoren wie den nukledren Rezeptoren
hin und sollte anhand von den a- und §-Tocopherol(42 & 43)-Metaboliten 44-47 sowie dem Vitamin-
E-Mimetikum Garcinolsdure (48) untersucht werden (Abbildung 27a). 48 ist ein Naturstoff, der aus den

Samen der bitteren Kolanuss (Garcinia kola) isoliert wurde*”?

und als das Carboxylat des §-Tocotrienols
die Metabolite der zweiten Gruppe von Vitamin-E-Vitameren vertritt. Ein Aktivititsscreening tiber 16
verschiedene nukledre Rezeptoren in einheitlichen Gal4-Hybrid-Reportergenassays zeigte vor allem
Aktivitdten der 13°-Carboxylate 46 und 47 sowie der Garcinolsdure (48) an den PPARs (Abbildung 27b),
neben moderaten Aktivititen an den RARs, FXR und CAR. Dabei war die Aktivierungseffizienz von 46
und 48 bemerkenswert und tiberstieg sogar die potenten synthetischen PPAR-Referenzagonisten. Die

ndhere Charakterisierung ergab einen starken Agonismus von 48 im Gal4-PPARy-Reportergenassay
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mit einem ECsp-Wert von 1,7 + 0,1 uM und 168 + 4 % maximaler Aktivierung (bezogen auf 2, 1 pM).
Bei Co-Inkubation mit dem irreversiblen PPARy-Antagonisten GW9662 (13) wurde die Reporter-
induktion durch 48 blockiert, was auf eine direkte Interaktion mit PPARy hindeutete (Abbildung 27c¢).
Auflerdem wurde die Wechselwirkung mit dem orthosterischen Agonisten Pioglitazon (2) untersucht.
Die Titration von 48 in Gegenwart von 2 zeigte einen erstaunlichen additiven Effekt beider Substanzen
mit einer ~ 250 %igen Aktivierungseffizienz in Bezug auf 2 (Abbildung 27c). Dabei blieb der ECso-Wert
von 48 unverandert und das obere Plateau erreichte etwa das 1,5-fache der alleinigen PPARy-Aktivie-
rung durch 48. Diese kooperative Aktivitit beider Liganden konnte auch in einem nativen Reportergen-
assay beobachtet werden, bei dem durch Bindung des endogenen PPARY in HepG2-Zellen das humane
PPRE aktiviert wird (Abbildung 27d). Am PPRE zeigte 48 eine vergleichbare Aktivitat mit einem ECso-
Wert von 1,1 uM und 1,7-facher maximaler Aktivierung. In diesem System verschob die Anwesenheit
von 2 den ECso-Wert von 48 leicht auf 4,8 uM, fithrte aber ebenfalls zu einer beachtlichen additiven 3,5-
fachen PPRE-Aktivierung. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass 48 die PPARy-LBD gleichzeitig
mit dem orthosterischen Agonisten 2 an verschiedenen Bindestellen bindet. Mittels ITC konnte die
direkte Interaktion von 48 mit dem Target zusdtzlich bestdtigt (Kp = 13,2 pM) und durch ein stdchio-

metrisches Verhaltnis von 2:1 (48:PPARY) die These einer zweiten Bindestelle weiter gestiitzt werden.
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Abbildung 27: Vitamin-E-Metabolite modulieren PPARs. (a) Chemische Strukturen der Vitamin-E-Metabolite (44-47) und
Garcinolsdure (48). (b) Aktivititsscreening in einheitlichen Gal4-Reportergenassays in HEK293T-Zellen. Die relative Aktivierung
bezieht sich auf GW7647 (1, PPARw), Pioglitazon (2, PPARy), L165,041 (16, PPARS) und Bexaroten (RXRs) bei 1 uM; n > 3.
(c) Dosis-Wirkungskurven von 48 (rosa) sowie 48 in Gegenwart von Agonist 2 (1 uM, petrol) und Antagonist 13 (10 uM, blau)
bestimmt in einem Gal4-PPARy-Reportergenassay. Gezeigt sind MW + S.E.M.; n 2 3. (d) Dosis-Wirkungskurven von 48 (rosa)
und 48 in Gegenwart von 2 (1 uM, petrol) auf dem nativen humanen PPRE in HepG2-Zellen ohne Rezeptoriiberexpression.
Gezeigt sind MW + S.E.M.; n = 4. *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001; t-Test vs. 0,1 % DMSO (48) oder vs. 1 uM 2 (48 + 2).

Um zu analysieren, wie sich die ungewohnliche PPARy-Modulation durch 48 auf das Co-Regulator-
Netzwerk des Rezeptors auswirkt, wurde die Interaktion der PPARy-LBD mit 29 Co-Regulator-
Peptiden in einem zellfreien Testsystem mit zeitlich aufgelostem Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
(time-resolved fluorescence resonance energy transfer, TR-FRET) untersucht. Dazu wurde die PPARy-
LBD mit Terbium-Kryptat (Tb’") gelabelt als FRET-Donor verwendet. Fluoreszein-gekoppelte Peptide
mit Interaktionsmotiven bekannter Co-Regulatoren dienten entsprechend als FRET-Akzeptoren. Dabei
zeigte 48 ein erstaunliches Rekrutierungsprofil, was sich deutlich von dem von 2 unterschied (Abbildung
28a). Die ndhere Betrachtung von sechs modulierten Co-Faktor-Interaktionen bestitigte vollstindig
gegensitzliche Effekte von 48 und 2 auf die PPARy-Co-Regulator Interaktionen. Wahrend der Agonist

2, wie zu erwarten, Co-Aktivatoren wie CBP, PGC-1a, NCoA6 und DRIP-2 rekrutierte und den
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Co-Repressor SMRT verdréingte, wurden durch 48 die gleichen Co-Aktivatoren von der PPARy-LBD
verdringt und die Co-Repressoren NCoR1 und SMRT rekrutiert (Abbildung 28b,c). Dabei waren die
ECs0/ICso-Werte von 48 mit 3-22 uM im Einklang mit den {ibrigen Aktivititsdaten. Auch in Gegenwart
von 2 dominierten die Effekte von 48 die Interaktionen, lediglich die Grundlinien wurden verschoben.
Dass die Interaktion mit den SRC Co-Aktivatoren von beiden Liganden kaum beeinflusst wurde, ist
nicht weiter verwunderlich, da viele Untersuchungen bereits eine untergeordnete Rolle bei den PPARs
bestitigten'”’. Somit kann moglicherweise auch die Inaktivitit von 48 an PPARy im Selektivitdts-
screening von Bartolini et al. erklart werden, die zur Kontrolle des PXR-selektiven Effektes ein Alpha-
Screen-Testsystem mit SRC1 als Co-Faktor verwendeten*”. Insgesamt deutet der Einfluss von 48 auf das
Co-Regulator-Netzwerk durch die Rekrutierung von Co-Repressoren, trotz der aktivierenden Effekte in

beiden zelluldren Systemen, auf ein invers agonistisches Profil des Liganden hin.
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Abbildung 28: Einfluss von Garcinolsdure (48) und Pioglitazon (2) auf die Co-Regulator-Rekrutierung von PPARy. Die Interak-
tionen wurden in einem zellfreien TR-FRET-System mit Tb>*-gekoppelter PPARy-LBD als FRET-Donor und Fluoreszein-gelabel-
ten Co-Regulator-Peptiden als FRET-Akzeptoren untersucht. (a) Screening der Interaktion mit 29 Co-Regulator-Peptiden. Gezeigt
sind die MW der relativen HTRF-Werte bezogen auf 1 % DMSO; N = 4. (b-d) Dosisabhdngige Effekte von 2 (grau), 48 (rosa) und
48 + 2 (1 uM, petrol) auf die Rekrutierung von PGC-1a (b), DRIP-2 (c) und SMRT (d). (e) Zugehorige ECso/ICso- Werte, sowie
weitere Interaktionen mit CBP, NCoA6 und NCoRI. (b-e) Gezeigt sind die dimensionslosen HTRF-Signale; MW + SD; N = 3.

In Zusammenarbeit mit Dr. Apirat Chaikuad konnte die Co-Kristallstruktur der PPARy-LBD im Kom-
plex mit 48 (PDB: 7AWD) gelost werden, die eine strukturelle Erklarung fiir das ungew6hnliche Modu-
lationsprofil des Liganden liefert. Um die Konformation des Proteins besser bewerten und vergleichen
zu konnen, wurde der Komplex ohne einen Co-Regulator generiert und eine analoge Kristallstruktur
des orthosterischen Agonisten Rosiglitazon (3, PDB: 7AWC) ebenfalls ohne Co-Regulator angefertigt.
Der PPARY:48 Komplex bestitigte, wie bereits das ITC-Experiment vermuten lief3, dass zwei Molekiile
des Liganden gleichzeitig innerhalb der LBD gebunden sind (Abbildung 29a). Ein Molekiil 48 (orange)
bindet in der orthosterischen Bindestelle und geht mit der Sdurefunktion die typischen Interaktionen
wie 3 mit der kanonischen Aktivierungstetrade der LBD ein (Abbildung 29b), wodurch die AF2 der
Helix 12 in der gleichen aktiven Konformation fixiert wird. Die allosterische Bindestelle des zweiten
Molekiils 48 (rosa) wird zwischen Helix 3 und 4, dem [-Faltblatt-Bereich und dem Q-Loop mit grofler
Losemittelexposition ausgebildet, wobei der Ligand iiber mehrere Wasserstoftbriickenbindungen stabi-

lisiert wird. Der Vergleich zum PPARy:3 Kristall zeigte, dass durch eine Bewegung des Arg288 um 3,8 A
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zum einen die direkte Interaktion mit der Sdurefunktion des allosterisch gebundenen 48 méglich wird
und zum anderen das Chromanolmotiv des orthosterisch gebundenen 48 den hydrophoben Bereich
nahe Helix 3 ausfiillen kann (Abbildung 29¢c). Im Gegensatz dazu ragt der lipophile Schwanz des ortho-
sterischen Liganden 3 (gelb) in den Bereich der allosterischen Bindestelle. Die Ergebnisse einer
Dockingstudie von 3 in der orthosterischen Bindestelle von 48 (PDB: 7AWD) deuten jedoch darauf hin,
dass beide Liganden auch gleichzeitig die PPARy-LBD binden konnten, wodurch sich die kooperative

Aktivitét eines synthetischen Agonisten mit 48 im zellularen System erklaren lief3e.
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Abbildung 29: Co-Kristallstrukturen der PPARy-LBD im Komplex mit Garcinolsiure (48) und Rosiglitazon (3). (a) Der PPARy:48
Komplex (PDB: 7AWD) zeigt die gleichzeitige Bindung von zwei Molekiilen 48: orthosterisch (orange) und allosterisch (rosa).
(b) Der PPARy:3 Komplex (PDB: 7AWC) weist eine dhnliche Anordnung der sauren Kopfgruppe von 3 (gelb) im Vergleich zu 48
(orange) innerhalb der orthosterischen Bindungsstelle auf. (c) Die Uberlagerung der 48- und 3-gebundenen Komplexe zeigt eine
Konformationsinderung des Arg288, das sich dreht, um mit dem Carbonsdurerest des allosterisch gebundenen 48 zu interagieren.

Um die Auswirkung der beachtlichen mechanistischen Unterschiede in der PPARy-Modulation durch
48 und 2 im zelluldren Kontext zu studieren, wurde die Genexpression von humanen Hepatozyten
(HepG2) 8 h nach der Behandlung mit einem der Agonisten, der Kombination beider und der gleich-
zeitigen Inkubation von 48 mit dem irreversiblen Antagonisten 13 untersucht (Abbildung 30). Dafiir
wurde die gesamte mRNA aus den Zellen extrahiert und mittels RNA-Sequencing (durch die Firma
Novogene) analysiert. Bemerkenswert war dabei besonders der quantitative Unterschied signifikant
regulierter Gene mit 5578 Genen bei 48 und 439 Genen bei 2 (Abbildung 30a,b). Mit 158 dhnlich in der
Expression verdnderten Genen beeinflusste 48 in etwa ein Drittel der von 2 regulierten Gene, wodurch
PPARy als Target, aber auch eine differenzierte PPARy-Modulation durch beide Substanzen bestatigt
wurde. So induzierte 2 selektiv nur Gene, die mit dem PPAR-Signalweg zusammenhéingen und vor allem
an Lipidspeicherung (PLINs), Gluconeogenese und Fettsaureoxidation beteiligt sind. 48 veranderte dar-
tiber hinaus auch die Expression von Fettsduretransportern, induzierte Gene der Lipogenese, sowie den
Wachstumsfaktor 3-Phosphoinositid-abhédngige Proteinkinase 1 (PDPK1), welche ebenfalls mit PPAR-
Aktivitit assoziiert werden'?*****!. Durch die gleichzeitige Inkubation mit 13 wurden insgesamt 51 %
der signifikanten Effekte von 48 aufgehoben, wodurch die Regulation dieser 2817 Gene als PPARy-
vermittelt angenommen werden kann (Abbildung 30b). Darunter befanden sich zusitzlich wichtige
Gene des Insulin-Signalweges, des Glucose-Stoffwechsels und der oxidativen Phosphorylierung, welche
nicht von 2 reguliert wurden und somit 48-spezifische PPARy-Modulation darstellen. Die anderen 49 %
der durch 48 regulierten Gene, die zusammen mit 13 noch signifikant waren, zeigten aber auch, dass
weitere Targets und Signalwege an der Aktivitat des Vitamin-E-Metaboliten beteiligt sind, obwohl auch
spezifische Effekte durch die ausschlieSliche allosterische PPARy-Bindung von 48 trotz Anwesenheit

des Antagonisten 13 denkbar wéren®. Erstaunlich war, dass durch die gleichzeitige Inkubation der
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Zellen mit 48 und 2 deutlich weniger Gene reguliert wurden als durch 48 allein (740 vs. 5578 Gene,
Abbildung 30b), was fiir eine gegenseitige Beeinflussung der beiden Wirkungsweisen auf die PPARy-
Modulation spricht. Auch eine Analyse der Anreicherung von Pfaden nach der Kyoto-Enzyklopadie der
Gene und Genome (KEGG)**** veranschaulichte die grolen Unterschiede zwischen den Genexpres-
sionsprofilen durch 48 und 2 (Abbildung 30c). Dabei zeigte 2 nur eine selektive und hochsignifikante
Induktion des PPAR-Signalwegs, wiahrend Auswirkungen auf den Kohlenhydrat- und Lipidmetabolis-
mus gering waren. Im Gegensatz dazu beeinflusste 48 deutlich mehr KEGG-Pfade mit Bezug zu PPARYy-
Aktivitat signifikant wie die Thermogenese, oxidative Phosphorylierung und den Insulin-Signalweg.
Auch die signifikante Regulation von Genen, die mit neurodegenerativen Erkrankungen wie AD, PD
oder Chorea Huntington in Verbindung gebracht werden, deutet auf ein therapeutisches Potenzial der
allosterischen PPARy-Modulation hin. Allerdings war unter der Behandlung mit 48 allein der PPAR-

Signalweg nicht signifikant angereichert, obwohl 27 zugehorige Gene reguliert wurden.
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Abbildung 30: Einfluss von 48 auf die Genexpression in HepG2-Zellen. Die Zellen wurden mit 48 (10 uM), 2 (1 uM), 48 (10 uM)
+2 (1 uM), oder 48 (10 uM) + 13 (10 uM) behandelt; n = 4. (a) Gesamtverteilung der differenziell exprimierten Gene fiir 48 bzw.
2 vs. DMSO. Vulkan-Diagramme zeigen den logz der vielfachen Anderung in den Genexpressionslevels (x-Achse) vs. statistische
Signifikanz (-logio (p-Wert); y-Achse). (b) Venn-Diagramme fiir die unterschiedlichen Genexpressionen (vs. DMSO). (c) Anrei-
cherung von KEGG-Pfaden zeigt den Einfluss von 48 bzw. 2 auf verschiedene Signalwege. Gezeigt sind die statistischen
Signifikanzniveaus (-logio(padj)) der regulierten KEGG-Pfade. Die Zahlen beziehen sich auf die Anzahl der differenziell
exprimierten Gene, die mit dem Pfad verbunden sind. *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001.

Insgesamt tragt die Entdeckung und Charakterisierung von 48 als einem natiirlichen PPARy-
287

Liganden®” zu einem umfassenderen Bild der komplexen Modulation des Rezeptors bei. So lieferte die
Co-Kristallstruktur mit ihrer eindeutig aktiven Konformation ein strukturelles Fundament fiir die allo-
sterische Bindung eines PPARy-Agonisten®® und bestitigte aulerdem, dass ein allosterischer Ligand
die Aktivitdt eines orthosterischen Agonisten steigern kann*****. Des Weiteren deuten die Ergebnisse
darauf hin, dass die klassischen Co-Repressoren NCoR1 und SMRT die agonistische Aktivitit von 48
an PPARY vermitteln. Daher sind mit dem additiven Effekt der allosterischen Bindung und dem unge-
wohnlichen Einfluss auf die Co-Regulator-Rekrutierung zwei potenzielle neue Aktivierungsmechanis-
men von PPARYy identifiziert, die das differenzierte Genexpressionsprofil von 48 erklaren konnen.
Obwohl bislang keine endogenen Gewebespiegel und pharmakokinetischen Untersuchungen zu 48
vorliegen, ldsst die Detektion von 46 und 48 im Plasma®’>*%**”
Stoffwechsel von Vitamin E eine hohe Verfiigbarkeit der oxidativen Metabolite in der Leber bewirkt**,

eine pharmakologische Relevanz der Erkenntnisse vermuten. Durch selektives Adressieren der allo-

sowie die Tatsache, dass der hepatische

sterischen Bindestelle konnte der Einfluss auf das Co-Regulator-Netzwerk und die transkriptionellen

Effekte gezielter untersucht werden, um mogliche therapeutische Anwendungen daraus abzuleiten.
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3.3 Identifikation von nichtsteroidalen Antirheumatika als Nurr1-Modulatoren

Da sich validierte Nurrl-Liganden zu Beginn dieser Arbeit auf die synthetischen Agonisten AQ (19)
und CQ (25) sowie die Fettsiure DHA (26) beschrankten®***, war die Veréffentlichung der ersten
ligandengebundenen Nurrl-Co-Kristallstrukturen mit den Prostaglandinen A1*” (20) und A2*° ein
vielversprechender Anhaltspunkt fiir die Suche nach neuen Nurrl-Modulatoren. Als Entziindungs-
mediatoren mit vornehmlich antientziindlichen Effekten gehen PGA1 und PGA2 aus der Arachidon-
saure und weiteren mehrfach ungesittigten Fettsiuren mittels Umwandlung durch die Cyclooxy-
genasen (COX) 1 oder 2 hervor*****. Basierend auf diesen Erkenntnissen sollten synthetische COX-
Inhibitoren, auch bekannt als nichtsteroidale Antirheumatika (NSARs), auf ihre Nurrl-modulato-

rischen Aktivititen untersucht werden.

Dazu wurde ein zelluldres Testsystem in humanen HEK293T-Zellen etabliert, welches analog zu den
zuvor beschriebenen Gal4-Reportergenassays ein Rezeptor-Konstrukt aus der humanen Nurrl-LBD
fusioniert mit der Gal4-DBD der Hefe verwendet. Hierbei zeigte sich bereits die hohe konstitutive
Aktivitat des Rezeptors ohne weitere Aktivierung durch einen Agonisten im Vergleich zu den Gal4-
basierten Testsystemen anderer NRs wie bspw. der PPARs. Um stabile Testergebnisse zu erméglichen,
wurden die transfizierten Plasmid-Mengen an Rezeptor- und Firefly-Konstrukt deutlich reduziert.
Validiert wurde das Testsystem mit den publizierten Agonisten AQ (19) und CQ (25) und lieferte ver-
gleichbare ECs-Werte® im mikromolaren Bereich mit 36 + 4 uM (19) und 47 + 5 uM (25) sowie einer
Effizienz von 3,6 (19)- bzw. 2,0 (25)-facher Aktivierung. Die hohe konstitutive Aktivitdt des Rezeptors
erklirt zum einen die moderate Aktivierungseftizienz der bekannten Agonisten, ermdglicht zum
anderen aber auch eine bidirektionale Rezeptor-Modulation. Um unspezifische zelluldre Effekte sowohl
auf die Luciferasen als auch auf die Transkription im Allgemeinen ausschlieflen zu kénnen, wurde ein
Kontrollexperiment entwickelt, das die Transkription ebenfalls ligandenunabhingig induziert und
dafiir ein Gal4-VP16-Konstrukt (ein Protein aus dem Herpes-simplex-Virus) anstelle des Rezeptor-
Konstruktes im gleichen System verwendet***. Zusitzlich sind fiir die verwandten Rezeptoren Nur77
und NOR-1 in gleicher Weise Testsysteme etabliert worden, die die gleichen Rezeptorplasmid-Mengen

verwenden, um einen direkten Vergleich innerhalb der NR4A-Familie zu erméglichen.

Mithilfe dieser Reportergenassays wurden insgesamt 39 strukturell diverse NSARs, die alle Untergrup-
pen dieser Arzneistoftklasse abdeckten, auf ihre Aktivitdt an den NR4A-Rezeptoren bei zwei Konzent-
rationen (10 & 30 uM) untersucht (Abbildung 31). Dieses erste Screening brachte sowohl aktivierende
(> 1,5-fache Aktivierung) als auch inhibierende Substanzen (< 0,8 verbleibende Aktivitit) hervor, was
auf eine mogliche bidirektionale Modulation von Nurrl hindeutete. Im Anschluss wurden die aktiven
NSARs im VP16-Kontrollassay untersucht und bei validierter NR4A-vermittelter Aktivitdit umfassend
charakterisiert. Von den vier agonistischen Kandidaten Meclofenaminsdure (49), Clonixin, Nabumeton
und Tiaprofensdure konnte nur 49 als Agonist an allen drei NR4A-Subtypen im Gal4-Hybridsystem
bestatigt werden (Abbildung 32), die anderen Substanzen zeigten unspezifische Aktivitit an VP16. Bei
den anfanglichen neun invers agonistischen Kandidaten war das Bild etwas differenzierter. Meloxicam
(50), Oxaprozin (51) und Parecoxib (52) zeigten an allen drei Rezeptoren signifikante Inhibition, wih-
rend Valdecoxib (53) lediglich Nurr1 inhibierte (Abbildung 32), Lornoxicam und Mofezolac hingegen
die beiden verwandten Rezeptoren Nur77 und NOR-1. Die restlichen inhibierenden Effekte von 53,
Aceclofenac (54), Celecoxib und Lumiracoxib stellten sich als unspezifisch heraus und sind vermutlich
zum Teil auf eine Inhibition der Firefly-Luciferase zuriickzufithren. Nach naherer Untersuchung zeigte

54 jedoch eine schwache, aber signifikante Aktivierung von Nurrl bei niedrigeren Konzentrationen
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(Abbildung 32). Auch die Referenzsubstanzen 19 und 25 aktivierten die beiden verwandten NR4A-
Subtypen Nur77 und NOR-1, im Falle von 19 sogar effizienter als Nurrl, was bisher nicht bekannt war.
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Abbildung 31: Screening von strukturell diversen NSARs auf ihre Aktivitit an NR4A-Rezeptoren in einheitlichen Gal4-Hybrid-
Reportergenassays. Gezeigt sind die MW der vielfachen Aktivierung (vs. 0,1 % DMSO); n > 2. Agonisten > 1,5-fache Aktivierung,
inverse Agonisten < 0,8-fache Aktivierung. Aktive Substanzen aus dem ersten Screening wurden nur weiter untersucht, wenn sich
keine Aktivitit im Gal4-VP16-Kontrollassay (n > 4) zeigte. Mit dunklen Farben markierte Aktivititen zeigen validierte NR4A-
vermittelte Effekte. Dargestellt sind nur Aktivititen bei nicht-toxischen Konzentrationen (Kreis/Raute).

Zusammengenommen deutete dieses NSAR-Screening darauf hin, dass es eine grofie Herausforderung
sein wird, neue Liganden fiir die NR4A-Rezeptoren zu entwickeln, die selektiv nur einen der drei
Rezeptoren modulieren. Doch 53 und 54, die ausschliefllich die Nurrl-Aktivitdit modulierten, und
Lornoxicam und Mofezolac, die trotz naher struktureller Verwandtschaft zu den pan-NR4A inversen
Agonisten 50 und 51 nur zwei der drei Subtypen inhibierten, konnten auf eine Moglichkeit der Sub-
typenselektivitdt hinweisen. Auferhalb der NR4A-Familie zeigten die Liganden Selektivitit tiber andere
NRs, die dafiir bekannt sind durch Fettsduremimetika aktiviert zu werden wie die PPARs, RXR und
RAR". Nur der inverse Agonist 51 wies eine signifikante Aktivierung an RXR auf, die bereits vorher
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beschrieben wurde*”. Als tool compound fiir weitere mechanistische Studien wurde zum einen der

a b o 4.09 - 49 d Gal4-Nurr1
5 ECso /ICso [UM]
Cl cl g — 54 (rs'gax.fsr%in.
@[ 2304+ 19 vielfache Aktivierung)
NH © NH o} i - 25 w0 47%01
c cl o AN E (3,52 £ 0.05)
on o 3 2.0
22
° 2 54 25+0,1
Meclofenaminsaure Aceclofenac g / (1,99 £ 0,07)
(49) (54) = 1.0
s , T - 19 36+4
0.1 1 10 100 (36+0,1)
O ‘ C 2 1.0 = 25 47 £5
N N . ~ 20+0,1
o Parecoxib (52) o5 Valdecoxib (53) & T ( )
~ 7 £ 0.8 \g 50 77 +24
g N g NH £ 0.6 50 \¢\ 40+6
H 2 51 -
‘ z = 51 (0,26 +0,08)
OH )
o ——é’\j\ p 7 504+ 52 * 52 13,403
| 4 0 STONT Y 5 -~ 53 1 (0,48 +0,01)
N H N = T T T
L -} 1 10 100 53 13+3

O Oxaprozin (51) Meloxicam (50) d’ \b Konzentration [pM] (0,52 + 0,04)

Abbildung 32: Bidirektionale Modulation von Nurrl durch NSARs. (a) Chemische Strukturen der neuen Nurrl-Modulatoren.
(b, ¢) Dosis-Wirkungskurven der validierten NSARs als Nurrl-Agonisten (b) und inverse Nurr1-Agonisten (c) im zelluldren Gal4-
Nurrl-Reportergenassay und zugehorige Aktivititen (d). 19 und 25 zum Vergleich. Alle Werte sind MW + S.EM., n = 3.
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Agonist 49 aufgrund seiner hohen Aktivierungseffizienz fiir eine weitere Charakterisierung ausgewahlt.
Zum anderen dienten die inversen Agonisten 51 und 52 aufgrund ihrer strukturellen Diversitdt als

Vertreter mit starker repressiver Effizienz (51) und hoherer Potenz (52) fiir weitere Untersuchungen.

Um eine direkte Modulation der Nurrl-Aktivitit durch Interaktion mit W |

der LBD orthogonal zu bestitigen, wurde in Zusammenarbeit mit Py YV
Dr. W. Kilu/Dr. J. Heering die Rekrutierung von Co-Regulatoren im Nurr1 LBD
zellfreien System untersucht. Bisherige Studien deuteten jedoch darauf -

hin, dass sich die Regulationsmechanismen von Nurrl von denen

FRET
620 nm

Abbildung 33: Schematische Dar-
zunichst ein Screening mit 29 verschiedenen Co-Regulator-Peptiden in  siellung des Nurri-Co-Regulator-

einem TR-FRET-Testsystem durchgefiihrt (Abbildung 33), um einer- Rekrutierungsassays.

seits neue Co-Regulatoren zu identifizieren und andererseits den Einfluss von Liganden auf diese Inter-

anderer NRs deutlich unterscheiden (siehe Kapitel 1.4). Daher wurde

aktionen zu untersuchen. In Ubereinstimmung mit fritheren Studien wurde je ein Motiv der Co-Repres-
soren NCoR1 und SMRT in Abwesenheit von Liganden rekrutiert’***. Auflerdem konnten NCoA6 und
NRIP1 als neue Nurrl-Co-Regulatoren identifiziert werden. In diesem ersten Screening verdridngten 49
und 51 alle vier Peptide von der Nurrl-LBD, wohingegen der inverse Agonist 52, und die Agonisten 19
und 25 die Interaktionen nur wenig beeinflussten. Die klassischen Co-Aktivatoren wie die SRCs, CBP,
PGC-1a und DRIP zeigten auch ligandenabhéngig keine direkte Interaktion mit der Nurrl-LBD. Eine
umfassende Evaluation der Dosis-Wirkungs-Beziehungen bestitigte, dass 49 und 51 alle vier Co-Regu-
lator-Peptide effektiv verdrangten (Abbildung 34). 52 konnte dosisabhingig nur die Rekrutierung von
NCoR1 und SMRT reduzieren, wahrend NCoA6 und NRIP1 kaum verdrangt wurden. Die beiden Ago-

nisten 19 und 25 erwiesen sich aufgrund ihrer photophysikalischen Eigenschaften*'*

als ungeeignet fiir
dieses Testsystem, da sie bei steigenden Konzentrationen die Donor-Fluoreszenz beeintrachtigten und
dadurch die Ergebnisse verfilschten. Ein veranderter Aufbau des Systems zeigte jedoch exemplarisch
fir NCoR1, dass 19 und 25 die Rekrutierung des Co-Repressors verstirken. Um hierbei Quenching-
Effekte zu minimieren, wurden die Liganden-Konzentrationen sowie die Menge an Tb’*-gekoppeltem

Peptid konstant gehalten und die sGFP-gelabelte Nurrl-LBD in ihrer Konzentration variiert.

121 7,01 161 8+

Nurr1 - Co-Regulator-
Rekruitierung [x1000 HTRF]

S " 100 10 100 10 100
Konzentration [uM] Konzentration [uM)] Konzentration [uM)] Konzentration [uM)]
NCoR1 SMRT NCoA6 NRIP1
o 49 ICs0 34+ 3 ICsq 26 + 4 ICs0 17 £ 2 ICs033+3
-2 51 ICs0 = 100 IC5035%5 IC50 72+ 18 ICs0 104 £ 19
- 52 IC5,89+8 IC5051%5 inaktiv inaktiv

Abbildung 34: Dosis-Wirkungskurven der Nurrl-Modulatoren 49, 51 und 52 zeigen die Verdringung der Co-Regulatoren NCoR1,
SMRT, NCoA6 und NRIPI von der Nurrl-LBD. Die Interaktionen wurden in einem zellfreien TR-FRET-System mit Tb**-gekop-
pelter Nurrl-LBD als FRET-Donor und Fluoreszein-gelabelten Co-Regulator-Peptiden als FRET-Akzeptoren untersucht. Gezeigt
sind die dimensionslosen HTRF-Signale und zugehorige ICso-Werte [uM]; MW + S.E.M.; N = 3.
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Da alle drei untersuchten NSARs ein dhnliches Verhalten bei der Verdriangung der Co-Regulatoren von
der Nurrl-LBD zeigten, 49 jedoch im Gal4-Reportergenassay einen gegenteiligen Effekt aufwies, wurde
im nichsten Schritt das Dimerisierungsverhalten des Rezeptors betrachtet. Dazu wurden weitere
zelluldre (HEK293T) Reportergenassays etabliert, die die physiologische Situation genauer wiedergeben,
indem der Volllingenrezeptor Nurrl iiberexprimiert wird und entsprechend den drei méglichen Dime-
risierungs-Mechanismen (siehe Kapitel 1.4) jeweils ein Firefly-Reporter-Konstrukt unter Kontrolle der
Response-Elemente fiir das Monomer (NBRE), das Nurrl-Homodimer (NurRE) oder das RXR-Nurrl-
Heterodimer (DR5) mit einfacher Wiederholung verwendet wird (Klonierung der Konstrukte erfolgte
durch Dr. Jan Heering). Fiir letzteres wurde auflerdem der Volllingenrezeptor RXRa als Heterodimer-
partner Uberexprimiert. Auch diese Systeme wurden mit den Agonisten 19 und 25 validiert, wobei 19
die Rezeptoraktivitdt stark induzierte (50-100-fach) und 25 deutlich geringere Effizienz (2-3-fach)
aufwies. 51 und 52 zeigten an allen drei Response-Elementen deutlichen inversen Agonismus in guter
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus dem Gal4-Assay, sodass dieser Wirkmechanismus bestitigt
werden konnte (Tabelle 3). 49 hingegen war inaktivam Nurrl-Monomer und reduzierte die Aktivitat
beider Dimere dosisabhangig, wodurch sich ein komplexes Profil der Nurrl-Modulation ergab.

Tabelle 3: Zusammengefasste Aktivititen der NSARs in zelluldren Nurrl-Reportergenassays. 19 und 25 zum Vergleich. ECso- und

ICso-Werte sind MW + S.E.M.; n 2 3. Max./min. vielfache Aktivierung bezieht sich auf mit DMSO (0,1 %) behandelte Zellen.
ECs /ICsp [uM] (max./min. vielfache Aktivierung)

Testsystem MFS (49) Oxaprozin (51) Parecoxib (52) AQ(19) CQ (25)
4,7 £ 0,1 40+ 6 13,4 £0,3 36+4 47 +5
Gal4-Nurrl

(3,52+0,05) (0,26 +0,08) (0,48 +0,01) (3,6 + 0,1) (2,0 £ 0,1)

Nurrl- . . 12+2 15+3 92 +1 38+7

inaktiv

Monomer (NBRE) (0,20 + 0,05) (0,41 + 0,05) (62 +2) (2,2+0,2)

Nurrl- 52+0,1 17+£3 216 87 +2 54+7
Homodimer (NurRE) | (0,70 +0,01) (0,27 £ 0,05) (0,4 £0,1) (109 £ 5) (3,1 +0,2)

Nurrl-RXRa- 10,7 £ 0,1 12+2 20+ 8 97 +3 57+8
Heterodimer (DR5) | (0,79 +0,01) (0,27 +0,05) (0,5+0,1) (59 £ 4) (2,6 £0,2)

In Zusammenarbeit mit Dr. W. Kilu/Dr. ]J. Heering wurden auch zellfreie Experimente zur Dimerisie-
rung des Rezeptors durchgefiihrt, die ein dhnliches Profil zeigten. Im TR-FRET-System wurde bei
konstanten Konzentrationen an Tb**-gekoppelter Nurrl-LBD entweder sGFP-Nurr1-LBD oder sGFP-
RXRa hinzutitriert. In Abwesenheit eines Liganden zeigte Nurr1 stabile Dimerisierung in beiden Syste-
men, wobei die Affinitit der Homodimerbildung etwa 600-mal hoher war als die der Heterodimerisie-
rung. Agonist 19 forderte nur die Nurrl-Homodimerisierung, wiahrend 25 die Bildung beider Dimere
steigerte. Durch die NSARs wurde die Dimerbildung hingegen beeintrachtigt, wobei 49 die starksten
Effekte zeigte und die Homodimerisierung des Rezeptors vollstindig unterdriickte (Abbildung 35a). Der
Einfluss von 51 auf die Heterodimerisierung mit RXRa ist durch den gleichzeitigen inversen Agonismus
an Nurrl und den Agonismus an RXR jedoch schwierig zu bewerten. Der starke Einfluss von 49 auf die
Dimerisierung auf Proteinebene konnte durch weitere zellulire Experimente untermauert werden. Im
Gal4-Nurrl-Assay bewirkte die Co-Transfektion von zunehmenden Mengen an Gal4-RXRa eine signi-
fikante Reduktion der Reportergenaktivierung, sogar in Gegenwart des RXR-Agonisten Bexaroten, wo-
hingegen eine Veranderung der Gal4-Nurrl-Menge allein keinen signifikanten Effekt auf die Aktivitat
von 49 zeigte (Abbildung 35b). Zusammengenommen zeigten diese Analysen, dass das Dimerisierungs-
verhalten von Nurrl eine entscheidende Rolle fiir seine ligandenabhéngige Modulation spielt. Obwohl

im Volllingenassay am Monomer (NBRE) fiir 49 keine Aktivitdt zu erkennen war, deuteten diese
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mechanistischen Studien auf eine Monomerpraferenz des Liganden hin. Moglicherweise sind hier wei-
tere, ggf. noch nicht identifizierte Co-Regulatoren und die spezifische zelluldre Ausstattung von Bedeu-
tung, die die Diskrepanz zwischen den verschiedenen zelluliren Systemen erkliren. Allerdings erscheint

durch gezielte Verschiebung der Dimer-Equilibria eine genselektive Nurrl-Modulation denkbar.

a - 49 -5 51 - 52 - DMSO [1 %] b m 49 [8 pM] = Bexaroten [1 uM] = 49 [10 pM]
12+ 111 20+ ™ 49 [8 uM] + Bexaroten [1 pM] 4,01

iy s ¢

[ia g 3,51
€101 £ o ; gm..
gz 55 8 4
b S =] 2 "
b |
2 =8 €S 7] < 5] i
= = 3 Q
85 1 8 6 E 2,0
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GFP-Nurr1-LBD) [uM 5 ; -t ey . ¥
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Abbildung 35: Einfluss der NSARs auf das Dimerisierungsverhalten von Nurrl. (a) Nurrl-Homodimerisierung und -Heterodime-
risierung mit RXRa wurden im zellfreien TR-FRET-System in Abwesenheit von Liganden (DMSO) und in Gegenwart von NSARs
(100 uM) untersucht. Gezeigt sind die MW + S.E.M. der dimensionslosen HTRF-Signale, N = 3. (b) Co-Transfektion steigender
Mengen (0,125-6 ng/well; 0 ng/well zum Vergleich) Gal4-RXRa im Gal4-Nurrl (6 ng/well) -Reportergenassay reduzierte die
Aktivierungseffizienz von 49 (vs. DMSO) und 49 + Bexaroten (vs. Bexaroten). Verdinderte Mengen (0,22-18 ng/well) an Gal4-
Nurrl beeintrichtigten die Aktivierungseffizienz von 49 nicht. Die Werte sind MW + S.E.M.; n = 3.

Die neuen ligandengebundenen Kristallstrukturen des Rezeptors*”**

im Vergleich zu den Studien der
AQ-Bindestelle®® deuten darauf hin, dass es zwei potenzielle Bindestellen in der Nurrl-LBD gibt (siehe
Kapitel 1.4.2). Daher wurden die neuen tool compounds auf eine mogliche gleichzeitige Modulation des
Rezeptors zusammen mit dem bekannten Agonisten 19 untersucht. Im Gal4-Nurrl-Reportergenassay
wurde dafiir bei konstanter aktiver Konzentration eines Liganden (> ECq) der jeweils andere hinzu-
titriert. Fiir 49 und 19 zeigten sich in beiden Richtungen synergistische Effekte, die in Dosis-Wirkungs-
kurven mit deutlich erh6htem Plateau im Vergleich zur Inkubation mit nur einem der Liganden resul-
tierten (Abbildung 36a,b). Der Kurvenverlauf wurde dabei fast ausschlieflich auf der y-Achse nach oben
verschoben, wahrend sich die ECs,-Werte kaum verdnderten. Auch das gleichzeitige Titrieren beider
Substanzen im Verhiltnis 1:10, entsprechend ihres etwa 10-fachen Unterschiedes in der Potenz, zeigte
den additiven Effekt in der maximalen Aktivierung (Abbildung 36¢). Auf allen drei Response-Elementen
in den Nurrl-Volllaingenassays konnten 49 und 52 auflerdem die Effizienz des Agonisten 19 reduzieren,
sodass das Plateau der Dosis-Wirkungs-Kurve von 19 deutlich niedrigerer lag und auch hohe Konzen-

trationen des Agonisten 19 die inversen Agonisten nicht verdrangen konnten.

a - 49 b - 19 C -®- 49 -x- 19

o . —® 49+19[100pM] O - 19+49[10pM]  _ _ -+ 49+ 19 (x10)

5 © 5 71 57

.g 5 .g 6: .g 6

24 < 5 -

[ 'o44 ' 4

E3 E.] E # g1

- 3 .

2, z 2 2 ;

2 22 2?2 ’

g1 g 1 g 1=
Konzentration 49 [uM] Konzentration 19 [uM] Konzentration [uM]

Abbildung 36: Gleichzeitige Modulation der Nurrl-Aktivitit durch 49 und 19 im zelluliren Gal4-Nurr1-Reportergenassay deutete
aufunterschiedliche Bindestelle hin, nicht auf Kompetition. Kreuztitrationskurven sowie gleichzeitige Titration im Verhdltnis 1:10
(49:19). Die Daten sind MW + S.E.M. der Reporteraktivierung vs. 0,1 % DMSO; n > 3.
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Insgesamt deuteten diese Ergebnisse also darauf hin, dass die NSARs und AQ (19) nicht um die gleiche
Bindestelle konkurrieren und somit die These von zwei potenziellen Bindestellen innerhalb der Nurrl-
LBD gestiitzt wird. Ob die NSARs allerdings die gleiche Bindetasche nahe Helix 12 adressieren wie die
Prostaglandine, bleibt noch fraglich, wiirde aber das differenzierte Bild des inversen Agonismus durch
einen direkten Einfluss auf die Position der Helix 12 unterstreichen. Mit den NSARs als den ersten
inversen Nurrl-Agonisten konnte somit gezeigt werden, dass die hohe konstitutive Aktivitit des
Rezeptors bidirektional moduliert werden kann und Rekrutierung von Co-Regulatoren sowie auch

Rezeptordimerisierung einen entscheidenden Einfluss auf die Interaktion mit Liganden haben.

3.4 Fragment-basierter Ansatz zur Entwicklung von Nurr1-Agonisten

Als zweiter Ansatz zur Entwicklung neuer Nurrl-Modulatoren wurde eine Fragment-basierte Strategie
verfolgt, die auf den strukturellen Gemeinsamkeiten der bekannten Nurrl-Agonisten AQ (19), CQ (25)

t389

und Glafenin aufbaut®”. Alle drei Substanzen teilen als gemeinsames Grundgeriist eine 7-Chloro-

chinolin-4-amin-Struktur, die daher als vielversprechender und durch die Aktivitit von 19 und 25

400

validierter Startpunkt fiir die Entwicklung neuer Nurrl-Agonisten erschien*”. Dies ist insbesondere von

Bedeutung, da 19 und 25 aufgrund unspezifischer Effekte nicht fiir eine verlassliche Anwendung zur

Targetvalidierung in vitro und in vivo dienen konnen**+#14,

Fir die Fragment-basierte Entwicklung neuer aus 19 und 25 abgeleiteter Nurrl-Agonisten diente
wiederum der zellulare Gal4-Nurrl-Reportergenassay in HEK293T-Zellen als primires Testsystem, um
direkte Aussagen tiber die Art der Nurrl-Aktivierung neuer Liganden treffen zu konnen. Alle Aktivita-
ten wurden zusitzlich im Gal4-VP16-Kontrollexperiment validiert. Der dritte Nurrl-Agonist Glafenin

aus der Originalpublikation®® konnte aufgrund von Toxizitit nicht vollstindig charakterisiert werden.

Die Chinolin-Derivate 56, 74 und 77-80 wurden durch nukleophile aromatische Substitution des
entsprechenden Dichlorochinolins 62 und 81 mit den jeweiligen Aminen 82-87 nach einer publizierten

Synthese zu 56** mit geeigneten Anderungen erhalten (Schema 1).

OH 82:R*=H OH
/@: 83: R*= A_NEY, /@[ 56: R'=Cl; R2=H; R3%=H; R*=H
H,N R HN R®  77:R'=H; R%=Cl; R%CHj; R*= A_NEt,

(a) X

R5

R N~ "R? HN)\RG 74; RO=CHg; R8= A~_NEt
R? 78: R5=CHa; R®=CHj
4. RO~ RO N N 79: RO=H; Ro=/A~
RS ' ¥ 2 g 80: R°=CHy; R®= A -

85: R%=CHj; R8=CH, N° "CHs
62: R1 Cl; R2=H; R3=H H,N~ RS 86: R°=H; R°= cl
81: R'=H; R2=Cl: R®%=CH, 87: R°=CHy; R°=

Schema 1: Synthesen der Chinolin-Derivate 56, 74 und 77-80.
(a) KI, Ethanol, 2 N HCL, 90 °C, 14—20 h, 51-98 %; (b) Ethanol, Mikrowelle, 140 °C, 36—48 h, 4—54 %.

NH HNJ\/\/ R’ Die Erweiterung des Naphthalin-Fragments
OO ;\/\/ (@) 71 zu den CQ-Analoga 75 und 76 erfolgte
; OO ; durch reduktive Aminierung von 71 mit den

& 88: R’=NEt, 75: R’=NEt,
71 89: R’=NMe, cl 76: R’=NMe, entsprechenden Ketonen 88 und 89 (Schema
Schema 2: Synthesen der Naphthalin-Derivate 75 und 76. 2). Die restlichen Derivate dieser Untersu-

(a) Essigsiure, 1,2-Dichlorethan, Raumtemperatur, 30 min; dann

chung waren kommerziell erhaltlich.
NaB(OAc)sH, 1,2-Dichlorethan, 50 °C, 24 h, 25—45 %.
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Zuniachst wurden die Strukturelemente Tabelle 4: SAR der Seitenkette im AQ/CQ-Chemotyp. 19 zum Vergleich.
Die Aktivitit wurde im Gal4-Nurr1-Reportergenassay

] ) R! bestimmt. ECso/ICso-Werte sind MW + S.EM.; n > 3.
an Nurrl evaluiert (Tabelle 4). Ein Fehlen HIN Max./min. vielfache Aktivierung bezieht sich auf 0,1%

von 19 einzeln hinsichtlich ihrer Aktivitat

der phenolischen Hydroxylgruppe in 55 Xy DMSO. ¢ Inaktiv: kein signifikanter Effekt der Re-
= porteraktivitit (verglichen mit Gal4-VP16 bei der an-

2

reduzierte die Potenz, wihrend ein Ent- cI N ‘ ‘ )
gegebenen hochsten nicht-toxischen Konzentration).

fernen der basischen Seitenkette in 56 ECao /1Cs [uM]
zum kompletten Aktivitatsverlust fithrte. Art der (max./min. vielfache
Das 7-Chlorochinolin-4-amin (57) als ID R! Aktivierung Aktivierung)
gemeinsames Grundgeriist dieser Sub- OH .
) ] 19 N Agonist 36 +4(3,6+0,1)

stanzklasse hingegen war allein ausrei- ~
chend, um den Rezeptor mit moderater

. . . A ist 116 £4 (3,1 £0,2
Potenz im hohen mikromolaren Bereich 33 N~ gomIs 6+4(31+0.2)
zu aktivieren. Um das Optimierungs- OH

56 inaktiv (30 pM)?

potenzial dieses Fragmentes abzustecken,

wurden vier weitere Substitutionen der 57 Agonist 259 + 70 (2,5 + 0,4)

Seitenkette getestet. Der Austausch zur
Buttersaure (58) fihrte zur Aktivitats-

umkehr und brachte einen inversen

Inverser
COOH 132 + 1 (0,59 = 0,00)

58
Agonist

59 Agonist 1,8 +0,3 (1,47 £ 0,03)

3

Agonisten mit moderater Potenz hervor.
Die lipohile Isopentyl-Seitenkette (59) ergab einen Agonisten mit beachtlicher Potenz (ECso = 1,8 uM),
jedoch geringer Aktivierungseffizienz. Groflere lipophile Gruppen wie ein 4-Methylcyclohexyl-Rest und
ein Benzyl-Rest zeigten hingegen keine Aktivitit an Nurrl. Diese erste grobe Evaluation der Struktur-
Wirkungs-Beziehung (SAR) des Chemotyps zeigte, dass die Modifikation der Seitenkette einen erheb-
lichen Einfluss auf die Aktivitat an Nurrl hat, lie? aber noch keine klare Priferenz fiir bestimmte Motive
erkennen, da zum einen die basische Seitenkette essenziell erschien, aber mit einer lipophilen Erweite-
rung des Grundgeriistes ebenfalls eine Nurrl-Aktivierung erreicht wurde. Dass das Chinolingrund-
geriist (57) jedoch fiir eine Aktivierung des Rezeptors ausreichend ist und fiir die Aktivitat der Agonisten
19 und 25 hauptverantwortlich zu sein scheint, motivierte zur Optimierung dieser Teilstruktur in einem

Fragment-basierten Ansatz.

Dazu wurde als Erstes der Einfluss des Substitutionsmusters am Chinolingeriist untersucht (Tabelle 5).
Das Fehlen der 4-Amino-Funktion in 60 fiithrte abermals zu einer Umkehr der Aktivitit und brachte
mit einer verbleibenden Rezeptoraktivitidt von 29 % einen effizienten inversen Agonisten hervor. Durch
die fehlende 7-Chlor-Substitution in 61 ging die Nurrl-Modulation dagegen vollstindig verloren. Auch
ein Austausch der Aminofunktion in 4-Position durch ein Chloratom (62) fiihrte zu einem inaktiven
Fragment, was zusitzlich die Relevanz beider Substituenten unterstrich. Eine systematische Variation
des Substitutionsmusters zeigte, dass beim Verschieben der Amino-Funktion nur die 5-Position (65)
toleriert wurde und eine erhebliche 14-fache Steigerung der Potenz bewirkte. Auch das Verschieben der
Chlor-Substitution in 6 (66)- oder 8 (67)-Position steigerte die Potenz im Vergleich zum Ausgangsfrag-
ment 57. Die Kombination der bevorzugten Modifikationen in 68 und 69 wurde jedoch nicht toleriert
und das Chloratom in 67 schien eine besonders wichtige Rolle zu spielen, da der Austausch zur sperrigen
Trifluormethyl-Gruppe sowie zum kleineren Fluoratom nicht toleriert wurde. Das zusitzliche Einfiih-
ren einer Methylgruppe in 2-Position (70) brachte eine 8-fache Steigerung der Potenz im Vergleich zum
Ausgangsfragment 57. Auflerdem bewirkte die Modifikation des Grundgeriists zum Naphthalin (71)
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mit gleichem Substitutionsmuster wie 67 nochmals eine deutliche Verbesserung der Aktivitat an Nurrl
sowohl in Bezug auf Potenz als auch Aktivierungseffizienz, sodass ein agonistisches Fragment mit
beachtlicher Aktivitdt im unteren mikromolaren Bereich erhalten wurde. Ein Isochinolin-Grundgeriist
mit gleichem Substitutionsmuster (72) zeigte dagegen keine Nurrl-modulatorische Aktivitdt mehr. Als
letzter Optimierungsschritt wurden die bevorzugten Substituenten des Chinolin-Fragmentes aus 67 und
70 in einem Molekiil (73) vereint, was nochmals eine Steigerung der Potenz hervorbrachte, wahrend die
Aktivierungseffizienz etwas reduziert wurde. Diese systematische Analyse der SAR des gemeinsamen
Strukturmotivs bekannter Nurrl-Liganden zeigte grofles Potenzial zur Optimierung des Fragmentes
durch kleine Anderungen im Substitutionsmuster und brachte mit 71 und 73 zwei Analoga hervor, die

sogar die wesentlich grofieren Ausgangssubstanzen 19 und 25 in ihrer Aktivitét tibertreffen.

Tabelle 5: SAR der Substituenten am Chlorochinolinamin-Grundgeriist und Optimierung der Nurrl-Aktivitit. 57 zum Vergleich.

RE xR R3 Die Aktivitidt wurde im Gal4-Nurr1-Reportergenassay bestimmt. ECsoICso-Werte sind MW + S.E.M.;

N n = 3. Max./min. vielfache Aktivierung bezieht sich auf mit DMSO (0,1 %) behandelte Zellen. * Inaktiv:
R7 X//Y\ R2  kein signifikanter Effekt der Reporteraktivitit (> 1,5-fache Akt. oder verglichen mit Gal4-VP16 bei der

R8 angegebenen hiochsten nicht-toxischen Konzentration).
ECs /1Cs [HM]
Art der (max./min. vielfache

ID R R’ R* R® R I’ RS X Y Aktivierung Aktivierung)
57 H H NH, H H Cl H N C Agonist 259+70(2,5+0,4)
60 H H H H H Cl H N C Inverser Agonist 89 + 14 (0,29 + 0,08)
61 H H NH, H H H H N C inaktiv (300 pM)*
62 H H Cl H H Cl H N C inaktiv (300 pM)?
63 [ NH, H H H H Cl H N C inaktiv (100 pM)?
64 H NH, H H H Cl H N C inaktiv (300 pM)*
65 H H H NH. H Cl H N C Agonist 19+4(3,4+£0,3)
66 H H NH, H Cl H H N C Agonist 117 +24 (2,8 £ 0,3)
67 H H NH, H H H Cl N C Agonist 49+5(2,6+0,1)
68 H H H NH, d H H N C inaktiv (100 pM)?
69 H H H NH, H H Cl N C inaktiv (100 pM)?
70| CH; H NH, H H Cl H N C Agonist 33£5(2,3+£0,2)
71 H H NH, H H H Cl C C Agonist 7,3+£0,5(53+0,2)
72 H H NH, H H H Cl C N inaktiv (200 pM)?
73| CH; H NH, H H H Cl N C Agonist 17+6 (1,71 £0,11)

Die optimierten Fragmente boten sich fiir eine Rekombination mit den Seitenketten der Leitstrukturen
19 und 25 an, um dadurch méglicherweise weiter optimierte Nurrl-Agonisten zu erhalten. Jedoch war
die aliphatische CQ-Seitenkette an beiden Fragmenten (74 und 75) nicht in der Lage die Nurrl-Aktivitdt
zu erhalten. Auch ein Verkiirzen der CQ-Seitenkette zum Dimethyl-Analog 76, um sterische Probleme
auszuschlieflen, war nicht zielfithrend. Da bei beiden Naphthalin-Derivaten (75 und 76) Toxizitit die
vollstandige Charakterisierung verhinderte, wurde die Kombination mit der aromatischen Seitenkette
von AQ nur fiir das Chinolin-Fragment in 77 untersucht. Jedoch zeigte auch diese Verbindung keine
Aktivitdt an Nurrl. Inspiriert von 59 wurden zusitzlich noch verschiedene kleine lipophile Reste als
Erweiterung des Chinolin-Fragmentes 73 getestet. Mit diesen Derivaten (78-80) konnte die Aktivitdt
am Rezeptor wieder zuriickerlangt werden, doch eine weitere Steigerung der Potenz wurde nicht er-
reicht, sodass sich die Rekombination der optimierten Fragmente mit bekannten Strukturmotiven fiir

die Seitenkette nicht als additiv erwies.
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Somit gingen aus Fragment-basierten SAR-Untersuchungen die Fragmente 71 und 73 als vielverspre-
chendste und potenteste Nurrl Agonisten hervor, die anschlieflend hinsichtlich ihrer Aktivitit und ihres
Wirkmechanismus naher charakterisiert wurden. In Kooperation mit Dr. W. Kilu/Dr. J. Heering wurde
im zellfreien System der Einfluss der beiden Liganden auf die Co-Regulator-Rekrutierung und Homo-
dimerisierung der Nurrl-LBD untersucht. Da bereits die Leitstrukturen 19 und 25 durch ihre photo-
physikalischen Eigenschaften im TR-FRET-System problematisch zu beurteilen waren (siehe Kapitel
3.3), wurde hier das Setting gewahlt, bei dem die Konzentration des Liganden und des Tb**-gekoppelten
Peptids als FRET-Donor konstant bleibt, wihrend die sGFP-gelabelte Nurrl-LBD als FRET-Akzeptor
titriert wird. So wurde die Rekrutierung der beiden Co-Repressoren NCoR1 und SMRT durch die
Anwesenheit der Fragmente 71 und 73 deutlich geférdert und die Bildung des Nurrl-Homodimers
gesteigert (Abbildung 37), was den agonistischen Charakter dieser Liganden im Vergleich zu den NSARs

als inversen Agonisten bestatigte.
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Abbildung 37: Effekte der Fragmente 71 und 73 im zellfreien TR-FRET-System. (a, b) Rekrutierung der Tb**-gekoppelten Co-
Repressoren NCoRI (a) und SMRT (b) zur sGEP-gelabelten Nurrl-LBD. (c) Homodimerisierung der Tb**- und sGFP-gelabelten
Nurrl-LBD. Gezeigt sind die dimensionslosen AHTRF-Werte in Bezug auf die interne DMSO (1 %) Kontrolle; MW + SD; N = 3.
Dariiber hinaus aktivierten beide Fragmente den Volllingenrezeptor Nurrl im weniger artifiziellen
Testsystem in HEK293T-Zellen an allen drei nativen Response-Elementen (NBRE, NurRE und DR5) fiir
das Nurrl-Monomer, -Homodimer und -RXR-Heterodimer (Abbildung 38a). Dabei waren die Aktivi-
titen in guter Ubereinstimmung mit den Daten aus dem Gal4-Nurrl-Reportergenassay und zeigten
hohere Potenzen fiir 71 im unteren mikromolaren Bereich, wihrend 73 insgesamt hohere Effizienzen
aufwies. Vor allem das Homodimer-Response-Element NurRE wurde von beiden Fragmenten mit der
hochsten Effizienz aktiviert, was die Beobachtungen zur Homodimerisierung im zellfreien System
widerspiegelt. Auch in einem orthogonalen nativen zelluliren System konnten die neuen agonistischen
Tools tiberzeugen. Dafiir wurden humane Astrozyten der T98G-Zelllinie mit den Fragmenten 71 und
73 fur 8 h behandelt. Anschlieflend wurde die mRNA der Zellen extrahiert, in cDNA transkribiert und
mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (quantitative real time polymerase chain
reaction, QRT-PCR) die Expression der Nurrl-abhiangigen Gene VMAT?2 und TH bestimmt. 71 und 73
zeigten dabei dosisabhéngig eine starke Induktion der dopaminergen Gene (Abbildung 38b), was das
Nurrl-agonistische Profil der Fragmente nochmals unterstrich.

Insgesamt haben die neuen Nurrl Agonisten 71 und 73 gegeniiber den Leitstrukturen AQ (19) und CQ
(25) an Potenz gewonnen und iiberzeugen vor allem durch ihren Fragment-Charakter mit geringerem
Molekulargewicht und niedriger Lipophilie. Auch nachteilige zelluldre Effekte auf die Transkriptions-
aktivitat konnten mit 73 reduziert werden, wihrend 71 gegenteilige (potenziell zytotoxische) Effekte auf

das Kontrollgen bewirkte, wodurch die effektive Aktivierungseffizienz dieses Liganden vermutlich etwas

57



geringer ist. Beide Fragmente zeigten ein gutes Profil als neue agonistische Tools fiir Nurrl und kénnen

gleichzeitig als attraktiver Startpunkt fiir die Entwicklung neuer Nurrl Liganden dienen.
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Abbildung 38: Nurrl-Agonismus von 71 und 73 in zelluldren Settings. (a) Aktivitit am Volllingenrezeptor Nurrl als Monomer
(NBRE), Homodimer (NurRE), und RXR-Heterodimer (DR5). Zugehérige ECso-Werte [uM] und maximale vielfache Aktivierun-
gen (vs. 0,1 % DMSO) sind in der Tabelle unterhalb dargestellt. Alle Werte sind MW + S.E.M., n > 3. (b) Effekte auf die mRNA-
Expression der Nurrl-abhdingigen Gene VMAT2 und TH in T98G-Zellen. 25 zum Vergleich. Die gezeigten Werte sind MW +
S.E.M.; n = 4. mRNA-Level wurden iiber qRT-PCR bestimmt und durch die 2**“'-Methode in Bezug auf das Referenzgen GAPDH
und unbehandelte Zellen (0,1 % DMSO) analysiert. * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001 vs. 0,1 % DMSO (t-Test).

3.5 In vitro Screening als Ausgangspunkt fiir neue Nurr1-Liganden

Als dritter Ansatz zur Identifikation und Entwicklung neuer Nurrl-Liganden wurde ein breit angelegtes
Screening einer Fragment-Bibliothek im zelluldren Gal4-Nurrl-Reportergenassay durchgefiihrt. Die
Kollektion der 480 getesteten Fragmente bestand dabei aus bekannten Strukturmotiven von zugelasse-
nen Arzneistoffen und stammte von Prestwick. Eine computergestiitzte Analyse der Fragment-Struk-
turen im Vergleich zur Drugbank*”, welche Arzneistoffe in Zulassung und klinischer Forschung enthalt,
zeigte, dass die Fragmente, trotz der geringen Molekulargewichte im Bereich von 80 bis 300 g/mol, die
grofle chemische Diversitit der Drugbank in Bezug auf die Anzahl an Ringsystemen, Wasserstoft-
briicken-Donor- und -Akzeptor-Funktionen sowie Lipophilie und polarer Oberfliche gut abbilden
konnten. Die hohe strukturelle Vielfalt konnte zusdtzlich durch eine Analyse der zugrunde liegenden
Murcko Scaffolds** belegt werden (Abbildung 39a). Aufgrund des Fragment-Charakters der getesteten
Substanzen wurden die Fragmente bei einer Konzentration von 100 uM auf ihre Nurrl-modulatorische
Aktivitat in Ein-Punkt-Messungen mit zwei biologischen Replikaten im Gal4-Nurrl-Reportergenassay
getestet (Abbildung 39b). 24 Fragmente mit einer Reporter-Aktivierung von > 1,50 oder -Repression
auf < 0,60 der Aktivitit wurden als primare Treffer bewertet und weiter auf ihre Nurrl-modulatorische
Aktivitdt Giberpriift. Dabei stellten sich die Effekte von 17 Substanzen als unspezifisch oder toxizitéts-
bedingt heraus und sieben Substanzen (90-96), welche kein gemeinsames bevorzugtes Grundgeriist auf-
wiesen, konnten als Nurrl-Modulatoren im Gal4-Testsystem validiert werden (Abbildung 39¢). Dazu
diente der Vergleich mit der Aktivitdt im Gal4-VP16-Kontrollsystem als Entscheidungskriterium fiir
signifikante Nurrl-vermittelte Effekte auf die Reporteraktivitit. Um die verwandten Arzneistoffe zu
identifizieren, von denen die jeweiligen Fragmente abgeleitet waren, wurde eine computergestiitzte
Struktursuche in KNIME innerhalb der Drugbank®” durchgefiihrt. Nur Fluvastatin (97) und die Anti-
biotika Sulfadoxin sowie Sulfadimethoxin der zugrunde liegenden Fragmente 91 und 96 zeigten eben-

falls Aktivitdt an Nurrl. Aus diesem Screening sind zwei Projekte hervorgegangen, die im Folgenden
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vorgestellt werden. Zum einen wurde der inverse Nurrl-Agonismus von Fragment 95 naher analysiert

und optimiert (Kapitel 3.5.1), zum anderen die Arzneistoffklasse der Statine als neue Nurrl-Agonisten

identifiziert und die mogliche klinische Relevanz dieser Aktivitit untersucht (Kapitel 3.5.2).
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Abbildung 39: Arzneistoff-Fragment-Screening zur Identifikation neuer Nurrl-Modulatoren. (a) Graphische Reprisentationen
der Strukturen in der untersuchten Bibliothek nach Murcko Scaffolds*® und deren Haufigkeiten. (b) Primdre Screening-Ergebnisse
zeigen die Aktivitit der Fragmente bei 100 uM in einem zelluldren Gal4-Nurrl-Reportergenassay. Gezeigt sind die MW der Re-
porteraktivitit vs. 0,4 % DMSO; n = 2. Die Farben korrelieren mit dem strukturellen Aufbau der Fragmente in (a). Sterne mar-
kieren Fragmente, die im Gal4-VP16-Kontrollexperiment validiert werden konnten. Die grauen Linien zeigen MW %+ SD des ge-
samten Screenings an. (c) Zugehorige Aktivititen der validierten Fragmente. Die gezeigten Werte sind MW + S.EM.; n = 3.

3.5.1 Inverse Nurr1-Agonisten mit Indol-Grundgerust

Da die 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten Dolasetron und Ondansetron als Arzneistoff-Analoga des
Screeninghits Indol-3-carbonsdure-methylester (95) keine Aktivitit an Nurrl zeigten, bot sich das
Indol-Derivat als giinstiger Startpunkt fiir eine klassisch systematische Analyse der SAR des inversen
Agonismus an Nurrl an. Durch die geringe Grofie des Fragments bestanden optimale Voraussetzungen
zur strukturellen Erweiterung des Grundgeriistes. Dieses Projekt wurde in Zusammenarbeit mit Daniel
Zaienne durchgefiihrt, der mafigeblich fiir die Synthesen verantwortlich war, welche daher nicht Gegen-
stand dieses Kapitels sind (siehe Kapitel 16.6). Im ersten Schritt wurden die freien Positionen des stick-
stoffhaltigen Zweiringsystems in 95 systematisch durch Substitution mit je entweder einer Methyl-
gruppe oder einem Chloratom untersucht, um die giinstigsten Positionen zur Erweiterung des Grund-
geriists zu identifizieren (Tabelle 6). Beide Erweiterungen wurden in 2-Position (98 und 99) toleriert,
zeigten jedoch nur wenig Anderung der Aktivitit. In 4-Position fithrte die Methyl-Gruppe (100) zu
einem kompletten Verlust der Nurrl-repressiven Aktivitit, wihrend auch die Einfithrung des Chlor-
substituenten (101) nicht begiinstigt war und die Repressions-Effizienz stark reduzierte. Die Einfiihrung
von Substituenten in 5-Position (102 und 103) fithrte hingegen zu einer zweifachen Verbesserung der

Potenz im Vergleich zum Ausgangsfragment 95, wobei der Chlorsubstituent in 103 zusitzlich auch die
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Repressions-Effizienz steigern konnte. In 6-Position wurden beide Substituenten (104 und 105) tole-
riert, wobei fiir den Chlorsubstituenten (105) eine Potenzsteigerung, aber auch ein Verlust an Repressi-
ons-Effizienz zu verzeichnen war. Die 7-Position tolerierte ebenfalls die Einfiihrung einer Methylgruppe
(106) und bevorzugte ein Chloratom (107), wodurch die Potenz zweifach gesteigert und die gute Re-
pressions-Effizienz der Leitstruktur erhalten werden konnte. Somit erschienen die 5- und 7-Position als
die Vielversprechendsten zur Erweiterung des Indolgeriistes und wurden durch Einfiihrung einer Me-
thoxy-Funktion in beiden Positionen weiter untersucht (Tabelle 6). Wahrend die Methoxy-Gruppe in
5-Position (108) eine vergleichbare Aktivitidt wie das Chlor-Derivat 103 zeigte, wurde die Methoxy-
Erweiterung in 7-Position (109) nicht toleriert und die Aktivitit am Rezeptor ging gdnzlich verloren.

Tabelle 6: Systematische Untersuchung von Substitutionen am Indol-Grundgeriist. Leitstruktur 95 zum Vergleich.
re R

R3 Die Aktivitit wurde im Gal4-Nurrl-Reportergenassay bestimmt. ECso/ICso- Werte sind MW + S.E.M.;
R! 7 2 3. Maximale/minimale verbleibende Aktivierung bezieht sich auf mit DMSO (0,1 %) behandelte
R4 Zellen. * Inaktiv: kein signifikanter Effekt auf die Reporteraktivitit (< 0,8-fache Akt. bei der angegebe-
RS R® nen héchsten nicht-toxischen Konzentration). Ph = Phenylrest, Bn = Benzylrest, tBu = tertidr Butylrest.
ECs0/1Cs0 [uM] (max./min.
ID R! R? R? R R’ R R’ vielfache Aktivierung)
95 H H H H H H OCH; 48 +11 (0,31 £ 0,08)
98 | CH; H H H H H OCH; 53 +20 (0,29 + 0,18)
99 Cl H H H H H OCH; 34 +10 (0,39 + 0,09)
100 H CH; H H H H OCH; inaktiv (100 uM)*
101 H Cl H H H H OCH; 55+ 7(0,72 £ 0,03)
102 H H CH; H H H OCH; 20+4 (0,61 +£0,03)
103 H H Cl H H H OCH; 24 +£5(0,18 £ 0,06)
104 H H H CH; H H OCH; 57 +7 (0,49 + 0,05)
105 H H H Cl H H OCH; 8,9+0.1(0,73 £0,01)
106 H H H H CH; H OCH; 35+ 6 (0,46 £ 0,07)
107 H H H H Cl H OCH; 19 £9(0,30 £ 0,15)
108 H H OCH; H H H OCH; 23 +3(0,28 £0,04)
109 H H H H OCH; H OCH; inaktiv (100 uM)*
110 H H Br H H H OCH; 15+ 3 (0,16 £ 0,07)
111 H H Ph H H H OCH; 2,5+ 0,5 (0,56 + 0,02)
112 H H Bn H H H OCH; inaktiv (150 uM)?
113 H H H H H CH; OCH; 21+2(0,31£0,04)
114 H H H H H CH,CH; OCH; 31+2(0,73 £0,02)
115 H H H H H Ph OCH; 81 +3 (1,90 £ 0,08)
116 | H H H H H Bn OCH; inaktiv (30 pM)?
117 H H H H H H OCH,CHj; inaktiv (30 pM)?
118 H H H H H H OtBu inaktiv (30 pM)?
119 H H H H H H OPh 11+1(1,93+0,02)
120 H H Ph H H CH; OCH; 2,3+0,7 (0,58 £ 0,04)
121 H H Ph H H CH; NHCH; 14 + 3 (0,08 £ 0,05)
122 H H 2-furyl H H CH; OCH; 1,5+ 0,5 (0,36 £ 0,06)
123 H H 3-furyl H H CH; OCH; 8+2(0,01 +0,01)
124 | H H  2-thiophenyl H H CH; OCH; 4+1(0,39 £0,05)
125 H H  3-thiophenyl H H CH; OCH; 2,5+0,7 (0,53 £ 0,04)
126 H H 4-pyridyl H H CH; OCH; 9+4(0,1+0,2)
127 H H 3-pyridyl H H CH; OCH; 3,8 £ 0,6 (0,06 + 0,05)
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Daher wurden anschlieffend weitere Modifikationen in 5-Position untersucht (Tabelle 6). Die
Einfilhrung eines Brom-Substituenten (110) verbesserte die Potenz nochmals leicht im Vergleich zum
Chlor-Derivat 103, wihrend die Erweiterung mit einem Phenyl-Rest (111) die Potenz um das 10-fache
steigern konnte. Die Verlingerung des Linkers zum Benzyl-Rest (112) in 5-Position hingegen wurde

nicht toleriert, was auf die Préferenz eines starren Biarylsystems hindeutete.

Des Weiteren wurden Substituenten am Stickstoff im Indol-Geriist untersucht (Tabelle 6), wobei eine
zweifache Steigerung der Potenz durch Einfithrung einer Methyl-Funktion (113) im Vergleich zum
unsubstituierten Ausgangsfragment 95 beobachtet wurde. Die Verlingerung zum Ethyl-Analog (114)
hingegen war nicht bevorzugt. Ein Phenyl-Rest in 1-Position (115) kehrte sogar die Aktivitit am Rezep-
tor um und fiihrte zu schwacher Aktivierung von Nurrl, wohingegen auch hier die Verldngerung des
Linkers zum Benzyl-Derivat 116 nicht toleriert wurde. AufSerdem wurde die Rolle des metabolisch
instabilen Methylesters in 3-Position des Fragments 95 ndher analysiert (Tabelle 6). Der Austausch zur
freien Carbonsiure, sowie zum Aldehyd und dem Methyl- bzw. Ethylketon fithrte jedoch zu inaktiven
Derivaten. Auch die Expansion zum Ethyl- (117) und tert-Butyl-Ester (118) wurde nicht toleriert. Wie
auch im N-Phenyl-Derivat 115, bewirkte die Einfithrung eines Phenyl-Restes (119) als Erweiterung des
Esters eine Umkehr zu agonistischer Aktivitdt an Nurrl und erinnert an das Substitutionsmuster des
Chinolins im Agonisten 19. Nach der systematischen Untersuchung aller Strukturelemente und Positi-
onen des inversen Nurrl-Agonisten 95 wurden die bevorzugten Modifikationen des Phenyl-Restes in
5-Position (111) und der N-Methyl-Substitution (113) in Derivat 120 kombiniert (Tabelle 6), was
jedoch keine weitere Steigerung der Potenz brachte, in der Aktivitdt dem Analog 111 aber gleichwertig
war. 120 diente daher als neuer Ausganspunkt fiir weitere Optimierungsversuche, wobei wiederum
versucht wurde, den metabolisch instabilen Methylester zu ersetzen. Doch auch der Austausch des
Ester-Motivs gegen Carbonsdureamide in 3-Position war nicht zielfithrend. Das Methylamid 121 wurde
zwar toleriert, fithrte aber trotz hoher Repressions-Effizienz zu einer 10-fach verringerten Potenz. Ein
zweifach substituiertes Dimethylamid-Derivat sowie der grofiere Ethylamid-Substituent fithrten hinge-
gen zu vollstindigem Aktivitatsverlust an Nurrl. Somit konnte kein addquater Ersatz fiir den Methyl-
ester gefunden werden. Abschlieffend wurde durch das Einfithren von aromatischen Heterozyklen
(122-127) anstelle des bevorzugten Phenyl-Restes in 5-Position versucht 120 weiter zu optimieren (Ta-
belle 6). Die Furan-Derivate 122 und 123 sowie die Thiophen-Analoga 124 und 125 zeigten vergleich-
bare Potenzen im unteren mikromolaren Bereich mit verbesserter Repressions-Effizienz gegeniiber 120.
Ebenso wurde das Einfiithren von Pyridin-Substituenten in 126 und 127 gut toleriert und zeigte mit dem
3-Pyridyl-Derivat 127 eine sehr hohe Repressions-Effizienz mit lediglich 6 % verbleibender Rezeptorak-
tivitat. Ein Versuch, die zuvor beobachteten giinstigen Modifikationen durch den 7-Chlor-Substituen-
ten in 107 und den unsubstituierten Stickstoff im Indolgrundgeriist (111) mit dem bevorzugten Pyridin-

Derivat 127 zu kombinieren, erreichte keine weitere Steigerung der Aktivitit.

Somit gingen 120 und 127 als zwei potente inverse Nurrl-Agonisten mit unterschiedlicher Effizienz aus
dieser umfangreichen SAR-Studie hervor, die die NSARs als erste Vertreter dieser Klasse an Nurrl-
Liganden in ihrer Potenz etwa um den Faktor 10 {iberstiegen. Wie schon bei den NSARs, zeigte sich
innerhalb der NR4A-Familie keine Selektivitit gegeniiber den verwandten Rezeptoren Nur77 und
NOR-1 im Gal4-Hybrid-Reportergenassay, jedoch war fiir beide Substanzen die Repressions-Effizienz
an Nurrl am stirksten ausgeprégt. Auflerhalb der NR4A-Subfamilie zeigten 120 und 127 keine Aktivitat
an weiteren NRs. In Kooperation mit Dr. Jan Heering wurde auch fiir diese Substanzklasse der moleku-

lare Wirkmechanismus anhand von 127 im zellfreien TR-FRET-System néher untersucht. Der inverse
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Agonist verdrangte die Co-Repressoren NCoR1 und SMRT von der Nurrl-LBD (Abbildung 40a, b), war
jedoch nicht in der Lage, die Rekrutierung des Co-Aktivators NCoA6 zu beeinflussen. Auch der Einfluss
auf das Dimerisierungsverhalten des Rezeptors unterschied sich bei 127 von den NSARs. Wihrend die
Homodimerisierung dosisabhéngig unterdriickt wurde (Abbildung 40c), zeigte sich kein Effekt auf die
Bildung des Heterodimers mit der RXRa-LBD. Auch die Beobachtungen im zelluldren Testsystem des
Volllaingenrezeptors Nurrl sprechen fiir eine Monomerpriaferenz dieser Substanzklasse, da sowohl 127
als auch 120 bis 50 uM keinerlei Aktivitit am Homodimer (NurRE)- und Heterodimer (DR5)-Response-
Element zeigten. Die Nurrl-Aktivitit am Monomer Response-Element (NBRE) wurde jedoch von
beiden Substanzen mit moderater Effizienz und ICs-Werten im unteren mikromolaren Bereich
reduziert (Abbildung 40d). Somit ergaben sich einige mechanistische Unterschiede zu den NSARs als
inversen Nurrl-Agonisten, die ein differenziertes Bild der Co-Regulator-Interaktion und der Modula-
tion der Monomer-Oligomer-Equilibria zeigen, wodurch die Entwicklung genselektiver Liganden
moglich erscheint. Allerdings bedarf es fiir das umfassende Verstdndnis der inversen Nurrl-Agonisten

noch eines besseren Verstindnisses der molekularen Aktivierungsmechanismen von Nurrl.
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Abbildung 40: Charakterisierung von 127 und 120 in zellfreien und zelluliren Systemen. (a-c) 127 verdringte die Tb**-gekoppel-
ten Co-Repressoren NCoRI (a) und SMRT (b) von der sGFP-gelabelten Nurr1-LBD und konnte die Homodimerisierung (c) der
Tb*- und sGFP-gelabelten Nurrl-LBD dosisabhdngig verhindern. Gezeigt sind die dimensionslosen HTRF-Werte als MW +
S.E.M.; N = 3. (d) Eine Aktivitit von 120 und 127 am Volllingenrezeptor Nurrl in HEK293T-Zellen konnte nur fiir das Mono-
mer-Response-Element (NBRE) festgestellt werden, nicht jedoch fiir das Homodimer (NurRE) und Heterodimer (DRS5). ICso- Werte
[uM] sind MW + S.E.M.; n > 3.

Kreuztitrationen von 127 mit AQ (19) im Gal4-Nurrl-Reportergenassay deuteten dhnlich wie bei den
NSARs (siehe Kapitel 3.3) darauf hin, dass die inversen Agonisten mit Indol-Grundgeriist mit einer
anderen Bindestelle interagieren als AQ (19), da die Dosis-Wirkungskurven nur auf der y-Achse
verschoben und gestaucht wurden, jedoch kein kompetitiver Effekt der beiden Liganden zu erkennen
war. Abschlieflend wurde die Wirkung der neuen inversen Nurrl-Agonisten in einem nativen zelluldren
System validiert, wofiir humane Astrozyten (T98G) fiir 8 h mit 120 und 127 inkubiert und anschliefSend
der Einfluss auf die Expression Nurrl-abhdngiger dopaminerger Gene mittels QRT-PCR untersucht
wurden. Beide Substanzen bewirkten eine signifikante Reduktion der mRNA-Expression von DDC, TH
und VMAT?2 im Vergleich zu unbehandelten Zellen, wodurch der inverse Agonismus an Nurrl auf
zelluldrer Ebene bestitigt werden konnte (Abbildung 41a). Die zuvor im Gal4-Nurrl-Testsystem
beobachteten Unterschiede in der Repressions-Effizienz beider Substanzen waren allerding nicht
erkennbar, was durch die zytotoxischen Effekten von 127 bedingt sein konnte, die sich auch durch einen
Einfluss auf das Referenzgen GAPDH zeigten. Des Weiteren wurde die Freisetzung des proinflamma-
torischen Zytokins IL-6 von T98G-Zellen 24 h nach der Inkubation mit 120 mittels Enzyme-linked Im-

munosorbent Assay (ELISA) aus dem Medium der Zellen bestimmt. Dabei steigerte der inverse Agonist
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dosisabhingig die IL-6-Level und dhnelte damit in seiner Wirkung dem Effekt des siRNA-vermittelten
Knockdowns von Nurrl (si-Nurrl) auf die IL-6-Ausschiittung (Abbildung 41b, c), was eine mogliche

Beteiligung von Nurrl an neuroinflammatorischen Prozessen unterstreicht (siehe Kapitel 3.5.2).
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Abbildung 41: Biologische Effekte von 120 und 127. (a) Effekte von 120 und 127 (je 30 uM) auf die mRNA-Expression der Nurrl-
abhdingigen Gene DDC, TH und VMAT2 in T98G-Zellen vs. 0,1 % DMSO (ctrl). Die gezeigten Werte sind MW + S.E.M.; n = 4.
mRNA-Level wurden mittels gRT-PCR bestimmt und durch die 2*“"-Methode in Bezug auf das Referenzgen GAPDH analysiert.
(b) T98G setzten nach Behandlung mit LPS (1 ug/mL) IL-6 frei, was durch si-Nurrl (vs. Kontroll-siRNA, si-ctrl) deutlich gesteigert
wurde. Die Werte sind MW + S.E.M. der IL-6-Level; n = 3. (c) In gleicher Weise forderte 120 signifikant die Freisetzung von IL-6
in LPS-behandelten T98G-Zellen. Die Werte sind MW + SEM.;n=4.#p < 0,1, *p < 0,05, ** p < 0,01 vs. 0,1 % DMSO (t-Test).
Somit erweisen sich die aus einem Fragment Screening entwickelten, neuen, inversen Nurrl Agonisten
als hilfreiche tool compounds, um eine reduzierte Aktivitit des konstitutiv aktiven Rezeptors zu

untersuchen, wobei sich besonders 120 fiir zelluldre Studien eignet.

3.5.2 Statine vermitteln neuroprotektive Effekte durch Nurr1 Agonismus

Anders als bei den Indol-basierten inversen Agonisten (Kapitel 3.5.1) zeigte der Arzneistoff Fluvastatin
(97), von dem sich der agonistische Treffer 91 im Fragment-Screening ableitet, ebenfalls Aktivitdt im
Gal4-Nurrl-Reportergenassay, sogar mit gesteigerter Potenz (Abbildung 42a,b). Aufgrund dieser viel-
versprechenden Beobachtung wurden die {ibrigen Vertreter der Arzneistoffklasse der Statine, die als
Lipidsenker vielfach klinisch angewendet werden, auf ihre Nurrl-modulatorische Aktivitat untersucht,
um zu sehen, ob es sich hierbei um einen Klasseneffekt handelt. Die strukturell verwandten synthe-
tischen Statine der zweiten Generation 128-130 zeigten ebenfalls agonistische Aktivitit an Nurrl mit
groflen Unterschieden in der Potenz und insgesamt geringerer Aktivierungseffizienz. Pitavastatin (128)
war dabei das potenteste Statin mit einem ECso-Wert von 0,12 pM, wihrend Rosuvastatin (130) die
geringste Potenz zeigte (ECs; 23 uM). Die Statine der ersten Generation Lovastatin (131) und
Simvastatin (132) waren in Potenz und Effizienz mit Fluvastatin (97) vergleichbar, nur Pravastatin (133)
zeigte als einziger Vertreter dieser Arzneistoffklasse keine Aktivitit an Nurrl. Wie bereits bei der
Aktivitditsumkehr durch den Phenylester in 119 der Indol-basierten Klasse von inversen Nurrl-
Agonisten beobachtet wurde, weisen auch die Nurrl-Agonisten 97 und 128 strukturelle Verwandtschaft
zum bekannten Liganden 19 auf, wie ein Alignment der Strukturen veranschaulicht (Abbildung 42c¢).
Auch die synthetischen Statine 129 und 130 teilen ein dhnliches Grundgeriist des zentralen stickstoft-
haltigen Heterozyklus mit para-Fluor-substituiertem Phenylring in gleicher Orientierung. Die Statine
131-133 sind dagegen als natiirlich vorkommende Monacoline extrahiert oder von diesen abgeleitet
und weisen daher keine aromatischen Ringsysteme auf. Da bei 131 und 132 die charakteristische

Carbonsdure-Seitenkette in einer geschlossenen Lactonform vorliegt, scheint eine direkte Interaktion
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der Saurefunktion mit Nurrl fir die Aktivierung nicht entscheidend zu sein, sondern andere
Molekiillmerkmale von Bedeutung. Dafiir spricht auch, dass das offenkettige Statin 133 als einziger

Vertreter keinerlei Aktivitit an Nurrl aufwies.

F
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129 0,78+ 0,14
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Abbildung 42: Identifikation von Statinen als Nurrl-Modulatoren. (a) Aktivititen der Statine im Gal4-Nurrl-Reportergenassay,
Screeninghit 91 zum Vergleich. ECs-Werte sind MW + S.E.M.; n > 3. Max. vielfache Aktivierung bezieht sich auf 0,1 % DMSO.
(b) Chemische Strukturen der zugelassenen Statine. Fragment 91 ist im davon abgeleiteten Fluvastatin (97) gekennzeichnet.
(¢) Das Alignment von Fluvastatin (97) und Pitavastatin (128) mit AQ (19) zeigt gemeinsame strukturelle Merkmale.

Um die Aktivitdt der Statine an Nurrl ndher zu charakterisieren, wurden die beiden effizientesten
Substanzen, 97 und 132, als Vertreter aus beiden Gruppen dieser Arzneistoffklasse fiir tiefgreifende
mechanistische Studien ausgewdhlt. Ein wichtiger Vorteil fiir Untersuchungen im TR-FRET-System
ergab sich dabei auch aufgrund des fehlenden Chromophors in Statinen der ersten Generation. Alle vier
zuvor untersuchten Interaktionen der Nurrl-LBD mit Peptiden der Co-Regulatoren NCoR1, SMRT,
NCoA6 und NRIP1 (vgl. Kapitel 3.3) wurden durch beide Statine im zellfreien System dosisabhingig
blockiert (Abbildung 43a-d). In Kooperation mit Dr. W. Kilu/Dr. J. Heering wurde auch der Einfluss
auf das Dimerisierungsverhalten des Rezeptors im TR-FRET-Setting untersucht (Abbildung 43e,g) und
zeigte, dass 132 die Homodimerisierung fast vollstindig unterdriickte, wahrend 97 einen schwiécheren
Effekt zeigte. Anders als bei den NSARs 49 und 51 beobachtet, zeigten die Statine allerdings keinen
Effekt auf die Heterodimerisierung mit der RXRa-LBD. Die Effekte von 132 auf das Co-Regulator-
Interaktionsprofil und die Homodimerisierung von Nurrl waren insgesamt stirker ausgeprigt und
zeigten hohere Potenz (Abbildung 43g). Obwohl das Profil im zellfreien System den inversen Agonisten
(Kapitel 3.3 und 3.5.1) dhnelte, konnte 132 in den nativen Reportergenassays den Volllingenrezeptor
Nurrl an allen drei Response-Elementen mit Potenzen im unteren mikromolaren bis nanomolaren
Bereich aktivieren (Abbildung 43f,g) und eignete sich damit gut als Nurrl-agonistische Modellsubstanz

fiir weitere zelluldre Untersuchungen.
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Abbildung 43: Charakterisierung von 97 und 132 in zellfreien und zelluldren Systemen. (a-d) 97 und 132 verdringten die
Fluoreszein-gelabelten Co-Regulatoren NCoR1 (a), SMRT (b), NCoA6 (c) und NRIPI (d) von der Tb**-gekoppelten Nurrl-LBD.
(e) Die Homodimerisierung der Tb**- und sGFP-gelabelten Nurrl-LBD wurde von 132 verhindert und von 97 beeintrdchtigt.
(a-e) Dargestellt sind die dimensionslosen HTRF-Werte als MW + S.E.M.; N = 3. (f) 132 aktivierte den Volllingenrezeptor Nurrl
in zelluldren Reportergenassays (HEK293T) fiir das Monomer (NBRE), das Homodimer (NurRE) und das RXR-Heterodimer
(DR5). Die Werte sind MW + S.E.M., n 2 3. (g) Zusammengefasste Aktivititen im TR-FRET-Setting (oben) und den Volllingen-
Reportergenassays (unten); ECso-Werte als MW + S.E.M.; max. vielfache Aktivierung bezogen auf 0,1 % DMSO; n = 3.

Um eine mogliche klinische Relevanz der Nurrl-Aktivierung durch Statine vorldufig bewerten zu
konnen, wurde zunédchst in humanen Astrozyten (T98G) ihr Effekt auf eine LPS-induzierte Neuro-
inflammation anhand der Freisetzung von IL-6 mittels ELISA untersucht. Die Tatsache, dass sowohl 97
als auch 132 die Freisetzung von IL-6 signifikant senken konnten und 133 als einziges inaktives Statin
an Nurrl keinen Effekt zeigte, deutete darauf hin, dass diese Reduktion der inflammatorischen Antwort
Nurrl-vermittelt stattfindet (Abbildung 44a). Durch Knockdown des Rezeptors, der mittels Trans-
fektion von T89G-Zellen mit Nurrl-gerichteter siRNA (si-Nurrl) erzielt wurde (Kontroll-siRNA zum
Vergleich, si-ctrl), konnte diese Vermutung fiir 132 im gleichen Versuchsaufbau weiter bestétigt werden
(Abbildung 44b). Die Knockdown-Effizienz wurde anhand der relativen Nurrl-mRNA-Expression
mittels QRT-PCR iiber die 2"*“-Methode mit GAPDH als Referenzgen bestimmt und zeigte eine 63 %ige
Reduktion des Rezeptorgens im Vergleich zu Zellen, die mit si-ctrl behandelt wurden. Der Nurrl-
Knockdown steigerte die Freisetzung von IL-6 erheblich, Simvastatin (132) bewirkte jedoch kaum eine

Reduktion der IL-6-Freisetzung in mit si-Nurrl behandelten Zellen.

Basierend auf diesen sehr vielversprechenden Beobachtungen wurden die moglichen Nurrl-vermittel-
ten antineuroinflammatorischen und neuroprotektiven Effekte durch differenzielle Genexpressions-
analyse in Astrozyten ndher untersucht. Dazu wurden ebenfalls T98G-Zellen mit si-Nurrl und si-ctrl
transfiziert und nach 24 h entweder mit oder ohne LPS als Entziindungsstimulus fiir 12 h mit DMSO
(0,1 %) inkubiert. Die gesamte mRNA wurde anschlieflend aus den Zellen extrahiert und mittels RNA-
Sequencing (durch die Firma Novogene) analysiert. Dabei bestitigte sich die Vermutung, dass allein der
Nurrl-Knockdown in Astrozyten Neuroinflammation induzierte. Er verdnderte in beiden Fallen
(+/- LPS) signifikant die Expression von knapp 8000 Genen (Abbildung 44c,d). Die verdnderte
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Expression von 5868 Genen war hierbei unabhiangig von der Inkubation mit LPS nur auf den Knock-
down des Rezeptors zuriickzufiihren und bei jeweils knapp 2000 Genen zeigten sich Unterschiede im
Kontext der LPS-induzierten Neuroinflammation (Abbildung 44d). So wurden zahlreiche Interferone
und Chemokine, Zytokinrezeptoren, Gene des JAK-STAT-Signalweges und der TNF-Superfamilie teils
deutlich durch den Nurrl-Knockdown induziert. Aulerdem zeigte eine Analyse der KEGG-Pfade***¥,
dass vor allem Gene, die mit PD und AD assoziiert werden, sowie an oxidativer Phosphorylierung,
Apoptose und dem p53-Signalweg beteiligt sind, verdndert exprimiert wurden (Abbildung 44e).
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Abbildung 44: Beteiligung von Nurrl an Neuroinflammation. (a) Mit LPS (1 ug/mL) behandelte T98G-Zellen setzen nach
Behandlung mit 97 und 132 signifikant weniger IL-6 frei. 133 diente als Negativkontrolle und zeigte keinen Einfluss auf die IL-6-
Freisetzung. Die Werte sind MW + S.E.M., n = 4. (b) Der Effekt von 132 auf die IL-6-Freisetzung von LPS-behandelten
T98G-Zellen ist mit si-Nurrl nicht mehr signifikant. Die Werte sind MW + S.E.M., n = 3. (c—e) Differenzielle Genexpressions-
analyse in T98G behandelt mit si-Nurrl oder si-ctrl; n = 3 (c) Vulkan-Diagramm zeigt den log der vielfachen Anderung in den
Genexpressionslevels (x-Achse) vs. statistische Signifikanz (-logio (p-Wert); y-Achse) ohne LPS. (d) Venn-Diagramm der gleichen
Analyse fiir Zellen, die ohne oder mit LPS behandelt wurden. (e) Anreicherung von KEGG-Pfaden zeigt die Beteiligung von Nurrl
an neurodegenerativen Erkrankungen und Neuroinflammation. Gezeigt sind die statistischen Signifikanzniveaus (~logio(padj))
der regulierten KEGG-Pfade. Die Zahlen beziehen sich auf die Anzahl der differenziell regulierten Gene, die mit dem Pfad
verbunden sind. #p < 0,1, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (a,b,e).

Um die méglichen Nurrl-vermittelten neuroprotektiven Effekte von 132 nédher zu untersuchen, wurden
T98G in gleicher Weise fiir 12 h mit 132 (10 uM) behandelt und dessen Effekte auf die Genexpression
mit denen des Nurrl-Knockdown verglichen (Abbildung 45). Dabei wurden 405 durch den Knockdown
herunterregulierte Gene durch 132 induziert und 363 durch den Knockdown induzierte Gene von 132
signifikant herunterreguliert (Abbildung 45a). Unter diesen fiel besonders die Hiufung von Genen auf,
die mit der Regulation metabolischer Pfade assoziiert werden (Abbildung 45b). So wurden Gene, die an
der Glukose-Verwertung (PGM1, SLC2A6) und Energiegewinnung (ACSS2) beteiligt sind, entgegen-
gesetzt reguliert. Interessanterweise induzierte der Cholesterinsenker 132 auch Gene der Cholesterol-
Biosynthese (z. B. MVD, TM7SF2, MVK, DHCR?7, LSS), die durch den Nurrl-Knockdown herunter-
reguliert wurden. Auflerdem zeigte 132 ein antientziindliches und antiapoptotisches Genexpressions-
profil, indem 132 beispielsweise den NFkB-Inhibitor a (NFKBIA) induzierte und die Expression der
NFkB-induzierenden Kinase MAP3K14 sowie des Interferon-alpha-induzierbaren Proteins 27 (IF127)
herunterregulierte (Abbildung 45c¢). Der Nurrl-Knockdown hingegen zeigte die gegenteilige Wirkung,
was auf zytoprotektive Effekte der Nurrl-Aktivierung durch 132 hindeutet.

Auch in Nurrl-defizienten Zellen (si-Nurrl) wurde der Einfluss von 132 auf die Genexpression unter-
sucht. Somit konnte die Regulation von 1948 Genen (1058 induziert, 890 herunterreguliert) durch 132

als Nurrl-vermittelt angenommen werden, da diese Effekte mit 132 in Nurrl-defizienten Zellen nicht
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Abbildung 45: Simvastatin (132) beeinflusste die Genexpression von Astrozyten (T98G) in Abhdingigkeit von Nurrl. (a-c) Die
Heatmaps zeigen gegenteilige signifikante Effekte (p < 0,05) von 132 (vs. DMSO, in Gegenwart von si-ctrl) und si-Nurrl-vermit-
teltem Knockdown (vs. si-ctrl, in Gegenwart von DMSO) als logz der vielfachen Anderung; n = 3. Insgesamt wurden 768 Gene
entgegengesetzt reguliert (a), wobei besonders Gene des Glukose- und Cholesterol-Stoffwechsels (b) betroffen waren, sowie Gene,
die in Entziindungs- und Apoptose-Prozesse eingreifen (c). (d-f) Nurrl-vermittelte Effekte von 132 wurden zusdtzlich durch
gleichzeitige Behandlung der Zellen mit 132 (vs. DMSO) und si-Nurr1 oder si-ctrl analysiert; n = 3. (d) Vulkan-Diagramme zeigen
den log: der vielfachen Anderung in den Genexpressionslevels (x-Achse) vs. statistische Signifikanz (~logio (p -Wert); y-Achse) mit
si-ctrl und +/- LPS. Effekte von 132, die auch mit si-Nurrl signifikant waren, sind grau dargestellt. (e) Venn-Diagramme der
gleichen Analysen zeigen den Anteil der Nurrl-vermittelten Effekte von 132. (f) Die Nurrl-vermittelte Auswirkung von 132 auf
die Regulation von KEGG-Pfaden ist anhand der statistischen Signifikanzniveaus (-logio(padj)) gezeigt. Die Zahlen beziehen sich
auf die Anzahl der differenziell regulierten Gene, die mit dem Pfad verbunden sind. *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001.

signifikant waren (Abbildung 45d,e). 1067 weitere Gene, die sowohl in Zellen mit si-Nurr1 als auch mit
si-ctrl von 132 beeinflusst wurden, deuten auf die Beteiligung anderer Signalwege hin. Die gleichen
Untersuchungen wurden auflerdem in LPS-behandelten Zellen durchgefithrt, um den Nurrl-
vermittelten Einfluss von 132 auf neuroinflammatorische Prozesse zu analysieren. Hierbei war die Zahl
der durch 132 Nurrl-vermittelt regulierten Gene mit 1389 (709 induziert, 680 herunterreguliert) etwas
geringer (Abbildung 45d,e). Eine Analyse der KEGG-Pfade***** der mit si-ctrl im Vergleich zu si-Nurrl
behandelten Zellen zeigte, dass 132 Nurrl-vermittelte Effekte auf Gene hatte, die mit PD, AD, oxidativer
Phosphorylierung, Zellzyklus und DNA-Replikation zusammenhdngen (Abbildung 45f). Bei LPS-
behandelten Zellen waren zusitzlich Effekte auf Apoptose und p53-Signalwege zu erkennen. Eine
genauere Untersuchung dieser Effekte ergab mehrere neuroprotektive Wirkungen, darunter bspw. eine
Induktion der Hexokinasen, welche zu einer verbesserten Glucoseverwertung im Gerhin betragen
konnten®*”*”. Auflerdem zeigte 132 Nurrl-vermittelte Effekte auf Neurotransmitter-Rezeptoren und

-Transporter sowie auf Entziindungsgene. So wurde bspw. in beiden Fillen der GABA-Rezeptor A3
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(GABRA3) herunterreguliert und interzelluldre Adhasionsmolekiile (ICAMs) sowie NFKBIA induziert.
Insgesamt bestitigte die differenzielle Genexpressionsanalyse, dass Nurrl an den neuroprotektiven
Wirkungen von 132 mit metabolischen, antientziindlichen und antiapoptotischen Komponenten

beteiligt ist.

Dass Statine als 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A(HMG-CoA)-Reduktase-Inhibitoren {iber
einen verbesserten Cholesterol Haushalt neuroprotektive Wirkungen erzielen, ist nicht verwunderlich.
Doch deuten zahlreiche Untersuchungen von Statinen im Kontext neurodegenerativer Erkrankungen
darauf hin, dass Cholesterol-abhéngige Mechanismen diese Wirkung nicht alleine erklaren konnen>*
*2, Da fiir die lipophilen Statine in Laktonform (131 und 132) bereits gezeigt wurde>”, dass sie die Blut-
Hirn-Schranke tiberwinden konnen, und fiir Statine in der freien Sdure-Form aktive Transport-
Mechanismen vermutet werden®”, ist die Aktivierung von Nurrl durch Statine im ZNS potenziell
klinisch relevant. Vor allem 132 konnte im Kontext neurodegenerativer Erkrankungen in vitro und
in vivo iberzeugen und fiihrte zu einer Reduktion proinflammatorischer Molekiile und einer verringer-
ten Aktivierung der Mikroglia, zeigte antioxidative Effekte, verhinderte die Aggregation von
a-Synuclein und schiitzte vor dem Untergang dopaminerger Neurone™”. Bemerkenswert ist auch,
dass eine Studie allen Statinen aufer 133 eine protektive Wirkung gegen PD zuschreibt*®, da 133 auch
das einzige Statin ist, das keine Aktivitdt an Nurrl zeigte. Die zahlreichen vielversprechenden Unter-
suchungen zum moglichen therapeutischen Nutzen der Statine bei neurodegenerativen Erkrankungen
motivierten bereits mehrere klinische Studien mit 132 zur Behandlung von PD, AD und MS. So deutete
eine retrospektive Beobachtungstudie bei PD-Patienten im Frithstadium, die iiber vier Jahre ein Statin
einnahmen, auf eine verlangsamte Progression der Erkrankung hin und zeigte geringere motorische

Beeintrachtigungen im Vergleich zu Patienten ohne Statin-Therapie®”

. Die vorlaufigen Ergebnisse einer
zweijahrigen Phase-2-Interventionsstudie zur Behandlung von moderater PD mit 132 (PD-STAT)*”
konnten noch keinen signifikanten Einfluss auf das Fortschreiten der Erkrankungen feststellen®”,
weshalb weitere Studien zur Klarung dieser Diskrepanz benétigt werden. Eindeutig waren hingegen die
Ergebnisse der Phase-2-Studie MS-STAT, die iiber zwei Jahre die tdgliche Einnahme von 132 (80 mg)
bei sekundér progredienter MS untersuchte. Sie zeigten eine signifikante Reduktion der Hirnatrophie
und verbesserte Funktion des Frontallappens im Vergleich zu Placebo mit zusitzlich gesteigerter
korperlicher Lebensqualitat™®>>®”. Diese bemerkenswerten Erkenntnisse unterstiitzten die Fortfithrung
der Untersuchungen in einer Phase-3-Studie®'’ trotz bislang ungekldrten molekularen Mechanismus der
Neuroprotektion. Die Aktivierung von Nurrl scheint daher, neben anderen bekannten Mechanis-

511-515

men moglicherweise mafigeblich an der neuroprotektiven und antineuroinflammatorischen

Wirkung der Statine beteiligt zu sein.

Somit sind aus dem Fragment-Screening zwei entscheidende Fortschritte zur Identifikation,
Entwicklung und Charakterisierung neuer Nurrl-Liganden hervorgegangen. Auf einem klassisch
medizinal-chemischen Weg gelang es, neue inverse Nurrl-Agonisten als wertvolle tool compounds zu
entwickeln und die Entdeckung des Nurrl Agonismus von Statinen liefert eine potenziell klinisch

relevante Erkldrung der neuroprotektiven Wirkung dieser Arzneistoffklasse.
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4. Zusammenfassung

Nukledre Rezeptoren (NRs) sind eine Familie von 48 ligandenaktivierten Transkriptionsfaktoren, die an
der Regulation unzahliger (patho-)physiologischer Prozesse im Korper beteiligt sind, wie Zell-Prolife-
ration, -Differenzierung, Metabolismus und Entziindungen, wodurch sie interessante therapeutische
Zielstrukturen darstellen">'*. Etwa die Halfte der NRs ist inzwischen gut erforscht, ihre Funktionen und
endogenen Liganden weitestgehend bekannt und synthetische Liganden dieser NRs zum Teil als

Arzneistoffe zugelassen®>’.

Hierzu zéhlen die Peroxisomen-Proliferator-aktivierten Rezeptoren
(PPARS) a, y und 9, die als Lipidsensoren vor allem metabolische Funktionen im Glukose- und Lipid-
stoffwechsel haben, denen aber auch eine Beteiligung an Entziindungsprozessen und neurodegenera-
tiven Erkrankungen zugeschrieben wird'*'*. Mit den Fibraten (PPARa) zur Behandlung von Dyslipida-
mien und Glitazonen (PPARYy) bei Diabetes mellitus Typ 2 haben bereits mehrere PPAR-Agonisten eine
Arzneistoffzulassung erhalten'*'*>'*. Sie sind in ihrer Wirksambkeit jedoch anderen Therapieoptionen
unterlegen und ihre Anwendung ist zusitzlich aufgrund von Nebenwirkungen, die sich aus dem
priméren Wirkmechanismus dieser Substanzklassen ableiten lassen, begrenzt®'*. Daher ist der Bedarfan
neuen Konzepten zur selektiven Modulation der PPARs unter Vermeidung der klassenspezifischen
Nebenwirkungen grofy und neben neuen potenziellen Indikationsgebieten fiir PPAR-Liganden in den

Fokus der aktuellen Forschung gertickt™

. Demgegeniiber steht die andere Hilfte der NRs, deren Funk-
tionen noch nicht umfassend verstanden sind und deren endogene Liganden meist noch nicht identifi-
ziert werden konnten, weshalb sie auch Waisenrezeptoren genannt werden™'>'°. Nurrl ist ein solcher
NR, dem grofles therapeutisches Potential bei neurodegenerativen Erkrankungen wie dem Morbus
Parkinson, der Alzheimer-Demenz und der Multiplen Sklerose zugeschrieben wird"*-*'. Als konstitutiv
aktiver NR wird Nurrl hauptsichlich im ZNS, und dort vor allem in dopaminergen Neuronen,
exprimiert, wo er nach aktuellen Erkenntnissen neuroprotektive und antientziindliche Effekte
vermittelt'®. Die Funktionen des Rezeptors sind bislang allerdings tiberwiegend durch Knockout-Studien
untersucht worden, da geeignete chemische Tools zur spezifischen pharmakologischen Kontrolle der
Nurrl-Aktivitit fehlen. Die strukturellen Kenntnisse tiber die Ligandenbindungsstellen innerhalb der
Nurrl-Ligandenbindedoméne (LBD) sind begrenzt und das Wissen tiber molekulare Mechanismen und
Interaktionspartner ist unvollstindig, was die Entwicklung von Nurrl-Liganden erschwert. Trotz der
jungsten Entdeckungen potenzieller endogener Liganden®7****'® und der Erkenntnisse zu einer direkten
Interaktion der Nurrl-LBD mit kleinen, wirkstoffartigen Molekiilen®®*****?, mangelt es daher an
ausreichend potenten und selektiven synthetischen Nurrl-Agonisten und inversen Agonisten, um die
Nurrl-Modulation als neues therapeutisches Konzept zu validieren. Ziel dieser Arbeit war daher die

Identifikation, Entwicklung und Charakterisierung neuer tool compounds fiir die PPARs und Nurrl.

Das Konzept der Photopharmakologie eroffnet neue Mdoglichkeiten in der zeitlichen und raumlichen
Auflésung und Priazision der biologischen Effekte von wirkstoffartigen Molekiilen*>”. Dieses Prinzip
erschien fiir die Anwendung auf die PPARs sehr attraktiv, um neue Wege in der Modulation dieser NRs
zu beschreiten. Zwei Projekte dieser Arbeit befassten sich daher mit der Anwendung dieses Prinzips auf
PPAR-Liganden. Mit Hilfe computergestiitzten Designs wurden photoschaltbare PPAR-Agonisten, sog.
Photohormone, entwickelt, die die Méglichkeit zur zeitlichen und rdumlichen Kontrolle der Rezeptor-
aktivitdt mit sich bringen. Durch das Einfithren eines Azobenzens in den lipophilen Teil bekannter
PPAR-Agonisten erhielten die Molekiile die Eigenschaft durch Licht verschiedener Wellenldngen rever-
sibel von dem energetisch begiinstigten trans-Isomer in das entsprechende cis-Isomer umwandelbar zu

sein. Die auf diese Weise erhaltenen Photohormone wurden anschlieflend durch geeignete aus Docking-
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Studien abgeleitete Modifikationen in Bezug auf die Selektivitit fiir einen der drei PPAR-Subtypen und
die préferierte Aktivitit einer der beiden Konfigurationen optimiert. Als Leitstruktur fiir PPARy diente
dabei der potente Arzneistoff Rosiglitazon®” (3). Fir PPARa und -8 wurde der pan-PPAR-Agonist
GL479%° (29) als Startpunkt verwendet, welcher bereits iiber eine Azogruppe verfiigte (Abbildung 46).
Durch die terminale Erweiterung des Rosiglitazon-Azologs (32) in p-Position konnte aus drei Derivaten
ein selektiver PPARy-Agonist (36) erhalten werden, dessen cis-Isomer den Rezeptor in vitro 3-fach
effizienter aktivierte als das entsprechende trans-Isomer und somit durch Licht aktiviert werden konnte.
Die Potenzen waren dabei vergleichbar und lagen im unteren mikromolaren Bereich (Abbildung 46).
Mittels isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) konnte bestatigt werden, dass nur das cis-Isomer die
PPARy-LBD bindet, wahrend trans-36 keine Bindungsaffinitit aufwies. Die dennoch im zelluldren Sys-

tem beobachtete Aktivitit lasst sich daher moglicherweise auf verstirkte Isomerisierung zuriickfithren.

Aus dem molekularen Docking von 29 in geeigneten Kristallstrukturen der PPARa- und -8-LBDs erga-
ben sich drei verschiedene Optimierungsansitze, die anhand von zehn Derivaten in vitro analysiert wur-
den. Aus diesen Untersuchungen ging durch gezielte strukturelle Modifikationen ein hochpotenter und
selektiver PPARa-Agonist (38) hervor, der in seiner trans-Konfiguration 35-mal potenter war als das
entsprechende cis-Isomer. Auflerdem wurde ein dualer PPARa- und -§-Agonist (41) mit ausgegliche-
nen Aktivierungseffizienzen und Potenzen an beiden Rezeptoren erhalten, dessen trans-Préferenz sich
vor allem im Unterschied der Aktivierungseftizienzen zeigte (Abbildung 46). Das Potenzial der photo-
schaltbaren Liganden, wurde in einem neuen Testsystem unter Beweis gestellt, indem im zelluldren
Assay Fluoreszenzreporter statt der Luciferase-Reporter verwendet wurden und somit die Rezeptor-
aktivitit in lebenden Zellen im zeitlichen Verlauf bestimmt werden konnte. Das ermdglichte eine spatio-
temporale Auflosung der PPAR-Aktivierung, die durch konstitutiv aktive Modulatoren nicht moglich

wire und somit den Nutzen der neuen Liganden als wertvolle photopharmakologische Tools belegte.
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Abbildung 46: Optimierung der Leitstrukturen 3 und 29 zu photoschaltbaren PPAR-Agonisten. Die Aktivititen wurden in Gal4-
PPAR-Reportergenassays bestimmt. ECso-Werte sind MW + S.E.M.; n > 3. Rel. max. Aktivierungvs. 1 uM 1 (), 2 (y) und 16 (8).
Neben der Photopharmakologie als neuem Modulations-Konzept fiir NRs ist auch die Identifikation
und Charakterisierung endogener Liganden fiir die Entwicklung neuartiger tool compounds von grofler
Relevanz, da sie Aufschluss iiber den Nutzen und die Moglichkeiten einer pharmakologischen Rezeptor-
modulation geben konnen””’. Mit der Entdeckung der PPARy-Aktivierung durch oxidierte Vitamin-E-
Metaboliten und den verwandten Naturstoff Garcinolsdure (48) konnte ein neuer Aktivierungsmecha-
nismus aufgedeckt und anhand von 48 niher analysiert werden. In vitro fithrte die gleichzeitige
Inkubation mit 48 und dem orthosterischen Agonisten Pioglitazon (2) zu einer additiven PPARy-
Aktivierung und deutete auf die Bindung verschiedener Bindestellen hin. Eine Analyse des PPARy-
Co-Regulator-Interaktionsprofils in Gegenwart der beiden Agonisten im zellfreien System zeigte
erstaunliche Effekte, indem durch den Agonisten 48 die Co-Repressoren NCoR1 und SMRT rekrutiert
und die Co-Aktivatoren CBP, PGC-1a, NCoA6 und DRIP-2 verdrangt wurden, wéahrend 2 sich genau
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gegensitzlich verhielt. Das Losen einer Co-Kristallstruktur der PPARy-LBD im Komplex mit 48 lieferte
eine Erkldrung fiir dieses ungewohnliche Verhalten. Die PPARY-LBD zeigte dabei eine typisch aktive
Konformation wie im Komplex mit dem Agonisten 3, wobei ein Molekiil 48 in der orthosterischen
Bindetasche mit seiner Sdurefunktion die kanonische Aktivierungstetrade koordinierte. Zusatzlich war
allerdings noch ein zweites Molekiil 48 in einer allosterischen Bindetasche vorzufinden, welche den
ausgedehnten lipophilen Raum im Anschluss an die klassische orthosterische Tasche ausfiillte. Eine
Genexpressionsanalyse in humanen Hepatozyten zeigte, dass sich dieser besondere Aktivierungs-
mechanismus von 48 auch in der Modulation der PPARy-regulierten Genexpression widerspiegelte und
erheblich differenzierter war als das Profil von 2. Moglicherweise lasst sich aus dem selektiven Adressie-
ren dieser allosterischen Bindestelle zukiinftig eine therapeutische Anwendung ableiten, die das Poten-
zial der PPARY Aktivierung besser ausschopft als es bisherige orthosterische PPARy-Agonisten tun. Mit
der Entwicklung von Photohormonen fiir PPARs und der umfassenden molekularen Charakterisierung
der PPARy-Modulation durch das Vitamin-E-Mimetikum 48 hat die vorliegende Arbeit somit wichtige
neue Erkenntnisse und chemische Tools fiir diese vermeintlich umfassend studierte Familie nukledrer

Rezeptoren hervorgebracht, die neue Wege zu selektiver PPAR-Modulation erdffnen.

Aufgrund der wenigen bekannten Nurrl-Liganden, die als Anhaltspunkte zu Beginn dieser Arbeit zur
Verfiigung standen, sollten verschiedene Strategien zur Identifikation und Entwicklung neuer tool
compounds verfolgt werden, um den Strukturraum schnell und divers erweitern zu kénnen. Der erste
Ansatz wurde inspiriert von den ersten ligandengebundenen Co-Kristallstrukturen der Nurrl-LBD im
Komplex mit den Prostaglandinen A1*"” und A2*°. Die potenziell endogenen Nurrl-Liganden sind
Entziindungsmediatoren, die aus mehrfach ungesittigten Fettsauren mittels Umwandlung durch die
Cyclooxygenasen (COX) 1 und 2 hervorgehen***". Daher entstand die Hypothese, dass synthetische
COX-Inhibitoren, auch bekannt als nichtsteroidale Antirheumatika (NSARs), Nurrl modulieren
konnten. In vitro Untersuchungen (Gal4-Testsystem) bestdtigten diese Vermutung und aufgrund der
hohen konstitutiven Nurrl-Aktivitit konnte eine bidirektionale Modulation beobachtet werden. Aus 39
strukturell diversen NSARs wurden zwei aktivierende (Meclofenaminsdure (49) und Aceclofenac (54))
und vier inhibierende (Meloxicam (50), Oxaprozin (51), Parecoxib (52) und Valdecoxib (53)) Substan-
zen identifiziert, wovon die potentesten und effizientesten Vertreter (49, 51 und 52) verwendet wurden,
um Co-Regulator-Interaktionen und Dimerisierungsverhalten von Nurrl zu studieren (Abbildung 47).
Neben zwei bekannten Interkationen®**** mit den Co-Repressoren NCoR1 und SMRT, konnten NCoA6
und NRIP1 als weitere Co-Regulatoren von Nurrl identifiziert werden. Uberraschenderweise zeigten
49, 51 und 52 im zellfreien System ein dhnliches Profil, indem alle vier Co-Regulatoren von der Nurr1-
LBD verdringt wurden. Diese Diskrepanz wurde am Volllingenrezeptor Nurrl anhand der drei nativen
Response-Elemente (REs) entsprechend den Aktivititen als Monomer, Homodimer und RXR-Hetero-
dimer ndher analysiert. Damit konnten 51 und 52 als inverse Nurrl-Agonisten an allen drei REs besta-
tigt werden. 49 hingegen zeigte ein differenzierteres Aktivitatsprofil, da kein Effekt am Nurrl-Monomer
zu erkennen war, wahrend die Aktivitat beider Dimere dosisabhéngig reduziert wurde. Trotz der feh-
lenden Aktivitit am Monomer-RE deuteten weitere Untersuchungen auf eine Monomerpraferenz von
49 hin. Durch die gleichzeitige Inkubation mit einem der NSARs und dem publizierten Nurrl-Agonis-
ten Amodiaquin (AQ, 19) in den verschiedenen Nurrl-Reportergenassays konnte schliellich die These
von zwei unabhéngigen Bindestellen innerhalb der Nurr1-LBD gestiitzt werden. Mit den NSARs als den
ersten inversen Nurrl-Agonisten konnte somit gezeigt werden, dass die hohe konstitutive Nurrl-Akti-
vitat bidirektional moduliert werden kann, und dass sowohl das Co-Regulator-Rekrutierungsprofil als
auch das Dimerisierungsverhalten an der Vermittlung von Ligand-Effekten entscheidend beteiligt sind.
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Abbildung 47: Modell der Nurrl-Modulation durch niedermolekulare Liganden. Die Aktivititen wurden im Gal4-Nurrl-
Reportergenassay bestimmt. ECso/ICso-Werte sind MW + S.E.M.; n 2 3. Max./min. vielfache Akt. vs. DMSO (0,1 %).

Der zweite Ansatz zur Identifikation neuer Nurrl-Liganden beruhte auf den synthetischen Liganden
AQ (19) und Chloroquin (25)***®. Bekannt als alte Antimalariawirkstoffe, sind beide Substanzen
moderate Nurrl-Agonisten (ECso Nurrl: 36 uM (19), 47 uM (25))*** mit zahlreichen unspezifischen
Effekten*******"*, die den Einsatz als tool compounds fiir Nurrl erschweren. Eine Evaluation der einzel-
nen Strukturmerkmale dieses Chemotyps zeigte, dass das gemeinsame 7-Chlorochinolin-4-amin (57)
Grundgeriist von 19 und 25 ausreichend ist, um Nurrl zu aktivieren (ECso Nurrl: 259 uM). Daraufthin
wurde 57 in einem Fragment-basierten Ansatz durch systematische Verdnderungen im Substitutions-
muster und Zweiringsystem in seinem Nurrl-Agonismus optimiert. Die beiden potentesten Fragmente
71 und 73 zeigten dabei eine 35- bzw. 15-fach gesteigerte Potenz im Vergleich zum Startfragment 57
und iibertrafen damit sogar 19 und 25 (Abbildung 47). Der agonistische Charakter bestitigte sich durch
eine vermehrte Rekrutierung der Co-Regulatoren NCoR1 und SMRT und gesteigerte Bildung des
Nurrl-Homodimers im zellfreien System. Auflerdem aktivierten beide Fragmente den Volllingen-
rezeptor Nurrl an allen drei nativen REs und induzierten deutlich die Genexpression Nurrl-abhéangiger
dopaminerger Gene in humanen Astrozyten. Die Nurrl-Agonisten 71 und 73 zeigten damit ein
geeignetes Profil, um als neue Tools fiir Nurrl zu dienen, und sind gleichzeitig durch ihren Fragment-

Charakter attraktive Startpunkte fir die Entwicklung neuer Nurrl-Liganden.

Die dritte Strategie der Suche nach Nurrl-Liganden umfasste ein breitangelegtes in vitro Screening
(Gal4-Assay), bei dem eine Bibliothek von 480 Arzneistoff-Fragmenten auf ihre Nurrl-modulatorische
Aktivitat getestet wurde. Aus 24 primdren Treffern (Reporteraktivitit > 1,50 oder < 0,60) konnten
sieben Fragmente (90-96; vier aktivierende, drei inhibierende) als Nurrl-Modulatoren im Gal4-Test-
system validiert werden. Aus den Ergebnissen des Screenings gingen anschlieffend zwei Projekte hervor,
wobei zum einen inverse Nurrl-Agonisten mit Indol-Grundgeriist aus Fragment 95 entwickelt und
charakterisiert wurden, und zum anderen die Arzneistoffklasse der Statine als neue Nurrl-Agonisten

identifiziert und diese Aktivitat auf ihre mogliche biologische Relevanz hin untersucht werden konnte.

Der Indol-3-carbonsdure-methylester (95) bot sich aufgrund seiner geringen Grofie als giinstiger Start-
punkt fiir eine klassisch systematische Analyse der SAR des inversen Agonismus an Nurrl an. Durch
schrittweise Substitution aller freien Positionen am Indol-Grundgeriist wurden anhand von 28 Deriva-
ten die 1- und 5-Position als vielversprechend fiir strukturelle Erweiterungen identifiziert. Dabei zeigte
sich anschlieflend eine Priferenz fiir starre Biarylsysteme fiir die Erweiterung in 5-Position und ein

N-Methyl-Substituent konnte die Potenz zusitzlich um das 2-Fache steigern. Die Suche nach einem
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addquaten Ersatz fiir den metabolisch labilen Methylester anhand von zehn weiteren Derivaten war
jedoch nicht erfolgreich. Mit 120 und 127 gingen zwei potente inverse Nurrl-Agonisten aus dieser
umfangreichen SAR-Studie hervor, die die NSARs etwa um den Faktor 10 in ihrer Potenz tiberstiegen
(Abbildung 47). Auch die Indol-basierten inversen Agonisten scheinen eine andere Bindestelle zu
adressieren als die Liganden vom AQ-Chemotyp, was Kreuztitrationsexperimente im Gal4-Assay
andeuteten. Der inverse Agonismus von 127 wurde durch Verdrangung der Co-Repressoren NCoR1
und SMRT von der Nurrl-LBD im zellfreien System charakterisiert, wahrend kein Einfluss auf NCoA6
zu erkennen war. AufSerdem wurde die Bildung des Homodimers durch 127 dosisabhingig verhindert.
Erstaunlich war jedoch, dass 120 und 127, im Unterschied zu den NSARs, nur die Aktivitit des Mono-
mers im Nurrl-Volllingenassay reduzieren konnten. Am Homo- und Heterodimer-RE zeigte sich keine
Aktivitdt. Durch reduzierte Expression Nurrl-abhéngiger Gene in humanen Astrozyten und gesteigerte
Freisetzung von Interleukin (IL) 6 nach LPS-Stimulation von Astrozyten konnten die inversen Nurrl-

Agonisten 120 und 127 zusitzlich als hilfreiche tool compounds fir in vitro Studien validiert werden.

Der agonistische Screeninghit 3-(4-Fluorophenyl)-1H-indol (91), welcher sich von dem Arzneistoff
Fluvastatin (97) ableitet, inspirierte dazu alle sieben zugelassenen Statine auf ihre Aktivitdt an Nurrl im
Gal4-Testsystem zu untersuchen. Dabei wiesen sechs Statine einen Nurrl-Agonismus mit teils beacht-
lichen Potenzen im unteren mikromolaren bis nanomolaren Bereich auf. Nur Pravastatin (133) zeigte
keine Aktivitit an Nurrl in vitro. Anhand der beiden effizientesten Vertreter, 97 und Simvastatin (132),
wurde der Einfluss der Statine auf das Co-Regulator-Interaktionsprofil und Dimerisierungsverhalten
von Nurrl analysiert (Abbildung 47). Im zellfreien System verdrangten beide Statine die Co-Regula-
toren NCoR1, SMRT, NCoA6 und NRIP1 von der Nurrl-LBD und unterdrickten die Homodimerisie-
rung, wobei 132 jeweils grofere Effekte zeigte als 97. Im Unterschied zu den zuvor dargestellten inversen
Agonisten, die vergleichbare Einfliisse auf die Co-Regulator-Interaktionen aufwiesen, aktivierten 97 und
132 jedoch den Volllingenrezeptor Nurrl an allen drei nativen REs, wodurch abermals eine neue
Variante der Nurrl-Modulation beobachtet werden konnte. Da zahlreiche Untersuchungen in vitro und

in vivo den Statinen, und besonders 132, bereits neuroprotektive Effekte bescheinigen konnten®*-",

500-502 wirden

Cholesterol-abhangige Mechanismen diese Wirkungen aber nicht alleine erkldren konnen
die biologischen Effekte und eine mégliche Relevanz des Nurrl-Agonismus durch 132 néher untersucht.
In humanen Astrozyten konnte mittels Nurrl-Knockdown (siRNA-vermittelt), welcher nach LPS-
Stimulation eine erhebliche Steigerung der IL-6-Freisetzung bewirkte, die Reduktion des IL-6-Spiegels
durch 132 als Nurrl-vermittelt angenommen werden. Basierend darauf wurde eine umfassende Genex-
pressionsanalyse in der gleichen Zelllinie durchgefiihrt. Dabei bestdtigte sich die Vermutung, dass allein
der Nurrl-Knockdown in Astrozyten Neuroinflammation induzierte. Auflerdem zeigte sich, dass 132,
neben Wirkungen auf andere Signalwege, auch zahlreiche neuroprotektive Effekte in Abhéngigkeit von
Nurrl vermitteln konnte. Zum einen fiel die Regulation von Genen auf, die an Glukose-Verwertung und
Energiegewinnung beteiligt sind. Zum anderen zeigte sich ein antientziindliches und antiapoptotisches
Genexpressionsprofil durch 132, sowie ein Einfluss auf Gene der Zellzyklus-Kontrolle. Somit scheint

511-515

der Nurrl-Agonismus der Statine, neben anderen bekannten Mechanismen , moglicherweise maf3-

geblich fiir die neuroprotektiven und antineuroinflammatorischen Wirkungen verantwortlich zu sein.

Mit der Entwicklung und Charakterisierung von Liganden fiir den neuroprotektiven Transkriptions-
faktor Nurr1 hat die vorliegende Arbeit daher wichtige chemisch diverse Tools und neue Erkenntnisse
zum molekularen Mechanismus der Nurrl-Modulation hervorgebracht, die entscheidend zur Validie-

rung dieses vielversprechenden Targets bei neurodegenerativen Erkrankungen betragen konnen.
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5. English Summary

Nuclear receptors (NRs) are ligand-activated transcription factors involved in the regulation of
numerous (patho)physiological processes, such as cell differentiation, metabolism, and inflammation,
thus representing attractive therapeutic targets">'”. Among them, the peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARSs) a, y, and § belong to the well-studied NRs. As lipid sensors, they mainly exert
metabolic functions in glucose and lipid metabolism and synthetic PPAR agonists (PPARa: fibrates,

114

PPARY: glitazones) have received drug approval'’. However, their therapeutic application is limited due
to lower efficacy compared to alternative options and undesirable side effects caused by their primary
mode of action®'*. New concepts to selectively modulate the PPARs while avoiding the class-specific side

effects are therefore urgently needed™.

For the second half of the NR family, the so-called orphan receptors, roles and functions are not com-
prehensively studied, yet>'>'°. Among them, Nurrl is considered to have great therapeutic potential in
neurodegenerative diseases such as Parkinson's disease, Alzheimer's disease, and multiple sclerosis'~".
The constitutively active NR is mainly expressed in the central nervous system — especially in dopami-
nergic neurons — where it seems to mediate neuroprotective and anti-inflammatory effects'. Despite

347,390,416

recent findings of potential endogenous ligands and evidence for a direct interaction of the Nurrl

389400422 there is a lack of suitable chemical

ligand-binding domain (LBD) with small, drug-like molecules
tools to validate Nurrl modulation as a novel therapeutic approach. Accordingly, the aim of this thesis

was to identify, develop, and characterize new tool compounds for the PPARs and Nurrl.

The concept of photopharmacology opens new possibilities in the temporal and spatial control of bio-

logical effects of drug-like molecules®>*’

, which made it attractive for application to PPARs. Computer-
aided design was used to develop azobenzene-based photoswitchable PPAR agonists from the PPARy
agonist rosiglitazone®” (3) and the pan-PPAR agonist GL479*° (29), which were subsequently optimized
for subtype selectivity and preferred activity of either configuration. The rosiglitazone azolog 36 was
obtained by terminal extension as a cis-preferential PPARY selective agonist that could be activated by
light. Based on 29, targeted structural modifications resulted firstly in 38 as a highly potent and selective
PPARa agonist, whose trans configuration exhibited 35-fold higher potency than the cis-counterpart.
Secondly, a dual trans-preferential PPARa- and -6-agonist (41) with balanced activation efficiencies and
potencies at both receptors was developed. In a dedicated fluorescent reporter gene assay, these new

photopharmacological tools allowed for the control of PPAR activity in living cells over time.

In addition to photopharmacology as a new strategy in the field of NRs, the identification and charac-
terization of endogenous ligands is also of great relevance*”. The discovery of PPARY activation by the
vitamin E metabolite garcinoic acid (48) revealed a new activation mechanism with a distinct co-
regulator interaction profile. A co-crystal structure of the PPARy LBD in complex with 48 demonstrated
that 48 addresses the orthosteric as well as an allosteric binding site. Gene expression analysis in human
hepatocytes showed that the special PPAR activation mechanism of 48 was also reflected in differential
modulation of PPARy-regulated gene expression, potentially suggesting therapeutic implications for

selectively addressing this allosteric binding site.

Nurrl appears to hold great therapeutic potential but there is a lack of Nurrl ligands as tools. The search
for new Nurrl modulators by various strategies was hence a major topic of this thesis. The first approach

to Nurrl ligand discovery was inspired by the prostaglandins A1*"* and A2** as potential endogenous
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Nurrl ligands, which are inflammatory mediators generated by cyclooxygenase (COX) 1 and 2
activity***°. Therefore, it was hypothesized that synthetic COX inhibitors, also known as nonsteroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs), might modulate Nurrl, and screening of 39 structurally diverse
NSAIDs for Nurrl activity confirmed this assumption. Meclofenamic acid (49) was discovered as a
differential Nurrl modulator, oxaprozin (51) and parecoxib (52) emerged as the first-in-class inverse
Nurrl agonists demonstrating that the high constitutive Nurrl activity can be modulated bidirection-
ally. Further studies with NSAIDs as tools showed that both the co-regulator recruitment profile and
dimerization equilibria of Nurr1 are critically involved in mediating ligand effects.

The second approach to Nurrl modulators was based on the old antimalarials amodiaquine (19) and
chloroquine (25), which have been reported as weak Nurrl agonists®*** (ECso Nurrl: 36 uM (19),
47 uM (25))** but are inappropriate as tool compounds for Nurrl due to numerous nonspecific
effects******'*_ Evaluation of the individual structural features of this chemotype showed that the shared
7-chloroquinoline-4-amine (57) scaffold of 19 and 25 is sufficient to activate Nurrl (ECs, Nurrl:
259 uM). Structural modifications of the scaffold resulted in 71 and 73 as potent Nurrl agonists
(ECso Nurrl: 7.3 uM (71), 17 uM (73)), even exceeding the lead structures 19 and 25 in potency. Nurrl
agonism by both tools has been confirmed in several orthogonal systems. 71 and 73 hence are useful
Nurrl agonist tools and attractive leads for the development of Nurrl ligands but also enabled important

insights in Nurr1 activation mechanisms.

The third strategy in the search for Nurr1 ligands involved a broad in vitro screening in which 480 drug
fragments were assayed for their Nurrl modulatory activity. From this, indole-3-carboxylic acid methyl
ester (95) emerged as an inverse agonist hit and, because of its low molecular weight, presented as
attractive starting point for systematic structure-activity relationship and optimization. By successive
substitution of every free position on the indole scaffold, the 1- and 5-positions were identified as
promising for structural extensions. Further optimizations resulted in the rigid biaryl systems 120 and
127 as potent inverse Nurrl agonists that exceed NSAIDs in potency by a factor of 10. Both caused a
co-regulator interaction profile similar to the NSAIDs, but interestingly revealed differences in their
activity on the three Nurrl response elements. Evaluation of 120 and 127 in human astrocytes showed
biological effects mimicking Nurrl knockdown thus validating the inverse agonists as useful tool

compounds for in vitro studies.

In addition to the inverse agonists, the fluvastatin (97) fragment 3-(4-fluorophenyl)-1H-indole (91)
emerged as a Nurrl agonist from the screening. Of the seven approved statins subsequently studied, six
showed Nurrl agonism in the Gal4 assay with considerable potencies (ECso 0.12-23 uM). The mecha-
nistic evaluation of the two most efficient representatives, 97 and simvastatin (132), revealed another
variety of Nurrl activation in terms of effects on the co-regulator interaction profile and dimerization
equilibria. Moreover, in-depth analysis of the effects of 132 or siRNA-mediated Nurrl knockdown in
astrocytes demonstrated anti-inflammatory and anti-apoptotic effects on gene expression as well as a
regulation of metabolic pathways as Nurrl mediated neuroprotective effects’”>'? of 132. These findings

provide improved understanding of the attractive therapeutic potential of statins in neurodegeneration.

Using various strategies and techniques, this thesis has yielded diverse chemical tools for the nuclear
receptors PPAR and Nurrl and with their help elucidated the molecular mechanisms of PPAR and
Nurrl modulation. The results importantly contribute to the validation of the transcription factors as

promising therapeutic targets especially in neurodegenerative diseases.
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(engl. microscale thermo-
phoresis)
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MVD

MVK

MW

NAFLD

NASH

NBRE

NCoA6

NCoR1

NFKBIA

NFxB

NGFI-B

NLS

NMR

NOR-1

NOT

NR

NRIP1

NSAR
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Mevalonat-Diphosphat-
Decarboxylase

Mevalonat-Kinase
Mittelwert
biologische Replikate
technische Replikate

nicht-alkoholischer Fettleber-
erkrankung
(engl. non-alcoholic fatty liver

disease)

nicht-alkoholische
Steatohepatitis

NGFI-B-Response-Element

Nukleidrer Rezeptor Co-
Aktivator 6, = PRIP

Nukledrer Co-Repressor 1
NFxB Inhibitor a

engl. nuclear factor 'kappa-
light-chain-enhancer’ of acti-
vated B-cells

Nervenwachstumsfaktor-

induziertes Gen B, = Nur77

Sequenzen zur
Kernlokalisierung
(engl. nuclear localization

signal)
Kernresonanzspektroskopie

Neuronen-abgeleiteter
Orphan-Rezeptor 1

nukledrer Rezeptor der
T-Zellen

nukledrer Rezeptor

Nukleédre-Rezeptoren-

interagierendes Protein 1

Nichtsteroidales

Antirheumatikum

Nurrl

NurRE

OAS3

OLR1

p300

p53

padj

PAINS

PBC
PC

PD

PDB

PDPK1

PEPCK

PG
PGC-1a
PGM1
Ph

Phe

PIASy

PLIN

Nukliren-Rezeptoren-ver-
wandtes Protein 1
(engl. nuclear receptor related 1

protein)
Nur-Response-Element

2'-5'-Oligoadenylat
Synthetase 3

engl. oxidized LDL receptor 1
Signifikanzniveau

300 kDA Protein, = eine

Histon-Acetyltransferase
Tumorsuppressorprotein

angepasstes Signifikanzniveau

(engl. adjusted p value)

engl. pan assay interference

compounds
primire bilidre Cholangitis
Pyruvatcarboxylase

Morbus Parkinson

(engl. Parkinson'’s disease)

Proteindatenbank
(engl. Protein Data Bank)

3-Phosphoinositid-abhiangige

Proteinkinase 1

Phosphoenolpyruvate-

Carboxykinase
Prostaglandin
PPARy-Co-Aktivator la
Phosphoglucomutase 1
Phenylrest

Phenylalanin

SUMO-E3-Ligase
(engl. protein inhibitor of
activated STATY)

Perilipin



POMC

PPAR

PPRE

PRIP

PSC

PTPRU

qRT-PCR

RAR

RE

Ret
RNA
RNAi

RNR-1

RXR

S.E.M.

SAR

SC5D

SD

Ser
sGFP

si-ctrl

Proopiomelanocortin

Peroxisomen-Proliferator-

aktivierter Rezeptor
PPAR-Response-Element

PPAR-interagierendes Protein,
=NCoA6

primare sklerosierende

Cholangitis

Protein-Tyrosin-Phosphatase

vom Rezeptor-Typ U

quantitative Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion
(engl. quantitative real time

polyermase chain reaction)
Retinsdure-Rezeptor

Erkennunssequenz

(engl. response element)
Rezeptor-Tyrosinkinase Ret
Ribonukleinsdure
RNA-Interferenz

regenerierender nukledrer

Rezeptor der Leber
Retinoid X Rezeptor

Standardfehler
(engl. standard error of the

mean)

Struktur-Wirkungs-Beziehung
(engl. structure-activity

relationship)
Sterol-C5-desaturase
Standardabweichung
(engl. standard deviation)
Serin

engl. superfolder GFP

Kontroll-siRNA
(engl. non-targeting siRNA)

si-Nurrl
siRNA

SLCs

SMRT

SNP

SOD
sog.
sPPARM

SPR

SRC
SSTR2

STAT

SUMO

T

Tb
TETRAC
TH

Th

THR

Thr

Nurrl-siRNA
engl. Small interfering RNA

Membran-Transportproteine

(engl. solute carrier)

=NCoR2, dimpfender Media-
tor der Retinoid- und Thyroid-
hormonrezeptoren

(engl. silencing mediator of
retinoid and thyroid hormone

receptor)

Punktmutation
(engl. single nucleotide poly-

morphism)
Superoxid-Dismutase
sogenannt

selektiver PPAR-Modulator

Oberflachenplasmonen-
resonanzspektroskopie
(engl. surface plasmon reso-

nance spectroscopy)
Steroidrezeptor-Co-Aktivator
Somatostatin-Rezeptor 2

engl. Signal Transducers and

Activators of Transcription

= eine posttranslationale
Modifikation

(engl. Small Ubiquitin-Related
Modifier)

Thymin

Terbium
Tetraiodthyroacetat
Tyrosinhydroxylase
T-Helfer-Zelle
Thyroidhormon-Rezeptor

Threonin
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TINUR

TM7SF2

TNFRSF12A

TNESF10

TNFa
tox.
TP73

TRAP

TR-FRET

TSFM

Tyr
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transkriptionell induzierbarer

nukledrer Rezeptor

Delta(14)-Sterol-Reduktase
(engl. transmembrane 7

superfamily member 2)

TNEF-Rezeptor-Superfamilien-
Mitglied 12A

TNEF-Superfamilien-
Mitglied 10

Tumornekrosefaktor a
toxisch
Tumorprotein p73

Thyroidhormon-Rezeptor-

assoziiertes Protein

zeitlich aufgeldster Fluores-

zenz-Resonanz-Energietransfer

(engl. time-resolved fluorescence

resonance energy transfer)

mitochondrialer Elongations-
faktor T

Tyrosin

UCP1

VCAM1

VDR
vgl.
VIP

VMAT2

VP16

Vvs.
XDH
z. B.
z. T.

ZNS

unter anderem

Thermogenin

(engl. uncoupling protein 1)

vaskulareres Zelladhasions-
molekil 1
(engl. vascular cell adhesion

molecule 1)
Vitamin-D-Rezeptor
vergleiche

vasoaktives intestinales Peptid

vesikularer Monoamin-
transporter 2, = SLC18A2

Herpes-simplex-Virus-Protein

vmwo65

versus
Xanthin-Dehydrogenase
zum Beispiel

zum Teil

zentrales Nervensystem

Wellenldange
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D. Optical Control of the Nuclear Bile Acid Receptor FXR with a Photohormone. Chem. Sci. 2020,
11, 429-434. https://doi.org/10.1039/c9sc02911g

Eigner Beitrag: Molekulares Docking von trans- und cis-AzoGW in die FXR-LBD. Durchfithrung
der Reportergenassays fiir das Selektivitdsscreening und der ITC-Experimente.

Schierle, S.; Neumann, S.; Heitel, P.; Willems, S.; Kaiser, A.; Pollinger, J.; Merk, D. Design and
Structural Optimization of Dual FXR/PPARJSActivators. J. Med. Chem. 2020, 63 (15), 8369-8379.
https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.0c00618

Eigener Beitrag: Computergestiitztes Design der dualen Leitstruktur 5 und molekulares Docking
der Substanzen 21 und 25 zur Untersuchung des Bindemodus in den FXR- und PPARS-LBDs.

Meijer, I.; Willems, S.; Ni, X.; Heering, J.; Chaikuad, A.; Merk, D. Chemical Starting Matter for
HNF4a Ligand Discovery and Chemogenomics. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21 (21), 7895.
https://doi.org/10.3390/ijms21217895

Eigener Beitrag: Durchfiihrung der ITC-Experimente fiir die Substanzen 6 und 10. Quantifizie-
rung der HNF4a-regulierten mRNA aus humanen Hepatozyten durch qRT-PCR.

Helmstadter, M.; Vietor, J.; Sommer, J.; Schierle, S.; Willems, S.; Kaiser, A.; Schmidt, J.; Merk, D.
A New FXR Ligand Chemotype with Agonist/Antagonist Switch. ACS Med. Chem. Lett. 2021, 12
(2), 267-274. https://doi.org/10.1021/acsmedchemlett.0c00647

Eigener Beitrag: Molekulares Docking zur Untersuchung des Bindemodus der Substanzen 14 und
18 in der FXR-LBD.

Faudone, G.; Bischoff-Kont, I.; Rachor, L.; Willems, S.; Zhubi, R.; Kaiser, A.; Chaikuad, A.; Knapp,
S.; Furst, R;; Heering, J.; Merk, D. Propranolol Activates the Orphan Nuclear Receptor TLX to
Counteract Proliferation and Migration of Glioblastoma Cells. J. Med. Chem. 2021, 64 (12), 8727-
8738. https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.1c00733

Eigener Beitrag: Durchfithrung des Fragment Screenings in Zusammenarbeit mit G. F.



Lillich, F.; Willems, S.; Ni, X.; Borkowsky, C.; Kilu, W.; Brodsky, M.; Kramer, J.; Brunst, S.; Her-
nandez-Olmos, V.; Heering, J.; Schierle, S.; Kestner, R.; Mayser, F.; Helmstadter, M.; Gobel, T.;
Weizel, L.; Namgaladze, D.; Kaiser, A.; Steinhilber, D.; Pfeilschifter, W.; Kahnt, A.; Proschak, A,
Chaikuad, A.; Knapp, S.; Merk, D.; Proschak, E. Structure-Based Design of Dual Partial Peroxisome
Proliferator Activated Receptor y Agonists/Soluble Epoxide Hydrolase Inhibitors. J. Med. Chem.
2021, 64 (23), 17259-17276. https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.1c01331

Eigener Beitrag: Charakterisierung der Substanzen in einem zelluldren PPARy-Gal4-Reporter-

genassay.

Willems, S.*; Miiller, M.*; Ohrndorf, J.; Heering, J.; Proschak, E.; Merk, D. Scaffold hopping from
amodiaquine to novel Nurr1 agonist chemotypes via microscale analogue libraries. ChemMedChem
2022, €202200026. https://doi.org/10.1002/cmdc.202200026

Eigener Beitrag: Computergestiitztes Design der Substanz-Bibliotheken A und B. Durchfithrung
der Synthesen im Mikromaf3stab und der Synthese von Substanz 4. Charakterisierung der generier-
ten Substanz-Bibliotheken A und B in einem zelluliren Nurrl-Gal4-Reportergenassay, sowie der

daraus abgeleiteten Verbindungen 3j, 4 und 4e. Verfassen des Manuskripts.

¥ Hier liegt eine geteilte Erstautorenschaft zwischen S. W. und M. M. vor.

Sonstige Publikationen:

Willems, S.; Merk, D. Innovative Pharmacological Strategies in Osteoporosis Treatment.
Pharmakon 2019, 7 (4), 287-294.
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12. Kooperationspartner

Sofern nicht anders durch Quellenangabe oder Danksagung angegeben, wurde die vorgelegte Arbeit von
mir unter der Aufsicht meiner Betreuer wiahrend meines Promotionsstudiums erstellt. Alle Beitrage von

Kollegen sind explizit in dieser Dissertation gekennzeichnet.

Fir die Erstellung einiger Abbildungen wurde Material von https://smart.servier.com/ genutzt und
bearbeitet. Die Nutzung dieses Materials geschah mit erteilter Genehmigung: “Servier Medical Art by
Servier is licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. To view a copy of this

license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/”.

Fiir die Erstellung einiger Abbildungen wurde Material von https://app.biorender.com/ genutzt. Die
Nutzung dieses Materials geschah mit erteilter Genehmigung: ,, The Figure was exported under a paid

subscription. Created with BioRender.com”

Fir die Erstellung der Abbildungen von Kristallstrukturanalysen wurde die Software Molecular

Operating Environment (MOE 2020.09) der Chemical Computing Group (Montreal, Kanada) genutzt.

Nachfolgend aufgelistetes Material/Ergebnisse/Daten wurde im Zuge kollaborativer Forschung

erhalten:
Photohormone als licht-abhéngige PPAR-Agonisten

* Synthese und photophysikalische Charakterisierung der Substanzen 29-41: Dr. Johannes
Morstein und Konstantin Hinnah, AK Prof. Trauner, Department of Chemistry, New York
University, New York, USA.

» ITC Experimente: rekombinante PPARy-LBD bereitgestellt durch Dr. Jan Heering, Fraunhofer-
Institut fiir Translationale Medizin und Pharmakologie ITMP, Frankfurt.

* Bestimmung der metabolischen Stabilitdt: Astrid Kaiser, AK Prof. Schubert-Zsilavecz, Institut

fir Pharmazeutische Chemie, Goethe-Universitat Frankfurt.

* Fluoreszenz-Mikroskopie: Anleitung und Bereitstellung durch Dr. Eric Kowarz, AK Prof.
Marschalek, Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Goethe-Universitat Frankfurt.

Vitamine E Metabolite sind endogene PPARy-Liganden

*  Substanzen 44-48: zur Verfiigung gestellt von Dr. Stefan Kluge und Prof. Dr. Stefan Lorkowski,

Institut fiir Erndhrungswissenschaften, Friedrich-Schiller-Universitdt Jena.

» Gal4-Reportergenassays: Durchfiihrung und Auswertung durch Dr. Leonie Gellrich, AK Prof.
Schubert-Zsilavecz, und Prof. Dr. Daniel Merk, Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Goethe-

Universitat Frankfurt.

» ITC-Experimente: Durchfilhrung und Auswertung durch Dr. Leonie Gellrich, AK Prof.
Schubert-Zsilavecz, Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Goethe-Universitit Frankfurt;
rekombinante PPARY-LBD bereitgestellt durch Dr. Jan Heering, Fraunhofer-Institut fiir
Translationale Medizin und Pharmakologie ITMP, Frankfurt.

* TR-FRET Experimente: rekombinante gelabelte PPARy-LBD bereitgestellt durch Dr. Jan
Heering, Fraunhofer-Institut fiir Translationale Medizin und Pharmakologie ITMP, Frankfurt.
Eigener Beitrag: Durchfithrung der PPARy-Peptid-Rekrutierungsassays.
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Losen der Kristallstrukturen der PPARy-LBD im Komplex mit 3 und 48: Dr. Apirat Chaikuad,
AK Prof. Knapp, Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Goethe-Universitat Frankfurt.

Genexpressionsanalyse: RNA Sequencing wurde von der Firma Novogene (Cambridge,
England) durchgefiihrt. Eigener Beitrag: Generieren der mRNA Proben sowie Analyse und
Darstellung der Daten.

Identifikation von nichtsteroidalen Antirheumatika als Nurrl-Modulatoren

TR-FRET Experimente: Etablierung und Durchfiihrung der Nurrl-Peptid-Rekrutierungsassays
fir die Substanzen 19, 49, und 51, sowie der Nurrl-Dimerisierungsassays und Nurrl-NCoR1
Bindungsassays; Bereitstellung der rekombinanten gelabelten Nurrl-LBD durch Dr. Whitney
Kilu, AK Prof. Proschak, Institut fiir Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Goethe-Universitét
Frankfurt, und Dr. Jan Heering, Fraunhofer-Institut fiir Translationale Medizin und
Pharmakologie ITMP, Frankfurt. Eigener Beitrag: Durchfithrung der Nurrl-Peptid-
Rekrutierungsassays fiir die Substanzen 25 und 52, und Erstellung der Abbildungen.

Klonieren der Plasmide pFA-CMV-hNurrl-LBD, pFA-CMV-hNur77-LBD, pFA-CMV-
hNORI1-LBD, pFRLuc-NBRE, pFR-Luc-NurRE, und pFRLuc-DR5 durch Dr. Jan Heering,
Fraunhofer-Institut fiir Translationale Medizin und Pharmakologie ITMP, Frankfurt.

Fragment-basierter Ansatz zu Entwicklung von Nurrl-Agonisten

Synthese der Substanzen 74-80: Julia Ohrndorf, AK Prof. Schubert-Zsilavecz, Institut fiir
Pharmazeutische Chemie, Goethe-Universitdt Frankfurt. Eigener Beitrag: Erstellung der

Syntheseschemen.

Bestimmung der Reinheit: Astrid Kaiser und Julia Ohrndorf, AK Prof. Schubert-Zsilavecz,
Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Goethe-Universitat Frankfurt.

TR-FRET Experimente: Dr. Whitney Kilu, AK Prof. Proschak, Institut fir Institut fir
Pharmazeutische Chemie, Goethe-Universitdt Frankfurt, und Dr. Jan Heering, Fraunhofer-
Institut fiir Translationale Medizin und Pharmakologie ITMP, Frankfurt.

Inverse Nurrl Agonisten mit Indol-Grundgeriist

Synthese der Substanzen 98-127: Daniel Zaienne, unterstiitzt durch Dr. Simone Schierle, AK

Prof. Schubert-Zsilavecz, Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Goethe-Universitit Frankfurt.

Bestimmung der Reinheit: Astrid Kaiser und Julia Ohrndorf, AK Prof. Schubert-Zsilavecz,

Institut flir Pharmazeutische Chemie, Goethe-Universitat Frankfurt.

Gal4-Reportergenassays: Charakterisierung der Substanzen 120-127 in einem zelluldren Gal4-
Nurrl-Reportergenassay, Toxizitdtsmessung und Selektivititsscreening der Substanzen 120
und 127, sowie Kreuztitrationen von 19 und 127 durch Daniel Zaienne, AK Prof. Schubert-
Zsilavecz, Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Goethe-Universitat Frankfurt. Eigener Beitrag:
Charakterisierung der Substanzen 95 und 98-119 in einem zelluliren Gal4-Nurrl

Reportergenassay und Betreuung der Masterarbeit von Daniel Zaienne.

TR-FRET Experimente: Dr. Jan Heering, Fraunhofer-Institut fiir Translationale Medizin und
Pharmakologie ITMP, Frankfurt.
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Statine vermitteln neuroprotektive Effekte durch Nurrl Agonismus

Drug Fragment Screening in einem Gal4-Nurrl Reportergenassay: in Zusammenarbeit mit
Giuseppe Faudone, AK Prof. Schubert-Zsilavecz, Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Goethe-

Universitat Frankfurt.

TR-FRET Experimente: Durchfithrung der Nurrl-Dimerisierungsassays und Bereitstellen der
rekombinanten gelabelten Nurrl-LBD durch Dr. Whitney Kilu, AK Prof. Proschak, Institut fiir
Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Goethe-Universitdt Frankfurt, und Dr. Jan Heering,
Fraunhofer-Institut fiir Translationale Medizin und Pharmakologie ITMP, Frankfurt. Eigener

Beitrag: Durchfithrung der Nurrl-Peptid-Rekrutierungsassays.

Genexpressionsanalyse: RNA Sequencing wurde von der Firma Novogene (Cambridge,
England) durchgefiihrt. Eigener Beitrag: Generieren der mRNA Proben sowie Analyse und
Darstellung der Daten.

Die folgenden Teile der Dissertation wurden zuvor verdffentlicht:

Abbildung 2, 6, 8, 13, 16, 22: bearbeitet nach [66], Genehmigung erteilt durch American
Chemical Society (2021).

Abbildung 24: bearbeitet nach [452], Genehmigung erteilt durch American Chemical Society
(2020).

Abbildung 25 und 26: bearbeitet nach [453], Genehmigung erteilt durch American Chemical
Society (2021).

Abbildung 27, 28, 30: bearbeitet nach [454], Genehmigung erteilt durch Elsevier Ltd. (2021).
Abbildung 35: bearbeitet nach [444], keine Genehmigung notwendig.

Schema 1 und 2, Abbildung 38: bearbeitet nach [455], Genehmigung erteilt durch American
Chemical Society (2021).

Abbildung 39 und 44: bearbeitet nach [460], keine Genehmigung notwendig.

Abbildung 40 und 41: bearbeitet nach [461], Genehmigung erteilt durch American Chemical
Society (2021).

Die Rechte zum Nachdruck aller Originalpublikationen wurden eingeholt: [444] und [460] keine
Genehmigung notwendig; [452] Copyright (2020) American Chemical Society; [455], [66], [453] und
[461] Copyright (2021) American Chemical Society; [454] Copyright (2021) Elsevier Ltd.
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ABSTRACT: Photopharmacology aims at the optical control of protein
activity using synthetic photoswitches. This approach has been recently
expanded to nuclear hormone receptors with the introduction of “photo-
hormones” for the retinoic acid receptor, farnesoid X receptor, and estrogen
receptor. Herein, we report the development and profiling of photoswitchable
agonists for peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARy). Based on o0 8000 s
known PPARy ligands (MDGS48, GW1929, and rosiglitazone), we have
designed and synthesized azobenzene derivatives, termed AzoGW1929 and
AzoRosi, which were confirmed to be active in cell-based assays. Subsequent
computer-aided optimization of AzoRosi resulted in the photohormone
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AzoRosi-4, which bound and activated PPARy preferentially in its light-

activated cis-configuration.

B INTRODUCTION

Nuclear hormone receptors (NHRs) are ligand-inducible
transcription factors that interact with specific DNA response
elements to elicit a transcriptional response of their target
genes."”” They control a wide variety of biological processes,
ranging from cell proliferation and differentiation to metabo-
lism, homeostasis, and morphogenesis.3 This receptor class is
modulated by a broad spectrum of endogenous molecules,
including thyroid and steroid hormones, bile acids and fatty
acids, retinoids, and vitamin D.*

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) belong
to the class I subfamily of NHRs and comprise three isoforms
(PPARa, PPARS, and PPARy), which exhibit different tissue
localizations.”® PPARs form a heterodimer with the retinoid X
receptor (RXR), and upon ligand binding, they regulate
transcription levels of genes involved, e.g., in metabolic balance
and inflammatory processes.” The PPARy subtype is mainly
expressed in adipose tissue and also found in the liver, heart,
brain, and macrophages. It controls insulin secretion, lipid, and
glucose metabolism, and is considered the master regulator of
adipogenesis.” PPARy is linked to diverse pathological
conditions, such as diabetes, cardiovascular disorders,
Alzheimer’s and Parkinson’s disease, multiple sclerosis, stroke,
and cancer.”” "

In photopharmacology, photoswitchable small molecules are
used to control biological processes with light.">~'® This
approach has proven to be especially successful with lipophilic
or amphiphilic molecules that can control GPCRs, ion
channels, enzymes, or biophysical aspects of lipids.'"~>°
Amphiphilic agonists of NHRs could therefore be ideally

© 2020 American Chemical Society

7 ACS Publications

suited for this approach. This was first exemplified with a
photoswitchable retinoic acid derivative targeting the retinoic
acid receptor @ (RARa).”” Subsequently, we developed a
photohormone for the bile acid receptor farnesoid X receptor
(FXR) that allows for the optical control of gene regulation in
liver cells. In addition, a photoswitchable estr0§en receptor
(ER) agonist was recently reported by Tsuchiya.”**” Here, we
disclose the development of photohormones for PPARy,
extending the reach of photopharmacology to another
important member of the NHR superfamily.

B RESULTS AND DISCUSSION

In our search for photoswitchable PPARy modulators, we
screened various drug databases (DrugBank, PDB, ChEMBL,
IUPHAR) for known PPARy modulators to identify promising
chemotypes that could be modified with an azobenzene
photoswitch. Molecules containing lipophilic segments that
can be substituted with an azobenzene (“azologization”) are
particularly amenable to this approach.”””° Most PPARy
agonists share the common structure of fatty acid mimetics®'
that are comprised of a polar, usually acidic, headgroup that
engages in hydrogen bonding with the ligand-dependent
activation function (AF-2), an aliphatic linker, and a bulky
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Figure 1. Molecular docking guides the design of photohormones for PPARy. Docking was performed in MOE®® using X-ray crystal structures of
PPARy complexed with the template ligands rosiglitazone (A, C, green, PDB ID: SYCP*®) and GW1929 (B, green, PDB ID: 6D8X*). (A)
Incorporation of an azo group in MDGS48 (green) to AzoMDGS48 (magenta) allowed minimal changes to the structure. (B) In AzoGW1929
(magenta), the azo group replaces the aminoethoxy linker of GW1929. (C) Azologization of rosiglitazone by replacement of the aminoethoxy
linker region (AzoRosi, magenta) resulted in favorable predicted binding modes of both (cis-/trans-) isomers.

aromatic tail that contributes to their function and potency
(effector module).>* Based on this structural information, we
envisioned that optical control over PPARy could be achieved
by the incorporation of an azobenzene photoswitch into the
hydrophobic tail—a strategy that has been very successful for a
number of bioactive lipids. Photoisomerization of the tail
should lead to a steric clash in the ligand binding site that
significantly decreases the affinity of one isomer to the
receptor. Initial hits were further assessed based on previous
SAR studies, crystal structure data, and molecular dock-
ing.33’_3'7 Based on these considerations, we selected three
chemotypes (MDGS548, GW1929, and rosiglitazone) as leads
to develop of PPARy-targeting photohormones (Figure 1).

The potential of the lead azolog scaffolds to act as
photoswitchable PPARy ligands was studied by molecular
docking. The X-ray complex structures of the PPARy ligand
binding domain with bound rosiglitazone (PDB ID: SYCP*°)
or GW1929 (PDB ID: 6D8X’’) served as templates.
Structures were prepared and docking was performed in the
molecular operating environment (MOE). For each azolog, cis-
and trans-isomer were individually docked and the resulting
predicted binding modes were evaluated considering partic-
ipation in the canonical H-bond network with the PPARy
activation triad His323, His449, and Tyr473, additional direct
contacts to the binding site, absence or presence of clashes,
and similarity to the binding mode of the cocrystallized ligands.
The design of candidate derivatives of AzoGW1929 and

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jmedchem.0c00654
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Scheme 1. Synthesis of Photohormones for PPARy”
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Thiazolidinedione 6

“Reagents and conditions: (A) (a) Thiobarbituric acid, EtOH, 80 °C, 2 h (46%); (B) (b) Pd/C, MeOH, rt, 16 h (quant.) (c) (i) Aniline/4-

chloroaniline, oxone, CH,Cl,, H,O, rt, 16 h, (ii) 3, MeOH, rt 16 h

Cs,CO;, Pd(OAc),, BINAP, toluene, 110 °C, 3 h (ii) LiOH, H,O,

(70% R = H, 34% R = Cl), (d) (i) (2-Bromophenyl)(phenyl)methanone,
ACN, rt, 3 h (56% R = H, 31% R = Cl over 2 Steps); (C) (e) (i) 4-

Nitrobenzaldehyde, piperidine, AcOH, EtOH, yw 150 °C, 20 min (ii) Hantzsch ester, SiO,, toluene, 110 °C, 20 h (iii) Pd/C, MeOH, rt, 16 h (24%
over 3 Steps) (f) (i) Aniline/4-chloroaniline/4-trifluoromethylaniline/2’-methyl-[1,1’-biphenyl]-4-amine 9, oxone, CH,Cl,, H,O, rt, 16 h (ii) 7,
MeOH, rt, 16 h (72% R = H, 71% R = Cl, 57% R = CF;, 49% R = o-toluyl) (D) Crystal structure of thiazolidinedione 6 and trans-AzoRosi-3.

AzoRosi was similarly supported by molecular docking to
computationally assess their potential to act as optimized
photohormones.

AzoMDG548 (Figure 1A) was derived from the PPARy
agonist MDGS48 (ECy, = 215 nM)** featuring a benzyl
phenyl ether moiety, which is a common motif for
azologization.”” The predicted binding mode of trans-
AzoMDGS548 aligned well with the docked pose of
MDGS548 and with rosiglitazone suggesting the potential of
the azolog for PPARy modulation. AzoGW1929 was derived
from the potent (ECy, = 1.47 nM) and selective PPARy

agonist GW1929*” (Figure 1B). Crystallographic data of the
parent compound bound to PPARy showed that the
benzophenone motif is bound in a lipophilic subpocket deep
inside the ligand binding domain (LBD) (PDB ID: 6D8X),
providing little space and flexibility for structural variation.
Therefore, we reasoned that the aliphatic linker was more
suitable for azologization. Docking studies on GW1929-
derived azologs agreed with this hypothesis since predicted
binding modes for analogues bearing the azo group in the
benzophenone region did not align with the cocrystallized
ligand but partly placed the designed structure outside the
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Figure 2. Photophysical evaluation. The UV—vis spectra of AzoGW1929 (A) and AzoRosi (E) (25 M in DMSO) in the dark-adapted (trans,
black), 365 nm-adapted (cis, gray), and 460 nm-adapted (trans, blue) photostationary states. Reversible cycling of AzoGW1929 (B) and AzoRosi
(F) (25 uM in DMSO) with alternating illumination at 365 and 460 nm. Reversible cycling between photoisomers of AzoGW1929 (C) and
AzoRosi (G) (25 M in DMSO) with alternating illumination at varying wavelengths between 320 and 420 nm and 460 nm. Photostationary states
of AzoGW1929 (D) in MeOD-d, and AzoRosi (H) in CDCl; of the dark-adapted state and after irradiation with 460 and 365 nm for S min.

canonical binding pocket. In contrast, the predicted binding
modes of AzoGW1929, where the azo motif replaces the
aminoethoxy linker, aligned well with the cocrystallized ligand
GW1929. Favorable poses were observed for both the cis- and
trans-configuration of AzoGW1929, however. The preferred
absolute configuration of GW1929 was retained in our azolog
design, and the (S)-enantiomer of AzoGW1929 was prepared
through an enantioselective synthesis.”> The clinically
approved PPARy agonist rosiglitazone*’ served as a template
for our third azolog design. Multiple SAR studies demonstrate
the importance of the thiazolidinedione headgroup and
methylene linker of rosiglitazone (ECs, = 43 nM)*"** for
potency. Therefore, we proposed to incorporate the
azobenzene photoswitch into the hydrophobic tail of
rosiglitazone (Figure 1C). Docking of the azolog, termed
AzoRosi, to a rosiglitazone-bound PPARy crystal structure
(PDB ID: SYCP) resulted in favorable binding modes for both
cis- and trans-AzoRosi that aligned with the crystal bound
template ligand and revealed participation in the canonical H-
bond network with the activation triad (His323, His449,
Tyr473).

The synthesis of AzoMDGS548 was achieved by the coupling
of 4-phenylazobenzaldehyde 1 to thiobarbituric acid via
Knoevenagel-type condensation under reflux in ethanol
(Scheme 1A). The synthesis route for AzoGW1929 and
derivative AzoGW1929-2 started from (S)-4-nitrophenylala-
nine methyl ester hydrochloride 2, which was reduced to the
corresponding amino compound using palladium on charcoal
and hydrogen (Scheme 1B). Baeyer—Mills coupling of methyl
(S)-2-amino-3-(4-aminophenyl)propanoate 3 with the corre-
sponding aniline (unsubstituted aniline for AzoGW1929 or 4-
chloroaniline for AzoGW1929-2) and subsequent Buchwald—
Hartwig cross-coupling to the free amine of the amino acid
afforded the methyl ester derivatives of the corresponding
photohormones. Cleavage of the methyl esters with lithium
hydroxide yielded AzoGW1929 and AzoGW1929-2. Photo-

10911

switchable derivatives of rosiglitazone (AzoRosi, AzoRosi-2-4)
were obtained in four steps (Scheme 1C), starting with the
coupling of para-nitrobenzaldehyde to thiazolidinedione 6 in a
Knoevenagel-type reaction. Two subsequent reduction steps
with Hantzsch ester and palladium on charcoal under a
hydrogen atmosphere gave S-(4-aminobenzyl)thiazolidine-2,4-
dione 7. The final step comprised Baeyer—Mills coupling with
the corresponding (para-substituted) anilines to afford
AzoRosi and derivatives AzoRosi-2 to AzoRosi-4. The
required aniline 9 for AzoRosi-4 was synthesized in a Suzuki
reaction from para-aminoboronic acid 8 and 2-bromotoluene
(Scheme S1). The X-ray structure of the thiazolidinedione 6
and of trans-AzoRosi-3 is shown in Scheme 1D.

The photophysical properties and photostationary states
(PSS) of AZoGW1929 and AzoRosi were determined by UV—
vis and 'H NMR spectroscopy (Figure 2). The absorption
spectra after illumination with A = 460 nm (trans, blue) and 1
= 365 nm (cis, gray) demonstrated wavelength-dependent
switching as expected for “classical” unsubstituted azoben-
zenes. AzoGW1929 showed an additional local absorption
maximum at 400 nm, which is likely caused by additional
absorption of the benzophenone moiety. Photoswitching was
repeated over multiple cycles indicating good photostability of
these photohormones. Photostationary states could further be
titrated using different wavelengths of light (“color-dosing”).
Half-life times of the thermally unstable cis-isomer were
determined in dimethyl sulfoxide (DMSO) at room temper-
ature (Figure S1) and are t,,, = 37.0 h (AzoGW1929) and t, ,
= 64.1 h (AzoRosi). The PSS after illumination with the
optimal wavelengths for photoisomerization (4 = 365 nm and
A = 460 nm, respectively) are as follows: 95% trans-
AzoGW1929 (dark), 76% trans-AzoGW1929 (460 nm),
67% trans-AzoGW1929 (365 nm), and 100% trans-AzoRosi
(dark), 80% trans-AzoRosi (460 nm) and 4% trans-AzoRosi
(365 nm). These data revealed slow switching kinetics for
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AzoGW1929, whereas illumination with 365 nm allows for
effective isomerization of AzoRosi.

The biological evaluation of the photohormones for
modulation of PPARy was performed using hybrid Gal4
reporter gene assays in HEK293T cells. These test systems rely
on chimeric transcription factors composed of the respective
human nuclear receptor ligand binding domain and the DNA
binding domain of the yeast protein Gal4. Gal4-responsive
firefly luciferase was employed as a reporter gene, and a
constitutively expressed Renilla luciferase served for normal-
ization and to monitor test compound toxicity. Pioglitazone (1
M) served as a reference agonist on every plate to calculate
the relative activation efficacy of the test compounds. To
individually characterize both isomers of the photohormones,
the assays were conducted with the trans-photohormones in
the dark and with the preilluminated cis-isomers using a Cell
Disco.*

Profiling of the three first-generation photohormones
AzoMDGS548, AzoGW1929, and AzoRosi revealed no activity
for trans-AzoMDGS48 on PPARy up to 10 uM concentration,
while trans-AzoGW1929 and trans-AzoRosi were confirmed as
PPARy modulators with promising potencies and activation
efficacies (Table 1). Preliminary evaluation of the cis-

Table 1. PPAR Modulatory Activity of Photohormones
AzoMDGS548, AzoGW1929, and AzoRosi in a Gal4 Hybrid
Reporter Gene Assay”

PPARa PPARS
ID PPARy modulation modulation  modulation
trans- inactive inactive inactive
AzoMDGS548
trans- ECs = 1.0 £ 0.1 uM inactive inactive
AzoGW1929 (30 + 2% max. rel. act.)

8% activation inactive

at 10 uM

trans-AzoRosi  ECyy = 2.2 + 0.2 uM

(21 + 1% max. rel. act.)
“Maximum relative activation (max. rel. act.) refers to the activity of 1
UM pioglitazone. Data are the mean + standard deviation (SD). Each
sample was tested in technical duplicates in at least two independent
biological repeats. Inactive: no statistically significant activity at 10
UM.

counterparts revealed similar activity on PPARy as for the
trans-isomers, which aligned with our observations in the
docking studies. Except for the weak activity of AzoRosi on
PPARa at 10 uM, all three photohormones were selective for
PPARy over the closely related PPARa and PPARS subtypes.
Due to the lack of activity of AzoMDGS548, we did not further
characterize this compound and focused our further study on
the other two lead compounds.

Encouraged by the favorable PPARy modulatory activity and
promising photophysical characteristics of AzoGW1929 and
AzoRosi, we selected both photohormones for further
structural refinement. Analysis of the predicted binding mode
of AzoGW1929 in the PPARy ligand binding site indicated the
occupation of the subpocket accommodating the azobenzene
motif with little space for further derivatization. However, we
observed the potential for a chlorine substituent in position 4
of the azobenzene moiety to generate a preference for the
trans-configuration since docking simulation of AzoGW1929-2
in the GW1929-bound structure (PDB ID: 6D8X) revealed
favorable binding for the trans-isomer but no reasonable pose
for the cis-counterpart (Figure 3A). The docking pose of
AzoRosi suggested an opportunity for structural refinement,

too. As discussed above, the benzylthiazolidinedione motif has
been characterized as essential for activity, prompting us to
focus on the azobenzene part for optimization. In the docked
trans-configuration of AzoRosi, the azobenzene was bound in a
cavity with little space available for substituents. However,
AzoRosi analogues bearing bulky substituents in position 4 of
the azobenzene motif were observed to bind favorably to
PPARy in cis-configuration, with the extra substituents
protruding into an unoccupied pocket of the Y-shaped
PPARy ligand binding site (Figure 3B). This optimization
potential seemed particularly attractive as it suggested
preference for the cis-configurations of AzoRosi descendants.
The effect was observed in the molecular docking of AzoRosi-
2 bearing a chlorine atom in position 4 of the azobenzene
motif, and even more pronounced for the trifluoromethyl
analogue AzoRosi-3. AzoRosi-4 was designed as a maximally
cis-favoring structure according to our results in the molecular
docking. The cis-isomer of AzoRosi-4 formed a favorable
binding mode to the PPARy ligand binding site (Figures 3B
and SA) with H-bond interactions to the canonical activation
triad of PPARy (His323, His449, Tyr473). The extended and
lipophilic biphenyl azobenzene protruded to a hydrophobic
tunnel in the Y-shaped PPARy pocket formed by Ile281 and
the backbones of Gly284 and Cys285 from helix 3 as well as
Ile341 and Met348 from the S sheet near helix 6. In contrast,
the extended linear structure of trans-AzoRosi-4 could not be
reasonably placed in the angled PPARy ligand binding site.

The second-generation azologs AzoGW1929-2 and AzoR-
osi-2 to AzoRosi-4 were prepared as described in Scheme 1.
Their photophysical properties are depicted in Figures 4 and
S1. The spectra of AzoGW1929-2 showed photophysical
properties similar to the unsubstituted parent azolog
AzoGW1929. Photophysical evaluation of AzoRosi-2 to
AzoRosi-4 also showed that these analogues behaved similar
to their predecessor AzoRosi, with respect to absorption
spectra for both isomers, switching kinetics, thermal stability of
the cis-isomer, and PSS (99% trans-AzoRosi-4 (dark), 83%
trans-AzoRosi-4 (460 nm), and 23% trans-AzoRosi-4 (365
nm)).

Biological evaluation of AzoGW1929-2 for PPARy modu-
lation revealed neither improved potency nor a clear
preference for either isomer (Table 2). This chemotype,
therefore, seems to hold little promise for continued
refinement and was not further pursued. AzoRosi-2, which
bears a chlorine substituent on the azobenzene, was almost
equally active as trans-AzoRosi in its trans-configuration and
showed enhanced PPARy activation in its cis-configuration
(Table 2). This agrees with our hypothesis that the extension
of AzoRosi in position 4 of the azobenzene would promote
preferential PPARy agonism of the cis-isomer. Accordingly, the
cis-isomer of the trifluoromethyl derivative AzoRosi-3 was
more active than trans-AzoRosi-3. However, the maximum
activation efficacy of dark-adapted trans-AzoRosi-3 was also
higher than that of its parent azolog trans-AzoRosi. By
contrast, the o-toluyl derivative AzoRosi-4 was less active in its
trans-configuration than trans-AzoRosi (12 vs 21% maximum
activation), while the cis-isomer of AzoRosi-4 increased its
PPARy agonism approximately threefold with 39% maximum
relative activation efficacy (Table 2). Therefore, AzoRosi-4 is a
photohormone for PPARy that can be activated with light.
This relative dark inactivity and gain in potency upon
irradiation is a desirable functional feature in photopharmacol-

ogy.
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Figure 3. Molecular docking study to design optimized AzoGW1929 (A, magenta) and AzoRosi (B, magenta) derivatives. Docking was performed
in MOE using X-ray crystal structures of PPARy complexed with the template ligands GW1929 (A, PDB ID: 6D8X) and rosiglitazone (B, PDB ID:
SYCP). (A) Docking simulations suggested that the introduction of a chlorine substituent in position 4 of the azobenzene residue in AzoGW1929-
2 (cyan) would promote the preferential binding of the trans-isomer. (B) cis-AzoRosi-3 (cyan) and cis-AzoRosi-4 (orange) favorably extended to a
tunnel in the PPARy ligand binding site that is not occupied by the template ligand rosiglitazone or by AzoRosi.
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Figure 4. (A) Photophysical evaluation of AzoRosi-4 (25 uM in DMSO) in the dark-adapted (trans, black), 365 nm-adapted (cis, gray), and 460
nm-adapted (trans, blue) photostationary states. Reversible cycling of AzoRosi-4 (25 #uM in DMSO) with alternating illumination at 365 and 460
nm (B) or with alternating illumination at varying wavelengths between 320 and 420 nm and 460 nm (C). (D) Photostationary states of AzoRosi-4
in CDCI, of the dark-adapted state and after irradiation with 460 and 365 nm.

Next, we determined the binding affinity of AzoRosi-4 for levels of PPARy target genes, we aimed to analyze target
both photoisomers by isothermal titration calorimetry (ITC, engagement in native liver cells with a reliable luminescent
Figure SB). The light-activated cis-isomer is bound to the readout. For this, we transiently transfected PPARy expressing

recombinant PPARy ligand binding domain with a Ky, value of HepG2 cells with a reporter construct comprising the human

9.3 uM. Under identical conditions, no binding of dark- full length PPAR response element (PPRE) to control the
adapted trans-AzoRosi-4 was detectable in ITC, corroborating

the predicted binding of cis-AzoRosi-4 (Figure SA) and the
anticipated clashes of the trans-isomer with the PPARy ligand
binding site.

expression of a firefly luciferase reporter gene. PPARy and its
heterodimer partner RXR were not overexpressed to enable
the observation of endogenous cellular PPARy activation. The

Next, we probed cis-AzoRosi-4 for the ability to activate light-activated photohormone cis-AzoRosi-4 activated the
endogenous PPARy in a cellular setting. Given the complex PPRE reporter with an ECg, value of 0.9 + 0.2 uM and 2.4
regulation of transcriptional control by various transcription + 0.1-fold maximum activation efficacy. Interestingly, despite
factors and potential compensatory effects on the expression the absence of binding affinity for trans-AzoRosi-4 in the ITC,
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Table 2. Light-dependent PPARy Modulatory Activity of Photohormones AzoGW1929, AzoGW1929-2, AzoRosi, and

AzoRosi-2-4 in a Gal4 Hybrid Reporter Gene Assay”

ID structure

PPARy modulation

trans

cis

e

AzoGW1929

Rk
L@Q

AzoGW1929-2

Ny
AzoRosi HNW N

o
cl
3 el
AzoRosi-2 HNW N
o
TF
: jops
AzoRosi-3 i]\j\/@mh‘
HN,
o
AzoRosi-4 Oy\s Ny O CHy
[¢]

ECso = 1.0£0.1 uyM
(30£2% max. rel. act.)

ECso = 1.6+0.1 pM
(20£1% max. rel. act.)

ECso = 2.240.2 pM
(21£1% max. rel. act.)

ECs = 2.9+0.2 pM
(25+1% max. rel. act.)

ECso = 2.2+0.7 yM
(33+£5% max. rel. act.)

ECso = 1.30£0.01 pM
(27.240.1% max. rel. act.)

ECso = 5.0+0.4 pM
(35+2% max. rel. act.)

ECs = 6.3+1.4 pM
(384+5% max. rel. act.)

ECso = 7.0+£1.0 pM
(49+4% max. rel. act.)

ECso = 6.5+1.5 uM
(52+11% max. rel. act.)

ECso = 6.4£0.4 uyM
(394£2% max. rel. act.)

ECs0=2.8£1.3 uM
(12+2% max. rel. act.)

“Maximum relative activation (max. rel. act.) refers to the activity of 1 uM Pioglitazone. Data are the mean + SD. Each sample was tested in

technical duplicates in at least two independent biological repeats.

some PPRE activation was observed in the cellular setting by
the trans-isomer at 10 uM (Figure SC).

Conclusions and Outlook. We report on the computer-
aided development of photohormones for the nuclear
hormone receptor PPARy. Supported by docking simulations,
we identified PPARy ligand chemotypes that allow for
azologization and confirmed PPARy modulation for two out
of three basic photohormones. Subsequent structure-guided
optimization resulted in second-generation photoswitchable
analogues of rosiglitazone that exhibit stronger PPARy
activation in their cis-configuration. Among the seven
PPARy-modulating photohormones developed in this study,
AzoRosi-4 was designed to have low biological activity in its
native trans-configuration but markedly activated PPARy upon
light-activation to the cis-isomer. This successful computer-
aided development of AzoRosi-4 demonstrates that structure-
guided designs of azologs are feasible for proteins with highly
flexible binding regions, such as PPARy. With its attractive
activity profile and its favorable photophysical characteristics,
AzoRosi-4 emerges as a first-in-class photohormone for
PPARy enabling new types of in vitro studies with light-dosing
of PPARy activation. This photohormone could become a
useful tool for the study of PPARy biology, including
spatiotemporal aspects of its regulation that cannot be studied
with constitutively active modulators or caged compounds.
These properties are particularly useful in the context of drug
discovery, as adverse effect profiles have recently limited
clinical use or development of PPARy agonists. A photo-
hormone may, for example, be light-activated in certain tissues
to activate PPARy for beneficial effects, while other organs
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where the nuclear receptor mediates adverse activities, such as
in the brain®™ or bone,” can be spared. Photohormones that
can be locally activated at their desired site of action potentially
exhibit an improved pharmacological profile and could
ultimately pave the way for novel drugs for the treatment of
metabolic disorders (including diabetes mellitus and obesity).
Our study underscores that photopharmacology is a promising
approach for the precision control of nuclear hormone
receptors, as we expanded the scope of photohormones to
PPARy. Photohormones will allow the study of NHR biology
with unprecedented resolution in space and time and could
potentially be useful for new forms of photodynamic
therapy. """

B EXPERIMENTAL SECTION

General Information. All reagents and solvents were purchased
from commercial sources (Sigma-Aldrich, TCI America, Strem
Chemicals, Thermo Fischer Scientific, etc.) and were used without
further purification. Reactions were monitored by TLC on precoated,
Merck Silica gel 60 F,s, glass-backed plates, and the chromatograms
were visualized by UV irradiation at 4 = 254 nm. Flash silica gel
chromatography was performed using silica gel (SiO,, particle size
40—63 pm) purchased from SiliCycle. NMR spectra were measured
on a Bruker Avance III HD 400 (equipped with CryoProbe).
Multiplicities in the following experimental procedures are abbre-
viated as follows: s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet, m =
multiplet. Proton chemical shifts are expressed in parts per million
(ppm, & scale) and are referenced to the residual protium in the NMR
solvent (CDCl,: § = 7.26; DMSO-dg: & = 2.50; MeOD-d,: 5 = 3.31).
Carbon chemical shifts are expressed in ppm (& scale) and are
referenced to the carbon resonance of the NMR solvent (CDCl,: § =
77.2; DMSO-dg: § = 39.5; MeOD-d,: § = 49.0). Note: Due to the
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Figure S. (A) Molecular docking of cis-AzoRosi-4 to the PPARy
ligand binding site (PDB ID: SYCP). (B) Isothermal titration
calorimetry experiment of trans-AzoRosi-4 (dark-adapted, 300 yM)
and cis-AzoRosi-4 (irradiated with 1=365 nm for S min, 300 uM) to
recombinant PPARy ligand binding domain protein revealed exclusive
binding of cis-AzoRosi-4. Buffer as control. K = 9.3 uM. Colors are
specified in the figure. Individual titrations are shown in Figure S3
(Supporting Information). (C) cis-AzoRosi-4 robustly activated the
human PPAR response element (PPRE) in the absence of receptor
overexpression in HepG2 cells. Rosiglitazone served as a reference
agonist for PPARy activation. Data are the mean + SD. Each sample
was tested in technical duplicates in six independent biological
repeats; **p < 0.01 and ***p < 0.001 (t-test).

trans/cis isomerization of compounds containing an azobenzene
functionality, more signals were observed in the "H NMR and “*C
NMR spectra than expected for the pure trans-isomer. Only signals for
the major trans-isomer are reported.

The purity of the compounds was measured on an Agilent
Technologies 1260 II Infinity connected to an Agilent Technologies
6120 Quadrupole mass spectrometer with ESI ionization source.
Elution was performed using a gradient from 25:75 to 100:0%
MeCN/H,O with 0.1% formic acid over 5 min, and the whole UV—
vis spectrum was recorded. The purity of all final compounds was
>90% for AzoGW1929 and AzoGW1929-2, and >95% for AzoRosi,
AzoRosi-2, AzoRosi-3, and AzoRosi-4, as determined by high-
performance liquid chromatography/UV—vis (HPLC-UV/Vis). UV—
vis spectra were recorded using a Varian Cary 50 Bio UV—Visible
Spectrophotometer with BRAND Ultra-Micro UV-Cuvettes (10 mm
light path). Further absorption measurements were performed on a
FLUOstar Omega plate reader (BMG Labtech). The LED light
sources were obtained from Amazon (4 = 365 nm and A = 460 nm, P
= 1.5 W) and LEDSupply (LuxStrip II LED bar, 4 = 660 nm),
respectively. Illumination for the reversible trans «<—— cis and action
spectra was provided by an OptoSource Illuminator (CAIRN-
Research) supplied by an OptoScan Power Supply (CAIRN-
Research) and connected to an OptoScan Monochromator
(CAIRN-Research). The Cell Disco System is in-house made.*

Hybrid Reporter Gene Assays for PPARa, PPARy, and PPARGS. The
Gal4-fusion receptor plasmids pFA-CMV-hPPARa-LBD, pFA-CMV-
hPPARy-LBD, and pFA-CMV-hPPARS-LBD coding for the hinge
region and ligand binding domain of the canonical isoform of the
respective nuclear receptor have been reported previously.*® pFR-Luc
(Stratagene) was used as the reporter plasmid and pRL-SV40
(Promega) for normalization of transfection efficiency and cell
growth. The HEK293T cells were obtained from DSMZ (German
Collection of Microorganisms and Cell Culture GmbH) and tested
for mycoplasma contamination.

PPRE Reporter Gene Assay in PPARy Expressing HepG2 Cells.
The reporter plasmid PPRE1-pGL3 coding for the firefly luciferase
reporter gene under the control of the human full-length PPAR
response element (PPRE) has been described previously.*” pRL-SV40
(Promega) was used for normalization of transfection efficiency and
cell growth. The HepG2 cells were obtained from DSMZ (German
Collection of Microorganisms and Cell Culture GmbH) and tested
for mycoplasma contamination.

(E)-5-(4-(Phenyldiazenyl)benzylidene)-2-thioxodihydropyri-
midine-4,6(1H,5H)-dione (AzoMDG548). Thiobarbituric acid
(10.3 mg, 71.0 pmol, 1.00 equiv) was suspended in anhydrous
EtOH (1.5 mL), and 4-phenylazobenzaldehyde 1 (15.0 mg, 71.0
umol, 1.00 equiv) in EtOH (1 mL) was slowly added. After stirring at
80 °C for 2 h, the resulting solid was filtered off, washed with EtOH,
and dried under vacuum. The product was obtained as a dark-red
solid (11.0 mg, 32.7 umol, 46%). "H NMR (400 MHz, DMSO-d;) &
12.51 (s, 1H), 12.40 (s, 1H), 8.35 (s, 1H), 8.30 (s, 1H), 8.28 (s, 1H),
7.95-7.93 (m, 4H), 7.64—7.62 (m, 3H). °C NMR (101 MHz,
DMSO-dg) & 178.6, 161.5, 159.4, 153.7, 153.3, 152.0, 135.5, 134.4
(2C), 1322, 129.6 (2C), 122.9 (2C), 121.9 (2C), 120.3. HRMS: m/z
caled for C;H;3N,0,S ([M + H]*): 337.0754, found: 337.075S.

Methyl (S)-2-Amino-3-(4-aminophenyl)propanoate (3). An
oven-dried round bottom flask was charged with methyl (S)-2-amino-
3-(4-nitrophenyl)propanoate 2 (1.00 g, 3.84 mmol, 1.00 equiv). The
reaction vessel was evacuated and purged with nitrogen three times.
Palladium on charcoal (81.7 mg, 76.8 umol, 0.20 equiv) was added,
and the headspace was thoroughly purged with nitrogen before
degassed MeOH (25 mL) was added. The nitrogen atmosphere was
replaced by hydrogen, and the suspension was saturated with
hydrogen by sparging. The reaction mixture was stirred at room
temperature for 16 h. The headspace was purged with nitrogen, and
the reaction mixture was filtered through a pad of silica with CH,Cl,.
The filtrate was concentrated, yielding the product as an off-white
solid (751 mg, 3.97 mmol, quant.). "H NMR (400 MHz, MeOD-d,) §
6.98 (d, ] = 8.5 Hz, 2H), 6.72 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.21 (dd, ] = 7.4,
5.8 Hz, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.16—3.00 (m, 2H). *C NMR (101 MHz,
MeOD-d,) 6 170.7, 148.5, 131.1 (2C), 124.0, 117.0 (2C), 55.5, 53.5,
36.8. HRMS: m/z caled for CoH;sN,O," ([M + H]"): 195.1128,
found: 195.1130.

Methyl (S,E)-2-Amino-3-(4-(phenyldiazenyl)phenyl)-
propanoate (4) and Methyl (S,E)-2-Amino-3-(4-((4-
chlorophenyl)diazenyl)phenyl)propanoate (5). Aniline/4-chlor-
oaniline (288/394 mg, 3.10 mmol, 3.00 equiv) was dissolved in
CH,Cl, (15 mL), and oxone (3.80 g, 6.12 mmol, 6.00 equiv) in water
(15 mL) was added to the solution. The suspension was vigorously
stirred at room temperature for 16 h during which the reaction
mixture turned green. The two phases were separated, and the organic
phase was washed with 1 M HC], sat. ag. NaHCOj3, and water. The
organic phase was dried over Na,SO, before methyl (S)-2-amino-3-
(4-aminophenyl)propanoate 3 (200 mg, 1.03 mmol, 1.00 equiv) and
glacial acetic acid (2 mL) were added. The solution was concentrated
under reduced pressure to remove CH,Cl, and finally stirred at room
temperature overnight. Acetic acid was removed by azeotropic
distillation with toluene (three times). Flash column chromatography
with CH,Cl,/MeOH (1:0 to 9:1) yielded the corresponding product
as a yellow oil. 4 (203 mg, 71.7 umol, 70%): '"H NMR (400 MHz,
MeOD-d,) § 7.89 (t, ] = 7.3 Hz, 4H), 7.54 (q, ] = 92, 7.8 Hz, 3H),
7.41 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 3.96 (t, ] = 6.7 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.18
(dd, J = 13.7, 6.3 Hz, 1H), 3.09 (dd, ] = 13.7, 7.1 Hz, 1H). 3C NMR
(101 MHz, MeOD-d,) & 174.6, 154.0, 153.1, 141.2, 132.3, 131.3
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(2C), 1303 (2C), 124.1 (2C), 123.8 (2C), 562, 52.8, 40.4. HRMS:
m/z caled for C;H gN3O," ([M + H]"): 284.1394, found: 284.1388.
5 (110 mg, 34.7 pumol, 34%): '"H NMR (400 MHz, MeOD-d,) & 7.88
(dd, J = 11.9, 8.6 Hz, 4H), 7.56 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.40 (d, ] = 8.3
Hz, 2H), 3.79 (t, ] = 6.7 Hz, 1H), 3.69 (s, 3H), 3.15-2.99 (m, 2H).
13C NMR (101 MHz, MeOD-d,) § 176.1, 152.8, 152.5, 142.6, 138.0,
131.3 (2C), 130.5 (2C), 125.2 (2C), 124.1 (2C), 56.6, 52.4, 41.6.
HRMS: m/z calcd for C;H;,CIN;0," ([M + H]*): 318.1004, found:
318.0991.
(S,E)-2-((2-Benzoylphenyl)amino)-3-(4-(phenyldiazenyl)-
phenyl)propanoic Acid (AzoGW1929) and (S,E)-2-((2-
benzoylphenyl)amino)-3-(4-((4-chlorophenyl)diazenyl)-
phenyl)propanoic Acid (AzoGW1929-2). An oven-dried micro-
wave vessel was charged with methyl (S,E)-2-amino-3-(4-
(phenyldiazenyl)phenyl)propanoate 4/methyl (S,E)-2-amino-3-(4-
((4-chlorophenyl)diazenyl)-phenyl)propanoate § (50.0 mg, 176.4
umol/157.4 ymol, 1.20 equiv), (2-bromophenyl)(phenyl)methanone
(34.3 mg, 132.2 umol, 1.00 equiv), Cs,CO; (111 mg, 341 pmol, 2.60
equiv), Pd(OAc), (2.9 mg, 13 umol, 10 mol %), and (+)-BINAP
(12.3 mg, 19.7 ymol, 0.15 equiv) in toluene (2 mL). The reaction
mixture was stirred at 110 °C for 3 h under a nitrogen atmosphere.
Subsequently, the reaction was quenched with water, diluted with
EtOAc, and filtered through a pad of silica. The filtrate was
concentrated, and the residue was purified by flash column
chromatography (hexane/EtOAc 1/0 to 1/1) to give the product as
a viscous orange oil. Methyl (S,E)-2-((2-benzoylphenyl)amino)-3-(4-
(phenyldiazenyl)phenyl)propanoate/methyl (S,E)-2-((2-
benzoylphenyl)amino)-3-(4-((4-chlorophenyl)diazenyl)phenyl)-
propanoate (39.2/21.7 mg, 84.6/43.6 umol, 1.00 equiv) was dissolved
in acetonitrile (0.5 mL) and an aqueous solution of LiOH (5.1 mg/
2.6 mg, 0.21 mmol/0.11 mmol, 2.5 equiv in 0.5 mL H,0) was added.
The mixture was stirred at 0 °C for 30 min and then acidified to pH =
2 with 1 M HCL. The aqueous phase was extracted with CH,Cl, three
times, and the combined organic layers were dried over Na,SO, and
concentrated to give the desired product as a red solid. AzoGW1929
(37.0 mg, 82.3 umol, 97%): 'H NMR (400 MHz, CDCl,) § 7.87
(ddd, J = 10.7, 7.6, 1.7 Hz, 4H), 7.60 (dt, ] = 6.9, 1.4 Hz, 2H), 7.53—
7.43 (m, 9H), 7.39 (t, ] = 7.8 Hz, 1H), 6.73—6.63 (m, 2H), 4.48 (dd,
J=7.8,53 Hz, 1H), 3.45 (dd, J = 13.9, 5.2 Hz, 1H), 3.29 (dd, ] =
13.8, 8.0 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz, CDCl;) § 199.6, 174.5,
152.8, 151.9, 149.9, 140.1, 139.4, 135.7, 135.2, 131.3, 131.1, 130.3,
129.4 (2C), 129.3, 129.2 (2C), 128.3, 123.4 (2C), 123.0 (2C), 119.0,
116.1, 112.3, 57.9, 38.6, 29.9. HRMS: m/z calcd for C,sH,3;N;NaO;*
([M + Na]*): 472.1632, found: 472.1652. AzoGW1929-2 (19.5 mg,
40.3 pmol, 93%): '"H NMR (400 MHz, CDCl,) & 8.88 (s, 1H), 7.84
(dd, J = 8.5, 2.8 Hz, 4H), 7.61—7.57 (m, 2H), 7.53—7.42 (m, 8H),
7.39 (t, ] = 7.8 Hz, 1H), 6.70 (d, ] = 8.5 Hz, 1H), 6.66 (t, ] = 7.5 Hz,
1H), 449 (dd, ] = 7.9, 5.2 Hz, 1H), 3.44 (dd, J = 13.9, 5.1 Hz, 1H),
3.28 (dd, J = 13.9, 7.8 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz, CDCL) &
199.6, 174.3, 151.7, 151.1, 149.9, 140.1, 139.8, 137.0, 135.7, 135.2,
131.3, 130.3, 129.5 (2C), 129.3 (2C), 128.3, 124.2 (2C), 123.4 (2C),
119.0, 116.1, 112.3, 57.8, 38.6, 29.9, 14.3. HRMS: m/z caled for
CysH,,CIN;NaO;* ([M + Nal*): 506.1242, found: 506.1257.
(E)-5-(4-(Phenyldiazenyl)benzyl)thiazolidine-2,4-dione
(AzoRosi), (E)-5-(4-((4-Chlorophenyl)diazenyl)benzyl)-
thiazolidine-2,4-dione (AzoRosi-2), (E)-5-(4-((4-
(Trifluoromethyl)phenyl)diazenyl)benzyl)thiazolidine-2,4-
dione (AzoRosi-3) and (E)-5-(4-((2’-Methyl-[1,1’-biphenyl]-4-
yl)diazenyl)benzyl)thiazolidine-2,4-dione (AzoRosi-4). Aniline/
4-Chloroaniline/4-(trifluoromethyl)aniline/2’-methyl-[1,1’-biphen-
yl]-4-amine (31.4/43.0/54.4/61.8 mg, 337 umol, 3.00 equiv) was
dissolved in CH,Cl, (2 mL) and oxone (415 mg, 675 pmol, 6.00
equiv) in water (2 mL) was added to the solution. The suspension
was vigorously stirred at room temperature for 16 h, during which the
mixture turned green. The two phases were separated, and the organic
phase was washed with 1 M HCI, sat. aq. NaHCOj3, and water. The
organic phase was dried over Na,SO, before S-(4-aminobenzyl)-
thiazolidine-2,4-dione 7 (25.0 mg, 113 umol, 1.00 equiv) was
synthesized according to the literature procedures*' and glacial acetic
(250 pL) acid was added. The solution was concentrated under
reduced pressure to remove CH,Cl, and finally stirred at room

temperature overnight. The acetic acid was removed by azeotropic
distillation with toluene (three times) and removed under reduced
pressure three times. Flash column chromatography with CH,Cl,/
MeOH (1:0 to 9:1) yielded the corresponding product as a yellow
solid. AzoRosi (25.2 mg, 80.9 umol, 72%): 'H NMR (400 MHz,
CDCl;) 6 7.90 (t, ] = 8.0 Hz, 4H), 7.52 (q, ] = 10.1, 9.2 Hz, 3H), 7.40
(d, ] = 8.2 Hz, 2H), 4.60 (dd, ] = 9.5, 4.0 Hz, 1H), 3.61 (dd, ] = 14.1,
3.9 Hz, 1H), 3.26 (dd, ] = 14.1, 9.5 Hz, 1H). *C NMR (101 MHz,
CDCl,) 6 173.9, 170.0, 152.7, 152.2, 138.8, 131.3, 130.2 (2C), 129.3
(2C), 123.4 (2C), 123.0 (2C), 53.1, 38.5. HRMS: m/z calcd for ([M
+ HJ*): 312.0801, found: 312.0788. AzoRosi-2 (27.7 mg, 80.1 ymol,
71%): 'H NMR (400 MHz, CDCL,) 5 7.87 (dd, ] = 8.3, 6.0 Hz, 4H),
7.49 (d, ] = 8.7 Hz, 2H), 7.39 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 4.59 (dd, ] = 9.4,
4.0 Hz, 1H), 3.60 (dd, J = 14.1, 3.9 Hz, 1H), 3.26 (dd, ] = 14.1, 9.5
Hz, 1H). '*C NMR (101 MHz, CDCl;) § 173.5, 169.6, 152.1, 151.1,
139.1, 137.3, 130.3 (2C), 129.5 (2C), 124.3 (2C), 123.5 (2C), 53.0,
38.5. HRMS: m/z calcd for ([M + H]"): 346.0412, found: 346.0401.
AzoRosi-3 (24.3 mg, 64.1 umol, 57%): '"H NMR (400 MHz, CDCl,)
57.99 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.92 (d, ] = 8.0 Hz, 2H), 7.78 (d, ] = 8.3
Hz, 2H), 7.41 (d, ] = 8.1 Hz, 2H), 4.60 (dd, ] = 9.4, 3.8 Hz, 1H), 3.61
(dd, J = 14.1, 4.0 Hz, 1H), 3.28 (dd, ] = 14.1, 9.4 Hz, 1H). 3C NMR
(101 MHz, CDCl,) 8 173.7, 169.8, 154.5, 152.0, 139.7, 132.5 (q, ] =
32.5 Hz, 2C), 130.3 (2C), 126.5 (q, J = 3.8 Hz, 2C), 124.0 (q, ] =
272.4 Hz, 2C), 123.8, 123.2, 53.0, 38.5. 'F NMR (377 MHz, CDCl,)
5 0.29, 0.17. HRMS: m/z calcd for ([M + HJ*): 360.0675, found:
380.0662. AzoRosi-4 (21.9 mg, 54.5 umol, 49%): 'H NMR (400
MHz, CDCLy) § 7.97 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.91 (d, ] = 8.2 Hz, 2H),
7.49 (d, ] = 8.2 Hz, 2H), 7.41 (d, ] = 8.2 Hz, 2H), 7.30 (m, 4H), 4.60
(dd, J = 9.5, 3.9 Hz, 1H), 3.62 (dd, J = 14.1, 3.8 Hz, 1H), 3.26 (dd, J
= 14.0, 9.6 Hz, 1H), 2.32 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, CDCl,) §
173.7, 169.8, 152.3, 151.5, 145.2, 141.1, 138.7, 135.5, 130.7 (2C),
130.2 (2C), 129.8 (2C), 127.9, 126.1, 123.5 (2C), 122.8 (2C), 53.1,
38.6, 20.6. HRMS: m/z caled for ([M + H]*"): 402.1271, found:
402.1261.

2'-Methyl-[1,1'-biphenyl]-4-amine (9). An oven-dried mini-
ature reflux equipment was charged with (4-aminophenyl)boronic
acid 8 (192 mg, 1.40 mmol, 1.20 equiv), 2-bromotoluene (200 mg,
1.18 mmol, 1.00 equiv), and Pd(PPh,), (67.6 mg, 58.5 umol, S mol
%) in DMF (S mL). Potassium carbonate (1.10 g, 7.96 mmol, 6.74
equiv) in H,O (6 mL) was added and the mixture was heated to 85
°C and stirred for 16 h under a nitrogen atmosphere. The reaction
mixture was cooled to room temperature and extracted with CH,Cl,
three times. The combined organic layers were dried over Na,SO,,
concentrated under reduced pressure, and purified by flash column
chromatography (hexane/EtOAc 1/0 to 1/3), yielding the product as
a yellow viscous oil (118 mg, 641 umol, 55%). 'H NMR (400 MHz,
CDCl,) 6 7.24—7.21 (m, 4H), 7.14 (d, ] = 8.4 Hz, 2H), 6.77 (d, ] =
8.3 Hz, 2H), 4.09 (s, 2H), 2.29 (s, 3H), *C NMR (101 MHz,
CDCl,) § 145.3, 142.1, 135.6, 132.4, 130.4, 130.3 (2C), 130.0, 126.8,
1259, 1149 (2C), 20.7. HRMS: m/z caled for C,;3H ,N* ([M +
HJ*): 184.1121, found: 184.1118.

Crystallography. The X-ray intensity data of thiazolidinedione 6
were measured on an Oxford Diffraction Xcalibur 3 system equipped
with a graphite monochromator and a sealed-tube Mo Ka X-ray tube
(A = 071073 A). The frames were integrated with the Agilent
CrysAlis PRO software package.*® Data were corrected for absorption
effects using the Multi-Scan method (ABSPACK embedded in the
Agilent CrysAlis PRO software package). The structure was solved
with SIR97°' and refined with SHELXL.**> All C-bound hydrogen
atoms have been calculated in ideal geometry riding on their parent
atoms, while the N-bound hydrogen atoms have been refined freely.
The figures have been drawn at the 50% ellipsoid probability level.>®
Crystallographic data for thiazolidinedione 6 are available free of
charge from the Cambridge Crystallographic Data Center via http://
www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif (accession ref CCDC
1997329). The X-ray intensity data of AzoRosi-3 were measured
on a Bruker D8 Venture TXS system equipped with a multilayer
mirror monochromator and a Mo Ka rotating anode X-ray tube (4 =
0.71073 A). The frames were integrated with the Bruker SAINT
software package.”* Data were corrected for absorption effects using
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the Multi-Scan method (SADABS).* The structure was solved with
SIR97 and refined with SHELXL. All hydrogen atoms have been
calculated in ideal geometry riding on their parent atoms. The figures
have been drawn at the 50% ellipsoid probability level. There are two
formula units in the asymmetric unit. Crystallographic data for
AzoRosi-3 are available free of charge from the Cambridge
Crystallographic Data Center via http://www.ccdc.cam.ac.uk/data_
request/cif (accession ref CCDC 1997328).

Computational Methods. General: Calculations were performed
in Molecular Operating Environment (MOE, version 2018.0101,
Chemical Computing Group Inc. Montreal, QC, Canada) using
default settings for each tool/function unless stated otherwise.
Amberl0:EHT was used as the default force field for all calculations.
Molecular docking: docking was performed using X-ray structures of
the PPARy ligand binding domain (LBD) complexed with different
ligands, each serving for a different photohormone series based on
structural similarity of the bound ligand and the photohormone. For
GW1929 azologs, docking was performed using the X-ray structure of
the PPARy LBD in complex with the parent compound GW1929
(PDB ID: 6D8X). For azologs of rosiglitazone and MDGS48, the
structure of the PPARy LBD in complex with rosiglitazone was used
for molecular docking (PDB ID: SYCP). Protonation states of the
complexes were adjusted using the MOE QuickPrep tool. Redocking
of the crystallized ligands resulted in binding poses with RMSD
0.5994 relative to the crystallized binding mode for GW1929 and
RMSD 0.1871 for rosiglitazone, respectively. The compounds were
prepared using the MOE Wash tool: protonation state dominant at
pH 7; coordinates rebuild 3D; and preserved existing chirality.
Docking was performed using the following settings in the MOE
Dock tool: receptor: receptor + solvent; site: ligand atoms;
placement: triangle matcher; score: London dG; poses: 100;
refinement: rigid receptor; refinement score: GBVI/WSA dG;
poses: 10. The highest ranked binding mode with the carboxylate
or thiazolidinedione participating in the H-bond network with the
canonical activation triad was used. The respective cocrystallized
template ligands GW1929 and rosiglitazone and the parent
compound MDGS548 are colored in green, the respective azologs
AzoMDGS548, AzoGW1929, and AzoRosi are colored in magenta.
The second-generation azologs AzoGW1929-2 and AzoRosi-3 are
colored cyan, whereas AzoRosi-4 is colored orange.

Photophysical Characterization and Photostationary States
(PSS). UV—vis spectra were recorded using a Varian Cary 50 Bio
UV—Visible Spectrophotometer with BRAND Ultra-Micro UV-
Cuvettes (10 mm light path). Switching was achieved using 4 =
365 nm or A = 460 nm LED light sources. The LEDs were pointed
directly into the top of the sample cuvette. An initial spectrum of all
photohormones (25 M in DMSO) was recorded (dark-adapted
state, black) and then again following illumination at A = 365 nm for 2
min (cis-adapted state, gray). A third spectrum was recorded after
irradiation at 4 = 460 nm for 2 min (trans-adapted state, blue). To
obtain the reversible trans <~— cis spectrum, absorption at A, = 340
nm was constantly measured while alternating illumination at 4 = 365
nm or A = 460 nm for the indicated times allowed for rapid
isomerization of the photohormones (25 M in DMSO). Therefore, a
mercury lamp with a power of 75 watts connected to a
monochromator was directly pointed into the top of the sample
cuvette, providing irradiation via an optic fiber cable with the two
distinct wavelengths A = 365 and 460 nm for 4 min each (absorption
was read at Ay, = 340 nm). For the color-dosing experiment, the
same experimental setup comprising the mercury lamp, mono-
chromator, and optic fiber cable was used. The monochromator
allowed for the illumination of the photohormones (25 uM in
DMSO) with the indicated wavelengths for 4 min each (4,,, = 340
nm). Determination of the half-life was achieved by the illumination
of the photohormones (25 M in DMSO) with 4 = 365 nm for S min
to yield the corresponding cis-isomers. Then, the sample has been
excluded from light and absorption was read at room temperature
every minute for 2 days. Fitting of the experimental data provided for
the half-life time, assuming a one-phase decay. The photostationary
states were determined by 'H NMR. Therefore, 1 mg of the

corresponding photohormone was dissolved in deuterated solvent
(CDCl; or MeOD-d,), and a 'H spectrum was recorded before (dark-
adapted) and after illumination with 4 = 365 nm (cis-adapted) and 1
= 460 nm (trans-adapted) for S min. The integration of characteristic
product peaks and normalization yielded the PSS.

In Vitro Pharmacological Characterization. Hybrid Reporter
Gene Assay. The HEK293T cells were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM), high glucose with 10% fetal calf
serum (FCS), sodium pyruvate (1 mM), penicillin (100 U/mL), and
streptomycin (100 ug/mL) at 37 °C and 5% CO,. Twenty-four hours
before transfection, the cells were seeded in 96-well plates (3 x 10*
cells/well). Before transfection, the medium was changed to Opti-
MEM without supplements. Transient transfection was carried out
using Lipofectamine LTX reagent (Invitrogen) according to the
manufacturer’s protocol with pFR-Luc (Stratagene), pRL-SV40
(Promega), and the corresponding Gal4-fusion nuclear receptor
plasmid. Five hours after transfection, the medium was changed to
Opti-MEM supplemented with penicillin (100 U/mL), streptomycin
(100 pg/mL), and additionally containing 0.1% dimethyl sulfoxide
(DMSO) and the respective test compound or 0.1% DMSO alone as
an untreated control. Each concentration was tested in duplicates, and
each experiment was repeated independently at least two times. After
overnight (14—16 h) incubation, the cells were assayed for luciferase
activity using the Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega)
according to the manufacturer’s protocol. Luminescence was
measured with a Tecan Spark luminometer (Tecan Deutschland
GmbH, Germany). Normalization of transfection efficiency and cell
growth was done by the division of firefly luciferase data by Renilla
luciferase data and multiplying the value by 1000, resulting in relative
light units (RLU). Fold activation was obtained by dividing the mean
RLU of the test compound by the mean RLU of the untreated
control. Maximum relative activation refers to fold reporter activity
divided by the fold activation of respective reference agonist (at a
concentration of 1 M) treated cells. All hybrid assays were validated
with the respective reference agonists (PPARa: GW7647; PPARy:
pioglitazone; PPARS: L165041), which yielded ECy, values in
agreement with the literature. Characterization of the respective cis-
counterparts was performed in the same way with the preirradiated
compounds (irradiation for 3 min at 4 = 365 nm right before
incubation). To maintain the compound in the cis-adapted state, the
Cell Disco System was used during incubation with 75 ms light pulses
(4 =370 nm) every 15 s.

PPRE Reporter Assay in HepG2. The HepG2 cells were cultured in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), high glucose with
10% fetal calf serum (FCS), sodium pyruvate (1 mM), penicillin (100
U/mL), and streptomycin (100 ug/mL) at 37 °C and 5% CO,.
Twenty-four hours before transfection, the cells were seeded in 96-
well plates (1.25 X 10* cells/well) precoated with collagen G solution.
Before transfection, the medium was changed to Opti-MEM without
supplements. Transient transfection was carried out using the
Lipofectamine 3000 reagent (Invitrogen) according to the manu-
facturer’s protocol with PPRE1-pGL3* and pRL-SV40 (Promega).
Five hours after transfection, the medium was changed to Opti-MEM
supplemented with penicillin (100 U/mL), streptomycin (100 ug/
mL), and additionally containing 0.1% DMSO and the respective test
compound or 0.1% DMSO alone as an untreated control. Each
concentration was tested in duplicates, and each experiment was
repeated independently at least three times. After overnight (14—16
h) incubation, the cells were assayed for luciferase activity using the
Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega) according to the
manufacturer’s protocol. Luminescence was measured with a Tecan
Spark luminometer (Tecan Deutschland GmbH). Normalization of
transfection efficiency and cell growth was done by the division of
firefly luciferase data by Renilla luciferase data and multiplying the
value by 1000, resulting in relative light units (RLU). Fold activation
was obtained by dividing the mean RLU of the test compound by the
mean RLU of the untreated control. The PPRE reporter gene assay
was validated with rosiglitazone as PPARy reference agonist, which
yielded an ECs, value in agreement with the literature. Character-
ization of cis-AzoRosi-4 was performed in the same way with the
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preirradiated compound (irradiation for 3 min at 4 = 365 nm right
before incubation). To maintain the compound in the cis-adapted
state, the Cell Disco System was used during incubation with 75 ms
light pulses (4 = 370 nm) every 15 s.

Production of a Recombinant PPARy LBD Protein. Cloning
of PPARy LBD. A cDNA sequence optimized for codon usage in
Escherichia coli K12 and coding for an N-terminal His,,-tag followed
in frame by a tobacco etch virus (TEV) cleavage site and the PPARy
LBD (aa 234—505) was cloned into the backbone of pET29b for
expression under the control of the T7 promoter.

Protein Expression. E. coli BL21 DE3 was transformed with the
described expression plasmid and the plasmid pGro7 for coexpression
of GroEL/ES (chaperone plasmid set; TaKaRa Bio, Inc.). Cultures in
the Luria-Bertani (LB) medium containing 35 yg/mL kanamycin and
34 pg/mL chloramphenicol were grown at 37 °C and 180 rpm. When
OD600 reached 0.6—0.7, the temperature was lowered to 18 °C and
the expression of GroEL/ES was induced by the addition of 1 g/L L-
arabinose. Thirty minutes later, the expression of PPARy LBD was
induced by the addition of 0.5 mM IPTG and the cultures were
supplemented with ~200 yL Antifoam Y-30 (Sigma-Aldrich) per liter.
After 14—18 h, the cells were harvested by centrifugation (20 min,
6000g, 4 °C).

Purification. A cell pellet from 2 L of culture was thawed and
resuspended in a total volume of SO mL of lysis buffer (400 mM
NaCl, 25 mM Tris (pH 7.8), 20 mM f-mercaptoethanol, 10% w/v
glycerol) supplemented with 25 mM imidazole, 2 mM MgSO,, 750
Kunitz DNAse I, 250 Kunitz RNAse A, a spatula tip of lysozyme, and
one tablet of Roche complete ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA)-free protease inhibitor cocktail. After incubation for 30
min on wet ice, the slurry was diluted with three volumes of IMAC
buffer A (400 mM NaCl, 25 mM NaPi (pH 7.8), 20 mM £-
mercaptoethanol, 10% w/v glycerol) supplemented with 25 mM
imidazole and cell lysis was enforced by passage through a
homogenizer at a combined pressure of 1000 psi. The suspension
was supplemented with 1 mM ATP and incubated for another 30 min
on wet ice. The cell debris was removed by centrifugation (20 min,
16 500g, 4 °C), and the supernatant was loaded at a flow rate of 3
mL/min onto a prepacked S mL HisTrap FF column (Ge Healthcare)
pre-equilibrated in 95% IMAC buffer A and 5% IMAC buffer B
(IMAC buffer A containing S00 mM imidazole). To remove unbound
proteins, the column was washed with 15 column volumes of the same
buffer at 5 mL/min. PPARy LBD was eluted by a linear gradient of
20—60% IMAC buffer B and supplemented with His,-tagged TEV
protease (molar ratio of 1:25) for the digestion of the His-tag during
overnight dialysis against a volume of IMAC buffer A sufficient to
reduce imidazole to 10—15 mM. The mixture was run through a
gravity-flow column packed with 10 mL Ni Sepharose 6 Fast Flow
(Ge Healthcare), and the flow-through was concentrated under 2 bar
pressure from nitrogen gas in an Amicon-stirred cell equipped with a
10.000 MWCO membrane. Then, 5 mL of concentrate was separated
on a HiLoad 16/600 Superdex 75 pg gel filtration column (Ge
Healthcare) equilibrated and run in assay buffer (150 mM KF, 25 mM
N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N'-ethanesulfonic acid (HEPES) pH
7.5, 10% w/v glycerol, S mM dithiothreitol (DTT)) at 1 mL/min.
The protein used for isothermal titration experiments was taken from
the middle of the peak corresponding to monomeric PPARy LBD.

Isothermal Titration Calorimetry (ITC). ITC was conducted on
a TA Instruments Affinity ITC (TA Instruments, New Castle,
Delaware) using recombinant PPARy LBD protein dissolved in buffer
at pH 7.5 containing 25 mM HEPES, 150 mM KF, S mM DTT, 10%
w/v glycerol, and 1% DMSO. AzoRosi-4 was dissolved to a final
concentration of 300 yM in the same buffer, placed into the ITC
syringe, and titrated to 172 uL of PPARy LBD protein (64 uM).
Characterization of cis-AzoRosi-4 was performed in the same way
with the preirradiated compound (irradiation for § min at 4 = 365 nm
right before titration). The titration was performed at a temperature
of 25 °C with a stirring rate of 75 rpm and 31 injections. The first
injection had a reduced volume of 1.0 L, followed by 30 injections of
2.5 uL. An interval of 300 s was maintained between injections. ITC
raw data were analyzed using the NanoAnalyze software package

(version 3.7.5). An independent binding model was used to fit the
reaction enthalpy (AH), binding affinity constant (Kp), and
stoichiometry (n). Free energy change (AG) was calculated from
the equation AG = —RT In K, and the entropy (AS) was calculated
from AG = AH — TAS.
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200000
175000
150000
125000

ES-API, Pos, Scan, Frag: 100,

100000
75000
50000
25000

0

1 2 3 4 5
MSD2 TIC, MS File (D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-300012-P1-D5-JM-222.D)

ES-API, Neg, Scan, Frag: 100,
<

25000
20000
15000
10000

5000

Sorted By
Multiplier
Dilution
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=590,160

Peak RetTime Type
#  [min]
R R =]
1 ©.262 BB
2 ©.337 BB
3 3.096 BB
4 4.544 BB
Totals

Width
[min]
8.0375
0.0265
©.0334
0.0294

Area
[mAU*s]

27.96848
6.50088
7.96568

72.72526

115.1ee31

Height
[mAU]

10.33663
4.16729
3.44863

35.46495

53.3575@

24.2471
5.6480
6.92006

63.1842
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Signal 2: DAD1 B, Sig=214,4 Ref=590,1600

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
RTIERRELR |«mme | m e |«mmemmee |--memmee |«mm e |
1 .273 BB 0.0401 4365.83691 1782.35706 67.7716
2 ©8.323 BB 0.0292 1848.085823 837.58618 28.6877
3 ©.900 BB 0.08573 5.18932 1.08727 0.0793
4 1.876@ BB ©.0352 9.78878 4.19642 0.1520
5 3.097 BB 0.2220 68.55415 3.69350 1.0642
6 4.544 BB 0.0297 103.65650 49.92537 1.6891
7 5.755 BB 9.1409 49.98670 3.46874 0.6362
Totals : 6441.99059 2682.31454
Signal 3: DAD1 C, Sig=230,4 Ref=590,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
SR EEEEERS R s |- mmme |<mme e |
1 8.265 BB 0.0431 805.95996@ 302.01376 65.6366
2 8.323 BB ©.0177 225.54897 178.56525 18.3662
3 ©.361 BB 0.0159 38.53959 39.49973 3.1383
4 ©.454 BB 9.1148 10.02569 1.97524 0.8164
5 3.097 BB 0.0279 9.13874 4.98535 0.7442
6 4.544 BB ©0.0285 138.81%64 70.32796 11.3043
Totals : 1228.062452 596.46723

Signal 4: DAD1 D, Sipg=360,4 Ref=590,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area

#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
ERRIEEEEERS R |<mmemnee |- mmme |<mee e |

1 4.544 BB ©0.6299 51.722e8 24.77613 100.0000

Totals : 51.722@8 24.77613

Signal 5: DAD1 E, Sig=420,4 Ref=590,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area

#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
GRIEECRPES |<mme ] ommeee | <mme e |-mmee e |<mme oo |

1 4.544 BB 9.0298  13.55693 6.50382 100.0000

Totals : 13.55693 6.50382
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Acq. Operator @ SYSTEM Seq. Line : 13
Acq. Instrument : LCMS Location : P1-D6
Injection Date : 4/7/2020 1:22:21 PM Inj : 1

Method : D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\AZ0 25% to10@@%B over5 min
uvvis 1 mlmin.M (Sequence Method)
Last changed : 4/18/2018 2:31:20 PM by SYSTEM

Method Info

Inj Volume : 5.000 pl

recording

FULL uv spectrum recording; eq 1 min with prerun macro; inject; 25 to 100%
B over 5 min, flush at 10@% B for 1 min, no postrun, FULL uv spectrum

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=590,100 (D:\\Data\2020-0Z\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\013-P1-D6-JM-223.D)

0.261
0.339
3101

5.809

1 2 3 4

DAD1 B, Sig=214,4 Ref=590,100 (D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\013-P1-D6-JM-223.D)
N

1.885
[3.101

[5.808

min

3
ey
[

- N
(=] (=1
(=] (=]

(=]

-100

-200

1 2 3 4
DAD1 C, Sig=230,4 Ref=590,100 (D:\1\Data'2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\013-P1-D6-JM-223 D)

o
=~
o~

[=}
=4
4

3
=
[

= N W & U O
S O O O O O

(=]

DAD1 D, Sig=360,4 Ref=590,100 (D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\013-P1-D6-JM-223.D)

5.809

min|
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DAD1 E, Sig=420,4 Ref=590,100 (D:A\Data\2020-0MASEQUENCE 2020-04-07 11-44-308013-P1-D6-JM-223.D)

3
=)
[

—

S N B o O

MSD1 TIC, MS File (D:\1\Data\2020-0\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\013-P1-D6-JM-223.D)

«©Q

250000
200000
150000
100000

50000

ES-API, Pos,

Scan, Frag: 100,

5 min

MSD2 TIC, MS File (D:\1\Data\2020-0\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30013-P1-D6-JM-223.D)

6000 4

ES-API, Neg,

Scan, Frag: 100,

—

5 min

Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Use Multiplier & Dilutlion Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
GBI ELEREES |<mme] e mmeee | <mme e |-mmeeeee |<mme oo |
1 ©.261 BB ©0.6385 30.35172 11.68144 15.5292
2  ©.339 BB 0.0273 6.07196 3.77485  3.1867
3  3.1e1 BB 0.0335 14.16368 6.12669  7.2467
4 4.901 BB 0.0309 139.56461 65.50099 71.4870
5 5.809 BB 0.0262 5.29757 2.98812 2.7185
Totals 195.44954  89.47209
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Signal 2: DAD1 B, Sig=214,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

9.0462 5281.47670 1881.68628 70.2185
0.0340 2025.44312 925.29602 26.9288
1.885 BB 9.0358 10.01634 4.35787 0.1332
9.0294  13.50913 6.72264 @
9.0306 184.27742 87.51632 2.4500
9.0260 6.76451 3.94204 @

Totals : 7521.48122 2909.52116

Signal 3: DAD1 C, Sig=236,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
RTIEPRELRE |«mme | m e |«mmemmee e |«mme e |
1 ©.270 BB 0.0418 911.26532 356.31747 62.1523
2  9.325 BB 0.0187 228.41936 174.83612 15.5792
3 9.361 BB 9.0150  35.27077 37.44576  2.4056
4 3.101 BB 0.0298 18.66773 9.35178 1.2732
5 4.901 BB 0.0297 266.89438 128.89406 18.2034
6 5.816 BB 0.0199 5.66301 4.58458 0.3862

Totals : 1466.18857 711.42977

Signal 4: DAD1 D, Sig=360,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
RTIEERELRE |«mme | m e |«mmemme |-mmemmee |«mee e |
1 3.100 BB 0.0347 5.69685 2.36090 3.7284
2 4.901 BB 0.0302 140.89314 66.51421 92.2089
3 5.809 BB 0.0290 6.20779 3.07748  4.0628

Totals : 152.79778 71.95258

Signal 5: DAD1 E, Sig=420,4 Ref=590,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area

#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
RTIEPRLRS |«mme | m e |«mmemmee |-=semme | «me e |

1 4.9%01 BB 9.0308  25.72222 12.08782 100.0000

Totals : 25.72222 12.08782
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2'-methyl-[1,1'-biphenyl]-4-amine 9

4.09

2.29

| _J
T T T
gg 2 3 2
23 2 % 2
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 30 25 2.0 15 10
1 (ppm)
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Acq. Operator
Acqg. Instrument
Injection Date

Method

Last changed
Method Info

SYSTEM Seqg. Line : 9
LCMS Location P1-D1
4/7/2020 12:50:41 PM Inj : 1

Inj Volume : 5.000 ul

D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\AZ0 25% t0100%B over5 min
uvvis 1 mlmin.M (Sequence Method)

4/18/2018 2:31:20 PM by SYSTEM

FULL uv spectrum recording; eq 1 min with prerun macro; inject; 25 to 100%
B over 5 min, flush at 100% B for 1 min, no postrun, FULL uv spectrum
recording

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=590,100 (D:\M\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\008-P1-D1-JM-200.D)

4
0.261

N
o
.335

Q

1 2 3 4
DAD1 B, Sig=214,4 Ref=580,100 (D:\\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\008-P1-D1-JM-200.D)

Al =

3.588
5749

mAL

100

-100

-200

=
e b b b b b

1 2 3 4
DAD1 D, Sig=360,4 Ref=580,100 (D:\I'Data\2020-03'"SEQUENC E 2020-04-07 11-44-30\008- P1-D1-JM-200.D)

mAL

15
128
10
75

25

«©
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DAD1 E, Sig=420,4 Ref=590,100 (D:\\Data\2020-0ASEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\009-P1-D1-JM-200.D)
mAl

0.5

-0.5

1 2 3 4 5 mir
MSD1 TIC, MS File (D:\1\Data\2020-0\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30M008-P1-D1-JM-200.D) ES-API, Pos, Scan, Frag: 100,

—

3.611

1.887

100000
80000
60000
40000
20000

0

2105

1 2 3 4 5 min|
ES-API, Neg, Scan, Frag: 100,

MSD2 TIC, MS File (D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30W009-P1-D1-JM-200.D)

o

25000

20000

15000

10000

5000

(=)

Sorted By
Multiplier
Dilution :

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
RRIEEEEERS R |<mmemmee |- mmme |<mee e |
1 ©.261 BB 0.08354 23.37692 8.82044 49.4039
2 ©.335 BB 0.8272 5.97125 3.729688 12.6194
3  3.588 BB 0.0302 17.96977 8.48414 37.9767
Totals 47.31795 21.03366
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Signal 2: DAD1 B, Sig=214,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
RTIEERTeS EEECIEELPRee O |--eeemo |-mmmee |
1 0.271 BB 0.0375 3814.06641 1620.68970@ 55.0159
2 ©.321 BB 0.0395 2516.03198 814.41064 36.2924
3 0.964 BB 0.0651 6.54737 1.25698 0.0944
4 1.868 BB 0.0334 16.25311 4.45158 0.1479
5 3.588 BB 0.0294 66.52601 32.49927 ©.9596
6 5.749 BB 1.0335 519.24066 5.87813 7.4898

Totals : 6932.66554 2479.17230

Signal 3: DAD1 C, 5ig=230,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

1 ©.262 BB 0.0422 752.18189 281.60706 67.2772
2 ©.321 BB 0.0177 219.80719 174.0919@ 19.6602
3 ©.359 BB 0.0160  39.76826 40.27479  3.5570@
4 ©.458 BB 9.1122  13.5%9e28 1.48641  1.2156
5 3.588 BB 9.0291 92.68646 45.77426  8.29%01

Totals : 1118.03329 543.23441

Signal 4: DAD1 D, 5ig=360,4 Ref=590,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area

#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
bl RECEEES |--mn] oo meee |--mne oo |--- oo |--nm e |

1 3.588 BB 9.0305 39.05832 18.20165 100.0000

Totals : 39.05832 18.20165

Signal 5: DAD1 E, Sig=420,4 Ref=590,100
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Acqg. Operator : SYSTEM Seq. Line : 10

Acg. Instrument : LCMS Location : P1-D2
Injection Date : 4/7/2020 12:58:36 PM Inj : 1
Inj Volume : 5.@00 pl

Method : D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\AZ0 25% t01@0%B over5 min
uvvis 1 mlmin.M (Sequence Method)

Last changed 1 4/18/2018 2:31:20 PM by SYSTEM

Method Info : FULL uv spectrum recording; eq 1 min with prerun macro; inject; 25 to 100%
B over 5 min, flush at 100% B for 1 min, no postrun, FULL uv spectrum
recording

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=590,100 (D:\\Data\2020-03SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\010-P1-D2-JM-201.D)

mAL
10

75

0.262
4.028

.336

25

-2.5

-7.5

T I T T T | I
1 2 3 4 5

i

DAD1 B, Sig=214,4 Ref=590,100 (D:\1\Data'2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\010-P1-D2-JM-201.D)
mall g IN

1200
1000
800
600
400
200

5.754

1.874
74.028

I
1 2 3 4 5

i

DAD1 C, Sig=230,4 Ref=580,100 (D:\\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\010-P1-D2-JM-201.D)

mAL
200

©
I
i
~

100

-100

-200

=1
I NN S NN TS NN )

min|

DAD1 D, Sig=360,4 Ref=580,100 (D\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\010-P1-D2-JM 201 D)
mAU N
175 '
15
125
10
75

25

rmin|
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mAL

05

-0.5

DAD1 E, Sig=420,4 Ref=590,100 (D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\010-P1-D2-JM-201.D)

1 2 3 4 5

160000
140000
120000
100000

80000

MSD1 TIC, MS File (D:\1\Data\2020-01\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\010-P1-D2-JM-201.D) ES-API, Pos, Scan, Frag: 100,
=)

1.891
4.044

60000

1 2 3 4 5
MSD2 TIC, MS File (D:A1\Data\2020-0\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30%010-P1-D2-JM-201.D) ES-API, Neg, Scan, Frag: 100,

o

25000

20000

15000

10000

5000

Sorted By
Multiplier
Dilutien

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type MWidth Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
SR [RRRI RS e R |« eemmee |
1 0.262 BB 0.0385 25.82895 9.27723 60.7570
2 9.336 BB 0.0272 5.89526 3.67283 13.8673
3 4.028 BB 9.0291 10.78769 5.32349 25.3757
Totals 42.511%0  18.27355
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Signal 2: DAD1 B, Sig=214,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type MWidth Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

1 0.272 BB 0.6389 3655.89795 1554.87585 52.5946
2 0.322 BB 0.6489 3175.53784 815.24115 45.6840
3 1.874 BB 0.6338 10. 25463 4.55460 ©.1475
4  4.028 BB 9.0281 34.25156 17.31449  0.4928
5 5.754 BB 9.2143 75.15277 4.1484% 1.0812

Totals : 6951.09475 2396.13458

Signal 3: DAD1 C, Sig=230,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type MWidth Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

Totals : 1074.96160 521.86323

Signal 4: DAD1 D, 5ig=360,4 Ref=590,100
Peak RetTime Type MWidth Area Height Area

#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
R [RRRI ST |- ommeee |-ommmeeees |« oemmee |

1 4.627 BB 0.6307 44.24614  20.46470 100.0000

Totals : 44.24614  20.46470

Signal 5: DAD1 E, 5ig=420,4 Ref=590,100
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Acqg. Operator
Acqg. Instrument
Injection Date

Method

Last changed
Method Info

SYSTEM Seq. Line : 11
LCMS Location P1-D3
4/7/2020 1:06:31 PM Inj : 1

Inj Volume : 5.000 ul

D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\AZ0 25% to01@e%B over5 min
uvvis 1 mlmin.M (Sequence Method)

4/18/2018 2:31:20 PM by SYSTEM

FULL uv spectrum recording; eq 1 min with prerun macro; inject; 25 to 100%
B over 5 min, flush at 100% B for 1 min, no postrun, FULL uv spectrum
recording

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=590,100 (D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\011-P1-D3-JM-202.D)

—

DAD1 B, Sig=214,4 Ref=590,100 (D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\011-P1-D3-JM-202.D)

©

5746

mAL
200

©
©
N

100

-100

-200

=1
el b b b b

—

@
<
~

mAL
20

DAD1 D, Sig=360,4 Ref=590,100 (D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\011-P1-D3-JM-202.D)

—

-
o
ol b b b b

min
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DADI1 E, Sig=420,4 Ref=590,100 (D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\011-P1-D3-JM-202.D)
mAl 3
15
054
E M
0 |
-05-
E
T T T T I I I T T T
1 2 3 4 5 min|
MSDT TIC, MS File (D:\\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\011-P1-D3-JM-202.0) ES-API, Pos, Scan, Frag: 100,
i'p]
175000
150000
125000
g
100000 8
A o
75000 T
50000 pad
25000
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 min|
MSD2Z TIC, MS File (D:\\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\011-P1-D3-JM-202.0) ES-API, Neg, Scan, Frag: 100,
N~
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000 é % § E
10000 < < g o
0 : f pm e
—
1 2 3 4 5 min

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilutien : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

1 0.263 BB 0.6381 25.51149 9.43239 41.3674
2 ©0.337 BB 0.6273 5.84364 3.62553 9.4756
3 4.691 BB 0.0296 30.31535 14.65060 49.1570

Totals : 61.67849 27.70852
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Signal 2: DAD1 B, Sig=214,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
RTIEERES RS ESLERrS | -mmemee |-=memmee |«mmmeee |
1 0.273 BB 0.0429 4863.40820 1898.63660 63.4639
2 0.323 BB 0.0327 1960.56647 87/8.64752 24.8002
3 1.881 BB 0.0345 9.54535 4.36023 0.1246
4 4.091 BB 9.1565 583.5025@ 45.07872 7.6143
5 5.746 BB 0.6802 306.30579 5.26560 3.9971

Totals : 7663.26832 2831.98867

Signal 3: DAD1 C, 5ig=230,4 Ref=5%0,100
Peak RetTime Type MWidth Area Height Area

# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

1 ©.266 BB 9.0432 866.26727 329.47742 69.8498
2 9.323 BB 9.0179 220.52608 173.95574 17.7817
3 9.361 BB 9.0157 37.51884 39.21706  3.0253
4 0.467 BB 0.1684 11.00784 1.26665 ©.8876
5 4.691 BB 0.6280 104.86537 54.32415 8.4556

Totals : 1240.1854@ 597.34102

Signal 4: DAD1 D, Sig=360,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

1 4.691 BB 0.6294  45.68192 22.28056 100.0000

Totals : 45.68192 22.28656

Signal 5: DAD1 E, Sig=420,4 Ref=590,100
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Acq. Operator
Acq. Instrument
Injection Date

SYSTEM Seq. Line

: LCMS Location
: 4/7/2020 12:42:48 PM Inj
Inj Volume

8
P1-D4
: 1
: 5.000 1

Method

Last changed

Method

: D:\1\Data\2020-83\SEQUENCE 20820-94-07 11-44-30\AZ0 25% to108%B over5 min

Info

uvvis 1 mlmin.M (Sequence Method)

1 4/18/2018 2:31:20 PM by SYSTEM

FULL uv spectrum recording; eq 1 min with prerun macro; inject; 25 to 180%
B over 5 min, flush at 100% B for 1 min, no postrun, FULL uv spectrum
recording

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=590,100 (D:M\Data\2020-0\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\008-P1-D4-JM-213.0)

1 2 3 4 5

min

1750
1500
1250
1000
750
500
250

—

DAD1 B, Sig=214,4 Ref=580,100 (D:M\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\008-P1-D4-JM-213.D)

5 4.506

1.881

5733

1 2 3 4 5

mAL
200

100

-100

-200

=
©
N
=

DAD1 C, Sig=230,4 Ref=5980,100 (D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\008-P1-D4-JM-213.D)

©
153}
o

1 2 3 4 5

3
I
[t

= N W B~ g
o o O o o Qo

<

DAD1 D, Sig=360,4 Ref=590,100 (D\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\008-P1-D4-JM-213.D)

min
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DAD1 E, Sig=420,4 Ref=590,100 (D\M\Data\2020-01WSEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\008-P1-D4-JM-213.D)

'
A
|

1 2 3 4 5 min|
MSD1 TIC, MS File (D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\008-P1-D4-JM-213.D) ES-API, Pos, Scan, Frag: 100,

180000 3
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000

0.066
1.903
4621

0 T T T T T T T T T . T T T T . T T T T . T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 mir

MSD2 TIC, MS File (D:\1\Data\2020-03\SEQUENCE 2020-04-07 11-44-30\008-P1-D4-JM-213.D) ES-API, Neg, Scan, Frag: 100,
=+

17500
15000
12500
10000
7500
5000
2500

1 2 3 4 5 mir

Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilutien : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type MWidth Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

1 ©.261 BB 0.60338 21.03139 8.36906 31.0741
2 9.334 BB 0.0269 5.6325@ 3.57943 8.3221
3 4.5% BB 0.0296 41.91757 19.83499 60.6038

Totals : 67.68147 31.78348
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Signal 2: DAD1 B, 5ig=214,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
RRIEEREES R e |--eeemmeee |- nmme |--mmee |
1 0.271 BB 0.9424 4597.81152 1853.67236 67.7838
2 9.321 BB 0.0323 1839.37866 849.63068 27.1173
3 1.881 BB 0.0362 10.31890 4.50889 9.1521
4 4.596 BB ©.0297 145.21513 706.88344 2.14e9
5 5.733 BB ©.3946 190.32539 5.64818 2.8059

Totals : 6783.05861 2783.54346

Signal 3: DAD1 C, Sig=230,4 Ref=590,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

1 ©.264 BB 0.6431 866.65173 312.26050 67.8114
2 ©.321 BB ©.0185 214.92200 166.82777 18.0675
3 ©.358 BB ©.0154  38.83908  39.66283 3.2650
4 ©.470 BB 9.1117 14.47311 1.5%919 1.2167
5 4.596 BB 0.0286 114.6663@ 57.8853@ 9.6395

Totals : 1189.55222 578.22659

Signal 4: DAD1 D, 5ig=360,4 Ref=590,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area

#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
Rl ECERPES EERSEREEeE |<-mm e o |-mmeeone |-mmeee |

1 4.596 BB 9.0302 150.97896  71.44523 100.0000

Totals : 150.97896 71.44523

Signal 5: DAD1 E, 5ig=420,4 Ref=590,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area

#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
Rl ECEREES |<xmm] 2o mmee |<-me e |-mme e |-mmeee |

1 4.596 BB 0.0303 7.127@6 3.35655 100.0000

Totals : 7.127@6 3.35655
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Photophysical Characterization and Photostationary States (PSS)
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Figure S1 Photophysical evaluation of PPARy photohormones AzoMDG548 (A-D), AzoGW1929-

2 (E-H), AzoRosi-2 (I-L), AzoRosi-3 (M-P), AzoGW1929 (Q), AzoRosi (R) and AzoRosi-4 (S)

The UV-Vis spectra of the photohormones (25 uM in DMSO) in the dark-adapted (frans, black),

365 nm-adapted (cis, gray) and 460 nm-adapted (frans, blue) photostationary states (A,E,I,M).
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Reversible cycling of the photohormones (25 uM in DMSO) between photoisomers with alternating
illumination at the two distinct wavelengths 365 nm and 460 nm (B,F,J,N). Reversible cycling
between photoisomers of the photohormones (25 yM in DMSO) with alternating illumination at
varying wavelengths between 320 nm and 420 nm (C,G,K,O). Natural thermal relaxation rates of
the cis-isomers of the photohormones (25 uM in DMSO) at room temperature in the dark

(D,H,L,P,Q,R,S).
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Crystallography

Figure S2 (A) Structure of thiazolidinedione 6 drawn at the 50% ellipsoid probability level. (B)
Structure of trans-AzoRosi-3 drawn at the 50% ellipsoid probability level. (C) Cell of

thiazolidinedione 6. (D) Cell of trans-AzoRosi-3.
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Table S1 Crystallographic data for thiazolidionedione 6 and trans-AzoRosi-3.

Thiazolidinedione 6

trans-AzoRosi-3

net formula CsH3NO2S C17H12F3N302S
M:/g mol™’ 117.127 379.36
crystal size/mm 0.466 x 0.264 x 0.162 0.100 x 0.090 x 0.060
TIK 173(2) 100(2)
radiation MoKa MoKa
diffractometer '‘Oxford XCalibur' '‘Bruker D8 Venture TXS'
crystal system monoclinic monoclinic
space group P24/c 'P 21/c'
alA 8.6725(6) 41.211(2)
b/A 5.3541(3) 5.7604(3)
c/A 10.2330(8) 13.6180(7)
a/° 90 90
p/° 110.081(8) 90.4930(10)
y/° 90 90
VIA3 446.27(5) 3232.7(3)
V4 4 8
calc. density/g cm™ 1.74332(20) 1.559
u/mm- 0.585 0.251
absorption correction 'multi-scan’ multi-scan
transmission factor range 0.97519-1.00000 0.8803-0.9585
refls. measured 2322 38444
Rint 0.0223 0.0587
mean o(/)// 0.0257 0.0525
0 range 4.24-26.37 2.966-26.47
observed refls. 820 4920
X, y (weighting scheme) 0.0292, 0.1830 0.0585, 15.7648
hydrogen refinement H(C) constr, H(N) refall constr
refls in refinement 916 6598
parameters 68 469
restraints 0 0
R(Fobs) 0.0260 0.0847
Ru(F?) 0.0670 0.2055
S 1.093 1.020
shift/errormax 0.001 0.001
max electron density/e A~ 0.335 1.890
min electron density/e A= -0.258 -0.870
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Isothermal titration calorimetry (ITC)

@]

A — buffer B trans — cis
Time [s] Time [s] Time [s]
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Figure S3 Isothermal titration calorimetry experiments show exclusive binding of cis-AzoRosi4 to

recombinant PPARy LBD protein.
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16.2 A Photohormone for Light-Dependent Control of PPARa in Live Cells

Willems, S.*; Morstein, J. *; Hinnah, K;; Trauner, D.; Merk, D. A Photohormone for Light-dependent
Control of PPARa in Live Cells. J. Med. Chem. 2021, 64 (14), 10393—10402.

* Hier liegt eine geteilte Erstautorenschaft zwischen S. W. und J. M. vor.

Reprinted with permission from Willems, S.*; Morstein, J. ; Hinnah, K;; Trauner, D.; Merk, D.

J. Med. Chem. 2021, 64 (14), 10393—-10402. Copyright (2021) American Chemical Society.
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ABSTRACT: Photopharmacology enables the optical control of
several biochemical processes using small-molecule photoswitches
that exhibit different bioactivities in their cis- and trans-
conformations. Such tool compounds allow for high spatiotempo-
ral control of biological signaling, and the approach also holds
promise for the development of drug molecules that can be locally
activated to reduce target-mediated adverse effects. Herein, we
present the expansion of the photopharmacological arsenal to two
new members of the peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR) family, PPARa and PPARS. We have developed a set of
highly potent PPARa and PPARS targeting photohormones
derived from the weak pan-PPAR agonist GL479 that can be
deactivated by light. The photohormone 6 selectively activated
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PPARa in its trans-conformation with high selectivity over the related PPAR subtypes and was used in live cells to switch PPAR«

activity on and off in a light- and time-dependent fashion.

B INTRODUCTION

Photopharmacology utilizes photoswitchable small molecules as
tools to obtain optical control of biological activity and modulate
cellular processes with unprecedented spatiotemporal resolu-
tion.'~* While this approach has been successfully established to
control ion channels,”® membrane receptors,7_9 transport-
ers,""”"? and enzymes,'*'® nuclear receptors (NRs) are fairly
new to this proceeding. Upon binding of mainly amphiphilic
ligands, NRs interact with specific DNA response elements to
regulate the transcription of their target genes.'”"® The success
of photoswitchable lipids'® suggests that fatty acid mimetic*
NR ligands could also be suitable for photopharmacology. This
could indeed be demonstrated with a few classes of NRs,
including retinoic acid receptor @ (RARa), which can be
optically controlled by a photoswitchable retinoic acid
derivative.”' Subsequently, we have developed dedicated
photohormones for the bile acid-activated transcription factor
farnesoid X receptor (FXR)™ and the fatty acid-sensing
peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARy),”® and
Tsuchiya et al. have reported a photoswitchable estrogen
receptor (ER) agonist.24 Still, in light of their value as chemical
tools for pharmacology, the collection of available photo-
switchable ligands for transcription factors is scarce.

The NRs’ function governs multiple physiological processes,
comprising embryonal development, cell proliferation, differ-
entiation, metabolism, and homeostasis.>> NR modulation bya
wide variety of endogenous ligands, including thyroid and
steroid hormones, bile acids, fatty acids, and vitamins causes
intermediate (minutes) to prolonged (hours—days) actions.'”*®

© 2021 American Chemical Society

7 ACS Publications 10393

The PPARs, belonging to the subfamily I of NRs (NR1C),
comprise three isoforms PPAR@, PPARS, and PPARy, which are
fatty acid- and lipid-activated transcription factors essentially
involved in metabolic balance and inflammatory processes.”’
The PPARa subtype is mainly expressed in tissues with high -
oxidation rates, such as the liver, brown adipose tissue, heart, and
kidney, and is considered the master regulator of fatty acid
catabolism, gluconeogenesis, and ketone body synthesis in a
nutrition-dependent manner.””*® Comparably, PPARS is
involved in fatty acid uptake and oxidation, blood glucose
homeostasis, and thermogenesis. It is ubiquitously expressed
with main functions in skeletal muscles and brown adipose
tissue.””””?" Both PPARa and PPARS are closely linked to
metabolic disorders, such as diabetes, cardiovascular disorders,
nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD), dyslipidemia, and
obesity.*" >

Here, we report the development of potent photoswitchable
ligands for PPARa and PPARS, extending the reach of
photopharmacology to the remaining members of the important
PPAR subfamily of nuclear receptors. Using a novel cellular test
system embedding fluorescent reporter genes, we demonstrate a

Received: May 4, 2021
Published: July 2, 2021

https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.1c00810
J. Med. Chem. 2021, 64, 10393—10402


https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Sabine+Willems"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Johannes+Morstein"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Konstantin+Hinnah"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Dirk+Trauner"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1="Daniel+Merk"&field2=AllField&text2=&publication=&accessType=allContent&Earliest=&ref=pdf
https://pubs.acs.org/action/showCitFormats?doi=10.1021/acs.jmedchem.1c00810&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jmedchem.1c00810?ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jmedchem.1c00810?goto=articleMetrics&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jmedchem.1c00810?goto=recommendations&?ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jmedchem.1c00810?goto=supporting-info&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jmedchem.1c00810?fig=abs1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/toc/jmcmar/64/14?ref=pdf
https://pubs.acs.org/toc/jmcmar/64/14?ref=pdf
https://pubs.acs.org/toc/jmcmar/64/14?ref=pdf
https://pubs.acs.org/toc/jmcmar/64/14?ref=pdf
pubs.acs.org/jmc?ref=pdf
https://pubs.acs.org?ref=pdf
https://pubs.acs.org?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.1c00810?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as
https://pubs.acs.org/jmc?ref=pdf
https://pubs.acs.org/jmc?ref=pdf

Journal of Medicinal Chemistry

pubs.acs.org/jmc

photoswitchable, time-resolved control of PPAR activation with
these new photohormones in living cells.

B RESULTS AND DISCUSSION

Owing to their superior photophysical properties, stability over
multiple light-switching cycles, compatibility with various
scaffolds, and ease of synthesis, azobenzenes have emerged as
the most widely used compound class in photopharmacology.”
Additionally, the photoswitching of azobenzenes employed in
amphiphilic molecules is ideally suited to achieve reversible
photoswitchable pro _erties.33 Based on these considerations, we
employed GL479*** (1, Chart 1) as a lead compound, since