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Phloroglucinolderivate Guttiferon G, Aristoforin und Hyperforin:
Inhibitoren der menschlichen Sirtuine SIRT1 und SIRT2**
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Professor Peter Welzel zum 70. Geburtstag gewidmet

Sirtuine sind Histondesacetylasen der Klasse III und homolog
zum Silent Information Regulator 2 (Sir2) der Hefe.!'! Die
durch die Sirtuine verursachte Desacetylierung ist NAD™-
abhingig, wobei die abgespaltene Acetylgruppe auf die ADP-
Ribose-Einheit von NAD™ iibertragen wird; dabei entstehen
2'-O-Acetyl-ADP-Ribose (O-AADPR) und freies Nicotin-
amid.”! Beim Menschen wurden bisher siecben Enzyme dieser
Klasse identifiziert (SIRT1-7), aber ihre Funktionen sind
noch kaum aufgeklart®! Am besten untersucht wurden
SIRT1 und SIRT2.*’

Man weiB3, dass SIRT1 das Tumorsuppressorprotein p53
inaktiviert, indem es die Acetylgruppe aus der Seitenkette
von Lys382 entfernt.”) Auf diese Weise unterbindet SIRT1
die durch DNA-Schédigung oder Stress induzierte Zellapop-
tose. Andere Transkriptionsfaktoren, die durch SIRT1 des-
acetyliert werden, sind die Forkhead-Transkriptionsfaktoren
FOXO1, FOXO3 und FOXO0O4 sowiec Ku70, NFx-B und
MyoD.P! Dariiber hinaus reguliert SIRT1 die HIV-Replika-
tion durch Desacetylierung des viralen Transkriptionsfaktors
Tat.®! SIRT2 desacetyliert zusammen mit der Histondesace-
tylase 6 (HDACG6) a-Tubulin und reguliert dadurch die
Mikrotubulibildung. In Einklang damit ist der Befund, dass
SIRT2 die Terminierung der Mitose innerhalb des Zellzyklus
kontrolliert.®

Nach der Identifizierung des Sir2-Proteins der Hefe als
einen Regulator der Genexpression legten anschlieBende
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Untersuchungen nahe, dass Sirtuine verschiedene zellulidre
Prozesse beeinflussen, z.B. den Energiemetabolismus, das
Fortschreiten des Zellzyklus, die Muskeldifferenzierung, die
Fettmobilisierung und die Alterung.”! Aus diesen Griinden ist
es von groBem pharmakologischem Interesse, die Sirtuin-
Aktivitdt durch niedermolekulare Verbindungen zu regulie-
ren. Bis heute kennt man allerdings nur wenige Inhibitoren
der Sirtuine. Unter diesen Inhibitoren sind mit Ausnahme von
Nicotinamid, das bei der Desacetylierung freigesetzt wird und
als ein endogener Inhibitor durch Blockierung der NAD™*-
Hydrolyse fungiert,’) die meisten synthetischer Natur und
wurden beim Screening von Substanz-Bibliotheken identifi-
ziert.

Sirtuin-Inhibitoren koénnen grob unterteilt werden in
NAD*-Derivate (Nicotinamid, Carba-NAD*, NADH), Cu-
marinderivate (Dihydrocumarin, A3, Splitomicin, HR73) und
2-Hydroxynaphthaldehydderivate ~ (2-OH-Naphthaldehyd,
Sirtinol, para-Sirtinol, M15, Cambinol).*!” Andere Inhibi-
toren sind CD04097 (das aus drei hoch substituierten Ben-
zolringen besteht), das tricyclische Derivat JFD00244 sowie
das Indolderivat EX527." Der bisher wirksamste Inhibitor
ist EX527, das SIRT1 im nanomolaren Bereich und SIRT2 im
niedrigen mikromolaren Bereich!!® inhibiert; Sirtinol inhi-
biert nur SIRT?2 (ICs, =38 pm).['"*! Kiirzlich wurden mehrere
Adenosinmimetika als Inhibitoren der Sirtuine beschrie-
ben.!'?!

Wir beschreiben hier eine neue Klasse von Verbindungen
natiirlichen Ursprungs, die SIRT1 und SIRT2 im niedrigen
mikromolaren Bereich inhibieren: Guttiferon G aus Garcinia
cochinchinensis, einem in Vietnam wachsenden Baum; Hy-
perforin, ein bekannter Wirkstoff aus Hypericum perforatum
(Johanniskraut), sowie sein synthetisches Derivat Aristoforin.
Des Weiteren stellen wir die Hypothese auf, dass die phar-
makologische Wirkung der Phloroglucinolderivate Hyperfo-
rin und Guttiferon in Zusammenhang mit ihrer Aktivitét
gegen Sirtuine steht.

Bei der Fraktionierung eines Petroletherextraktes aus der
Rinde von Garcinia cochinchinensis wurde Verbindung 1
isoliert.  Hochauflosende  Massenspektrometrie  ergab
CHsOg als Summenformel ([M+H]": m/z 671.4318). Mit-
hilfe einer detaillierten 1D- und 2D-NMR-spektroskopischen
Untersuchung wurde 1 als Guttiferon G identifiziert
(Schema 1); die 'H- und “C-NMR-spektroskopischen Daten
(sieche Hintergrundinformationen) stimmen gut mit den Li-
teraturdaten fiir Guttiferon G iiberein.!"”

Die Verbindung aus Garcinia cochinchinensis zeigte
allerdings eine positive spezifische Drehung ([a]p=
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Schema 1. (+)-Guttiferon G (1), Hyperforin (2) und Aristoforin (3). Die
absolute Konfiguration von 1 ist vorlaufig.

+27.1 degem*g™'dm™, ¢=1.7 gem™, CHCl;), wihrend die
spezifische Drehung des aus Garcinia macrophylla isolierten
Guttiferon G negativ ist ([a]p=—25degem’g'dm™', c=
0.04 gcm ™, CHCL,).* Dies lasst darauf schlieBen, dass das
von uns isolierte Guttiferon G das (+)-Enantiomer ist
(Schema 1).

1D-NOESY-Experimente bei 700 MHz (Einstrahlung bei
der Resonanzfrequenz von CH;-22, H-6 und H-7a) sowie die
Kopplungskonstante von 13.0 Hz zwischen H-6 und H-7a
weisen darauf hin, dass ent-Guttiferon G eine Sesselkonfor-
mation einnimmt, bei der sich alle Isoprenseitenketten in
dquatorialer Position befinden. Abbildung1 zeigt die
NOESY-Korrelationen von Guttiferon G, die nach Einstrah-
lung bei der Resonanzfrequenz von CH;-22 erhalten werden.

Guttiferone sind eine interessante Naturstoffklasse aus
der Familie der Guttiferae und zeichnen sich durch eine
Reihe von biologischen Aktivitdten aus. So reduzieren die
Guttiferone A-F z.B. die zytopathischen Effekte in HIV-in-
fizierten Zellen.'¥! Guttiferon E inhibiert die Depolymerisa-
tion der Mikrotubuli zu Tubulin,™” und Guttiferon I ist ein
Ligand der X-Rezeptoren der Leber.'"* Bekanntlich ist
SIRT1 ein Regulator der HIV-Transkription’® und SIRT2
eine Tubulin—Desacetylase,”‘“] weshalb wir uns entschieden,
Guttiferon G auf seine Inhibitor-
wirkung gegen Sirtuine zu unter-
suchen. In der Tat erwies sich

Abbildung 1. Ausgewihlte NOESY-Korrelationen von 1; a=axial,
e=iquatorial.

Diese Entdeckung veranlasste uns zur Untersuchung der
Inhibitorwirkung des strukturell verwandten Naturstoffes
Hyperforin (2) und seines synthetischen Derivates Aristofo-
rin (3).% In der Tat sind beide Verbindungen potente Inhi-
bitoren von SIRT1 und SIRT2 (Tabelle 1), ein Hinweis auf
das Phloroglucinolgeriist als gemeinsames Wirkprinzip. Die
inhibitorische Aktivitdt der Phloroglucinole war gegen SIRT1
doppelt so hoch wie gegen SIRT?2. Interessanterweise wurden
Zn*>"-abhingige Histondesacetylasen (Klasse I und II) bis zu
einer Konzentration von 300 uM nicht inhibiert.

Zur Untersuchung der zytotoxischen Wirkung dieser
Phloroglucinolderivate wurden HUVE-Zellen mit 1-3 inku-
biert und mithilfe des WST-1-Tests (Roche) auf ihre Viabilitét
untersucht. Die Zellproliferation wurde durch 5-Brom-
2'-desoxyuridin(BrdU)-Inkorporation und anschlieBende
Quantifizierung mit einem ELISA-Test verfolgt. Dabei
stellten wir fest, dass 1 und 3 weniger zelltoxisch waren als 2
(siehe Tabelle 1 fiir IC5-Werte), die Zellproliferation jedoch
starker inhibierten (Abbildung 2). Somit sind 1 und 3 spezi-
fischer in ihrer Wirkung.
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Abbildung 2. Bestimmung der antiproliferativen Wirkung (-----) und
der Zytotoxizitit (—) von 1 in HUVE-Zellen (siehe auch Experimentel-
les); Konzentration ¢ in um; Dreifachbestimmungen bei sieben ver-
schiedenen Inhibitorkonzentrationen.

Tabelle 1: |Cs-Werte (um) der Phloroglucinolderivate 1-3 fiir die Inhibition von SIRTT und SIRT2, die
Zelltoxizitit und die Proliferation von HUVE-Zellen.

Guttiferon G als potenter Inhibitor
von rekombinantem menschlichem

SIRT1 und SIRT2, mit ICs-Werten

Verbindung SIRT1 SIRT2 Zytotoxizitit Proliferation
Guttiferon G (1) 940.2 22+0.5 53+0.2 0.6+0.1
Hyperforin (2) 15405 2840.2 13+£02 1.1540.1
Aristoforin (3) 7+0.2 21+£1 4.9+0.1 0.59+0.09

von 9 bzw. 22 um (Tabelle 1).
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Anders als fiir Guttiferon G, dessen biologische Eigen-
schaften nur wenig untersucht sind, wurde fiir Hyperforin
eine Vielzahl an pharmakologischen Wirkungen beschrie-
ben."” Hyperforin wirkt bekanntermaBen antidepressiv und
induziert dariiber hinaus Apoptose bei Krebszellen von soli-
den Tumoren und hdmotologischen Krebserkrankungen, ist
antiangiogen und antimetastatisch und hat antibakterielle
Eigenschaften. Des Weiteren bindet Hyperforin an den Pre-
gnan-X-Rezeptor und induziert so die Expression der
CYP3A4-Isoform von Cytochrom-P450. Kiirzlich wurde ge-
zeigt, dass die antidepressive Wirkung von Hyperforin von
der Aktivierung von Kationenkanélen in Neuronen abhéngig
ist. Dadurch kommt es zu einer Reduktion der vom Natri-
umgradienten getriebenen Wiederaufnahme von Neuro-
transmittern aus dem synaptischen Spalt."® In diesem Zu-
sammenhang ist anzumerken, dass das Produkt der Sirtuin-
katalysierten Desacetylierung, O-AADPR, die Aktivitit von
TRPM2, einem nichtselektiven Kationenkanal im Gehirn,
reguliert.!'”)

Auf der Grundlage unserer Untersuchungen ldsst sich
spekulieren, ob nicht einige der oben beschriebenen Wir-
kungen von Hyperforin (und Guttiferon G) zumindest zum
Teil auf ihre Inhibitorwirkung gegen SIRT1 und SIRT2 zu-
riickgefiihrt werden konnen. Wir vermuten, dass Phloroglu-
cinole wie 1 und 2 Modulatoren von Protein-Protein-Wech-
selwirkungen sind, die auf Bromodominen basieren (Prote-
indominen, die N-acetylierte Lysinseitenketten an den N-
terminalen Enden von Histonen erkennen).

Wir haben demonstriert, dass die Naturstoffe (+)-Gut-
tiferon G und Hyperforin sowie dessen synthetisches Derivat
Aristoforin als Inhibitoren der menschlichen SIRT1 und
SIRT?2 wirken, wobei SIRT1 stiarker inhibiert wird als SIRT2.
Wir konnten auch zeigen, dass (+)-Guttiferon G und Ari-
stoforin weniger toxisch als Hyperforin sind, aber die Zell-
proliferation stirker inhibieren. Diese Verbindungen kénnen
wertvolle Hilfsmittel auf dem Gebiet der Epigenetik sein und
konnten verwendet werden, um die Rolle der Sirtuine in
Prozessen wie Krebs, Alterung, neurodegenerativen Erkran-
kungen, Adipositas und Diabetes zu beleuchten. Es wird in-
teressant sein zu untersuchen, inwieweit andere Mitglieder
aus der Naturstoffklasse der Phloroglucinole®®! die Aktivitit
von  Histon-modifizierenden = Enzymen  modulieren
konnen, %

Experimentelles
Isolierung und Strukturaufkldrung von Guttiferon G:

Das in Siidvietnam gesammelte Rindenmaterial von Garcinia
cochinchinensis (2.1 kg) wurde luftgetrocknet, zerkleinert und in
einer Soxhlet-Apparatur 32 Stunden mit Petrolether extrahiert. Nach
Entfernung des Losungsmittels wurden 78 g Extrakt erhalten. Dieser
wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel unter Verwendung
eines Stufengradienten von EtOAc in Petrolether in sieben Fraktio-
nen aufgetrennt. Fraktionen, die keine klaren Abgrenzungen bei der
Diinnschichtchromatographie ergaben oder nur Lipide enthielten,
wurden nicht weiter untersucht. Fraktion5 (14 g) wurde séulen-
chromatographisch (Kieselgel, Aceton/Petrolether-Gradient) in
sieben Fraktionen aufgetrennt, von diesen wurde Fraktion2 zur
weiteren Fraktionierung verwendet (Kieselgel, Aceton/Petrolether-
Gradient, neun Fraktionen). Aus der dritten Fraktion dieses Reini-

Angew. Chem. 2007, 119, 5311-5314

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

gungsschrittes (1.1 g) wurden schlieBlich 80 mg Guttiferon G durch
zwei weitere Chromatographieschritte an Kieselgel (Aceton/Petrol-
ether- und EtOAc/Petrolether-Stufengrandienten), Ausschlusschro-
matographie (Sephadex LH-20, CHCL;/MeOH 1:1) und Chromato-
graphie an Diolphase (EtOAc/Petrolether-Gradient) isoliert.

Die Zuordnung der Protonensignale erfolgte unter Einsatz von
standardisierten Pulssequenzen sowie 1D- und 2D-NMR-spektro-
skopischen Messungen ('H, *C, APT, H,H-COSY, HMQC, HMBC,
NOESY). Die Spektren wurden an einem Varian-Mercury-400-MHz-,
einem Bruker-DRX-600- sowie einem Bruker-Avance-700-NMR-
Spektrometer in [D,[Methanol und [Ds]Pyridin aufgenommen. Der
Drehwinkel wurde an einem Schmidt-und-Hansch-Polartronic-D-
Polarimeter bestimmt. Die Konzentration des Naturstoffs betrug
1.7 g pro 100 mL CHCl;, die Lénge der Kiivette 5 cm. Das Moleku-
largewicht wurde mit hochauflosender Massenspektrometrie an
einem Bruker-7-T-APEX-II-FT-ICR-Massenspektrometer ermittelt.

Isolierung von Hyperforin und Synthese von Aristoforin:

Hyperforin wurde direkt aus Johanniskraut nach der Methode
von Adam et al.®® isoliert und gemiB Lit. [16] derivatisiert. Dabei
wurde das Hyperforin zundchst mit Bromessigsdureethylester zum C-
und O-Alkylderivat umgesetzt. Letzteres wurde schlieSlich mit
wissriger NaOH-Losung zu Aristoforin verseift. Hyperforin und
Aristoforin wurden bei —80°C aufbewahrt, Hyperforin zusétzlich
unter Argon und Lichtausschluss.

Enzymexpression und -reinigung:

Die menschlichen Desacetylasen SIRT1 und SIRT2 wurden als
Glutathion-S-Transferase(GST)-Fusionsproteine in E. coli DH5a
iiberexprimiert. Die Klonierung der Vektoren erfolgte analog zu
Lit. [11a]. Die Bakterienkulturen wurden nach Erreichen eines
ODy-Werts (ODg, = optische Dichte bei 600 nm) von 0.6 mit
0.5 mm IPTG (Isopropyl-f-p-thiogalactopyranosid) induziert und bei
25°C unter Zusatz von Ampicillin 5 h inkubiert. Die Zellen wurden
durch Zentrifugieren geerntet und entweder mit einer French Press
oder mit Lysozym/Ultraschall-Behandlung aufgeschlossen. Die 16s-
lich exprimierten Proteine wurden durch Affinitdtschromatographie
an GSTrap-HP-Sdulen (Amersham Biosciences) angereichert und
mit 10 mM Glutathion eluiert. Die GST-Fusionsproteine zeigten eine
NAD"-abhéngige Desacetylaseaktivitdt, die mit Nicotinamid inhi-
biert werden konnte. Auflerdem wurden zur Identifizierung der
Proteine  Natriumdodecylsulfat(SDS)-Gelelektrophoresen  nach
Laemmli durchgefiihrt. ¥

Sirtuin-Aktivitatstest:

Zur Bestimmung der Sirtuininhibition diente ein Radioaktivi-
titstest mit [’H]-markiertem Tubulinpeptid MPSDKTIGG als Sub-
strat.!y) Dabei wurde das Peptid zunichst mit [*H]Essigsaure und
BOP-Reagens (BOP = 1-Benzotriazolyloxytris(dimethylamino)-
phosphoniumhexafluorophosphat) gemidf dem Histondesacetylase-
Kit (Upstate Biotechnology) acetyliert. Die enzymatische Desacety-
lierung erfolgte in 100 uL HDAC-Puffer (15 mm Tris/HCL, pH=7.9,
0.25 mm EDTA, 10 mm NaCl, 10% Glycerol (v/v), 10 mm Sulfany-
lethanol; Upstate Biotechnology) mit 40000 cpm Peptidsubstrat und
500 pM NAD™ als Cosubstrat. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
1 pg rekombinantem GST-SIRT1 oder GST-SIRT2 gestartet. Nach
Inkubation bei 37°C iiber Nacht wurde das gebildete, [*H]-acetylierte
Produkt extrahiert und in einem Fliissigkeitsszintillationszdhler
quantifiziert. Es wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. ICy-
Werte wurden durch sigmoidale Regression von mindestens sieben
Messpunkten (sieben verschiedene Inhibitorkonzentrationen) mit-
hilfe des Programms Origin (Version 6.0) bestimmt.

Zellviabilitats- und Proliferationstests:

Zur Bestimmung der Viabilitdt der Zellen nach Inkubation mit
den Naturstoffen wurde das WST-1-Reagens (Roche) verwendet.
5000-10000 Human-umbilical-Vein(HUVE)-Zellen (PromoCell)
wurden in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen 24 h in einem Ge-
samtvolumen von 100 uL Medium pro Vertiefung kultiviert. Nach
Waschen der Zellen und Ersetzen von verbrauchtem Medium
(Endvolumen: 95 pL) wurde mit 5 pL. gelostem Naturstoff verschie-

www.angewandte.de

Chemie

5313


http://www.angewandte.de

Zuschriften

5314

dener Konzentrationen versetzt. Dabei wurde beachtet, dass der
DMSO-Gehalt 0.5% (v/v) nicht iiberstieg. Nach 24-stiindiger Inku-
bation wurde WST-1 geméfl dem Testprotokoll zugegeben und die
Absorption gemessen.

Das Proliferationsvermogen der Zellen nach Naturstoffexpositi-
on wurde durch Messung der Inkorporation von 5-Brom-2'-desoxy-
uridin (BrdU) in neu synthetisierte DNA ermittelt (Roche Elisa
Assay). Um teilungsfahige Zellen zu erhalten, wurden 3000-4000
HUVE-Zellen pro Vertiefung auf einer Platte mit 96 Vertiefungen
24 h vor Inkubation mit den Naturstoffen ausgesit. Die Zugabe der
Naturstoffe erfolgte analog wie beim Viabilitdtstest. Die Zellen
wurden insgesamt 72 h mit den Naturstoffen inkubiert. AnschlieBend
wurde der BrdU-Gehalt gemédfl dem Protokoll unter Verwendung
eines Orion-Microplate-Luminometers (Bertholt) bestimmt.

Eingegangen am 22. Dezember 2006,
verdnderte Fassung am 6. Februar 2007
Online veroffentlicht am 22. Mai 2007
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