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Das �berleben und die Entwicklung eines jeden Organismus
h�ngen von der exakten Aufteilung seines Genoms w�hrend
der Zellteilung ab. Bei h�her entwickelten Lebewesen
k�nnen Fehler in diesem Prozess zu schwerwiegenden Ent-
wicklungsst�rungen und Krebs f�hren. Im Zentrum der feh-
lerfreien Aufteilung des Genoms steht die mitotische Spindel,
bestehend aus dynamischen Mikrotubuli (Mts).[1] Die Form
und die Funktion der mitotischen Spindel h�ngen von der
koordinierten Aktivit�t verschiedener Kinesine ab, moleku-
larer Motorproteine, die als mikrotubulistimulierte ATPasen
chemische Energie in mechanische Kraft umwandeln. K�rz-
lich identifizierten wir Kif18A, ein Kinesin-8-Mitglied, als
eine zentrale Komponente f�r die korrekte Ausrichtung der
Chromosomen am Spindel�quator.[2] Zudem zeigten In-vitro-
Analysen, dass sich Kif18A von allen bekannten Kinesinen
durch seine Doppelfunktionalit�t – die Motilit�t und die
Depolymeraseaktivit�t – unterscheidet.[2–4]

Wegen der schnellen und oft reversiblen Wirkmechanis-
men niedermolekularer Verbindungen eignen sich diese ideal
zur Aufkl�rung der Funktionen und Mechanismen von Pro-
teinen. Angesichts der komplexen Enzymeigenschaften von
Kif18A entschlossen wir uns f�r ein Screening nach nieder-
molekularen Kif18A-Inhibitoren. Hier berichten wir �ber die
Entdeckung von BTB-1 (Abbildung 1a), dem ersten nieder-
molekularen Inhibitor von Kif18A. Wir zeigen, dass BTB-1
offensichtlich die ATPase-Aktivit�t von Kif18A inhibiert
(IC50= 1.69 mm), aber nicht diejenige weiterer getesteter, f�r
die Mitose essenzieller Kinesine. BTB-1 blockiert die Moti-
lit�t von Kif18A reversibel. Bemerkenswert ist, dass BTB-1
Kif18A in einem Adenosintriphosphat(ATP)-kompetitiven
und Mikrotubuli-unkompetitiven Modus hemmt und den
Mitoseablauf in Zellen verlangsamt.

Zur Identifizierung von Kif18A-Inhibitoren durchmus-
terten wir eine Bibliothek aus 9000 unterschiedlichen nie-
dermolekularen Molek�len nach Substanzen, die die
ATPase-Aktivit�t der rekombinanten Motordom�ne von
Kif18A (GST-Kif18Amotor ; GST=Glutathion-S-Transferase)
in vitro hemmen. Die Freisetzung von Phosphat wurde mit-
hilfe eines auf Malachitgr�n basierenden Assays untersucht
und so die Aktivit�t von GST-Kif18Amotor ausgelesen (siehe
Hintergrundinformationen). Die Verbindungen wurden im
Duplikat bei einer Konzentration von 50 mm durchmustert
und als Treffer ber�cksichtigt, wenn sie die Kif18Amotor-ver-
mittelte ATP-Hydrolyse zu mehr als 65% inhibierten. Von
den vier identifizierten Treffern war BTB-1 (Abbildung 1a)

der st�rkste und selektivste und wurde f�r weitere Analysen
ausgew�hlt. Den IC50-Wert bestimmten wir, indem wir einen
enzymgekoppelten Assay verwendeten, wobei die Ge-
schwindigkeit der ATP-Hydrolyse durch His-Kif18Amotor in
Gegenwart von Mts und steigenden Konzentrationen an
BTB-1 oder DMSO als Kontrolle verfolgt wurde (siehe
Hintergrundinformationen). BTB-1 inhibierte mit einem
IC50-Wert von 1.69 mm die Mt-stimulierte ATPase-Aktivit�t
von His-Kif18Amotor (Abbildung 1b). BTB-1 ist damit der
erste bekannte Inhibitor von Kif18A, einem von der Hefe bis
zum Menschen konservierten Schl�sselenzym der Chromo-
somenkongression. Um die chemische Identit�t von BTB-1
zu best�tigen, wurde das Molek�l resynthesiert (siehe Hin-
tergrundinformationen). Das resynthesierte BTB-1 hemmte
His-Kif18Amotor gleich stark (IC50= 1.86 mm ; Abbildung 1b).
Als n�chstes befassten wir uns mit der Selektivit�t von BTB-1.
Entsprechende Studien ergaben, dass 100 mm BTB-1 keines
der weiteren getesteten mitotischen Kinesine signifikant in-
hibierte (Abbildung 1c).

Um Einblicke in den Bindungsmodus von BTB-1 zu er-
halten, analysierten wir zuerst, ob BTB-1 reversibel an
Kif18A bindet. Zu diesem Zweck entwickelten wir einen In-
vitro-Mt-Gleitassay unter Verwendung einer Durchstr�m-
kammer, die einen schnellen Austausch der Reaktionsl�sung
erm�glichte. Die Bewegung von Mts wurde durch Echtzeit-
mikroskopie aufgenommen und mit einem Kymographen
angezeigt, in dem die Position eines individuellen Mt (hori-
zontale Achse) gegen die Funktion der Zeit (vertikale Achse)
aufgetragen wurde (Abbildung 2). In Einklang mit der Lite-
ratur bewegte das auf einer Glasplatte immobilisierte, re-
kombinante Volll�ngen-Kif18A (His-Kif18AFL) in Gegen-
wart von DMSO die fluoreszenzmarkierten Mikrotubuli mit
einer Geschwindigkeit von (0.036� 0.015) mmmin�1 (Abbil-
dung 2b,c und Film S1 in den Hintergrundinformationen).[2]

Abbildung 1. a) Strukturformel von BTB-1. b) Steigende Konzentratio-
nen an BTB-1 (*) und resynthesiertem BTB-1 (!) wurden genutzt, um
den IC50-Wert zu bestimmen. c) Der Inhibitoreffekt von 100 mm BTB-1,
getestet mit einem enzymgekoppelten Assay an verschiedenen rekom-
binanten Kinesinen (siehe Hintergrundinformationen). Die Mittelwerte
dreier unabh�ngiger Experimente mit Standardabweichungen sind ge-
zeigt.
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Einsp�len von 100 mm BTB-1 hob nahezu die gesamte His-
Kif18AFL-abh�ngige Mt-Motilit�t auf (Abbildung 2b,c und
Film S2 in denHintergrundinformationen). Dieser Effekt war
spezifisch, denn 100 mm an Monastrol, einem selektiven
Inhibitor des mitotischen Kinesins Eg5,[5] beeinflussten die
His-Kif18AFL-abh�ngige Motilit�t nicht (Abbildung 2d,e und
Film S4 in den Hintergrundinformationen). Nach dem Aus-
waschen von BTB-1 erlangte His-Kif18AFL einen Großteil
seiner Aktivit�t zur�ck und bewegte Mts bei (0.027�
0.013) mmmin�1 (Abbildung 2b,c und Film S3 in den Hinter-
grundinformationen). Demzufolge ist BTB-1 ein reversibler
Inhibitor von Kif18A.

Wenn Kinesine entlang der Mikrotubuli laufen, hydroly-
sieren sie ATP unter dessen Verwendung als Bona-Fide-
Substrat, d.h. als echtes Substrat, und der Mikrotubuli als
Pseudosubstrate, die nicht enzymatisch umgesetzt werden.
Zuerst erforschten wir, ob BTB-1 mit ATP um die Kif18A-
Bindung konkurriert. Daf�r ermittelten wir die Geschwin-
digkeit der Mt-stimulierten ATP-Hydrolyse von His-

Kif18Amotor bei einer Mikrotubulis�ttigungskonzentration
und bei variierenden Konzentrationen an ATP und BTB-1
und glichen jeden Datensatz der Michaelis-Menten-Glei-
chung an (siehe Hintergrundinformationen). Wie aus Abbil-
dung 3a ableitbar, steigerte BTB-1 den Km-Wert f�r ATP,
hatte jedoch keinen signifikanten Einfluss auf den Vmax-Wert.
ATPgS, ein nicht hydrolysierbares, mit ATP konkurrierendes
Analogon, beeinflusste die Km- und Vmax-Werte auf �hnliche
Weise (Abbildung 3b). Daraus kann geschlossen werden,
dass BTB-1 Kif18A in einer ATP-kompetitiven Weise inhi-
biert.

Als n�chstes untersuchten wir, wie Mikrotubuli die Wir-
kung von BTB-1 auf Kif18A beeinflussen. Dazu wurde die
Geschwindigkeit der His-Kif18Amotor-vermittelten ATP-Hy-
drolyse bei ATP-S�ttigungskonzentration und bei variieren-
den Konzentrationen von Mts und BTB-1 quantifiziert (Ab-
bildung 3c). BTB-1 beeinflusste sowohl den K1=2

-Wert f�r Mts
(bei Pseudosubstraten wird der Ausdruck K1=2

anstelle von Km

verwendet) als auch den Vmax-Wert, was darauf schließen
l�sst, dass BTB-1 in einer nicht-kompetitiven, unkompetiti-
ven oder gemischt-kompetitiven Weise wirkt.

Eine genaue Analyse der Michaelis-Menten-Kinetiken
identifizierte den unkompetitiven Wirkmechanismus als die
wahrscheinlichste Wirkungsweise. Dies w�rde bedeuten, dass
BTB-1 nur an den Komplex aus Kif18A und Mikrotubuli
binden kann. W�rde dies zutreffen, ließe sich vorhersagen,
dass BTB-1 nicht die basale, mikrotubuliunabh�ngige
ATPase-Aktivit�t von Kif18A inhibiert. Um dies zu testen,
nutzten wir einen enzymgekoppelten Assay, um die basale
ATPase-Aktivit�t des rekombinanten His-Kif18Amotor vor der
Zugabe von DMSO/BTB-1 (Phase I), nach der Zugabe von
DMSO/BTB-1 (Phase II) sowie die durch die Gegenwart von
Mts stimulierte ATPase-Aktivit�t von His-Kif18Amotor in
Gegenwart von DMSO oder BTB-1 (Phase III) zu messen.
Um die niedrige Mt-unabh�ngige ATPase-Aktivit�t von
Kif18A messen zu k�nnen, mussten wir hohe Konzentratio-
nen an His-Kif18Amotor und BTB-1 verwenden. Vor der
Zugabe von BTB-1 (blaue Linie) oder DMSO (rote Linie)
hydrolysierte His-Kif18Amotor ATP bei einer Geschwindigkeit
von ca. 0.12 s�1 (Abbildung 3d, Phase I). Die Hydrolyse von
ATP wurde durch His-Kif18Amotor vermittelt, da in Abwe-
senheit des Motorproteins keine ATP-Hydrolyse gemessen
werden konnte (Abbildung 3d, violette (DMSO) schwarze
Linien (BTB-1)). Dabei beeinflusste die Zugabe von 100 mm
BTB-1 nicht die basale ATPase-Aktivit�t von His-Kif18Amotor

in Abwesenheit von Mts (Abbildung 3d,f, Phase II: 0.12 s�1

(BTB-1) und 0.11 s�1 (DMSO)). Die vor�bergehende Zu-
nahme der Absorption nach Zugabe von BTB-1 stand nicht
im Zusammenhang mit Kif18A, da der gleiche Effekt in der
Probe ohne Motorprotein beobachtet wurde (Abbildung 3d,
schwarze Linie, Phase II). Wichtig war, dass BTB-1 die Mt-
stimulierte ATPase-Aktivit�t von His-Kif18Amotor signifikant
inhibierte (Abbildung 3d,f, Phase III: 0.13 s�1 (BTB-1) und
0.3 s�1 (DMSO)), was unser Modell best�tigte, demzufolge
die Inhibitoraktivit�t von BTB-1 von der Komplexbildung
von Kif18A und Mts abh�ngig ist. Monastrol inhibierte, in
�bereinstimmung mit fr�heren Publikationen,[6] sowohl die
basale als auch die Mt-stimulierte ATPase-Aktivit�t von Eg5
(Abbildung 3e,g). Insgesamt lassen diese Daten darauf

Abbildung 2. a) Rekombinantes His-Kif18AFL wurde auf einer Glasober-
fl�che adsorbiert und mit rhodaminmarkierten Mts inkubiert. Unter
ATP-Verbrauch kann Kif18A Mikrotubuli bewegen. Oben: schematische
Darstellung des Assays (rot=Mt, blau-schwarze Struktur=Kif18A,
hellblau=Glasoberfl�che; ADP=Adenosindiphosphat, Pi=Phosphat).
Unten: Fluoreszenzaufnahmen der Kif18A-vermittelten Mikrotubulibe-
wegung (Pfeile zeigen die Position der Mikotubulusspitze zum jeweili-
gen Zeitpunkt; Maßstab=5 mm). b) Repr�sentative Kymographen
eines Mt-Gleitassays, durchgef�hrt in Gegenwart von DMSO, nach der
Sp�lung mit 100 mm BTB-1 und nach dem Auswaschen von BTB-1
(siehe Text sowie Filme S1–S3 in den Hintergrundinformationen).
c) Quantifizierung der Mt-Motilit�t (10 Mts, Mittelwerte dreier unab-
h�ngiger Experimente mit Standardabweichungen sind gezeigt). d) Re-
pr�sentative Kymographen einer His-Kif18AFL-vermittelten Bewegung
eines Mt in Gegenwart von DMSO oder 100 mm Monastrol (siehe
Film S4 in den Hintergrundinformationen). e) Quantifizierung der Mt-
Motilit�t (10 Mts, Mittelwerte dreier unabh�ngiger Experimente mit
Standardabweichungen sind gezeigt).
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schließen, dass BTB-1 das Enzym Kif18A ATP-kompetitiv
und Mt-unkompetitiv inhibiert.

Zum Schluss testeten wir, ob BTB-1 denMitoseablauf von
HeLa-Zellen beeinflusst. Die RNA-Interferenz(RNAi)-ver-
mittelte Depletion von Kif18A verursacht schwerwiegende

Defekte in der Spindelmorphologie, einhergehend mit Feh-
lern in der Chromosomenkongression, wodurch Zellen im
fr�hen Stadium der Mitose arretieren.[2,7] Bemerkenswert ist,
dass mit BTB-1 behandelte HeLa-Zellen konzentrationsab-
h�ngig in der Mitose akkumulieren (Abbildung 4c). Im-

Abbildung 3. a) Die Aktivit�t von His-Kif18Amotor bei steigenden ATP-Konzentrationen wurde �berwacht in Gegenwart von 3 mm Mts und steigen-
den BTB-1-Konzentrationen (&=0.21 mm, !=0.42 mm, ~=0.85 mm, ^=1.7 mm) oder DMSO als Kontrolle (*). b) Steigende ATPgS-Konzentratio-
nen (&=25 mm, !=50 mm, ~=100 mm, ^=200 mm) oder DMSO als Kontrolle (*) wurden wie in (a) verwendet. c) Steigende BTB-1-Konzentra-
tionen (&=0.21 mm, !=0.42 mm, ~=0.85 mm, ^=1.7 mm) oder DMSO als Kontrolle (*) wurden an His-Kif18Amotor bei 650 mm ATP und variie-
renden Konzentrationen an Mts getestet. d) ATPase-Aktivit�t bei 705 nm His-Kif18Amotor. Phase I: Basale ATPase-Aktivit�t vor Zugabe von DMSO
(rote Linie) oder 100 mm BTB-1 (blaue Linie). Phase II: Basale ATPase-Aktivit�t nach Zugabe von DMSO oder 100 mm BTB-1. Phase III: Mt-stimu-
lierte ATPase-Aktivit�t in Gegenwart von DMSO oder 100 mm BTB-1. Violette Linie: DMSO-Kontrollreaktion ohne His-Kif18Amotor. Schwarze Linie:
BTB-1-DMSO-Kontrollreaktion ohne His-Kif18Amotor. ~: DMSO/BTB-1 Zugabe; ~: Zugabe von Mts; hellgraue Bereiche: Zeitpunkte, um in der
jeweiligen Phase die ATP-Hydrolyserate zu berechnen. e) ATPase-Aktivit�t von 800 nm His-Eg5motor. Rote Linie: DMSO; dunkelgr�ne Linie: 100 mm
Monastrol; violette Linie: DMSO-Kontrolle ohne His-Eg5motor ; hellgr�ne Linie: Monastrolkontrolle ohne His-Eg5motor. f) Quantifizierung der His-
Kif18Amotor-Aktivit�t w�hrend Phase I, II und III, wie in (d) beschrieben; Mittelwerte dreier unabh�ngiger Experimente mit Standardabweichungen
sind gezeigt; Quantifizierung der Pufferkontrollen wurde weggelassen. g) Quantifizierung der His-Eg5motor-Aktivit�t, Mittelwerte dreier unabh�ngi-
ger Experimente mit Standardabweichungen sind gezeigt; Quantifizierung der Pufferkontrollen wurde weggelassen.
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munfluoreszenzbilder zeigten, dass die Spindelstrukturen in
mit BTB-1 behandelten Zellen stark beeintr�chtigt waren
(Abbildung 4b). Es konnten allerdings keine verl�ngerten
Spindeln, wie sie bei der RNAi-vermittelten Depletion von
Kif18A vorkommen,[2] in mit BTB-1 behandelten Zellen de-
tektiert werden. Durch die Doppelfunktionalit�t von Kif18A
– es kann entlang den Mts laufen und deren Enden depoly-
merisieren – wird jedoch die Interpretation von durch un-
terschiedliche Ans�tze verursachten Ph�notypen erschwert,
d.h., die Entfernung von Kif18A aus dem zellul�ren Kontext
durch RNAi kann andere Auswirkungen haben als die Inhi-
bition der ATPase-Aktivit�t von Kif18A durch BTB-1.
Folglich sind weitere Studien notwendig, um Kif18A ein-
deutig als das relevante Zielprotein in Zellen zu best�tigen.

Wir haben hier von der Entdeckung von BTB-1 berichtet,
dem ersten Inhibitor von Kif18A, der durch ein Protein-ba-
siertes, revers-chemisch-genetisches Screening identifiziert
wurde. Detaillierte enzymatische Studien zeigten, dass BTB-1
ein starker Inhibitor von Kif18A ist (IC50= 1.69 mm), der re-
versibel in einem ATP-kompetitiven und Mt-unkompetitiven
Modus wirkt, d.h., BTB-1 konkurriert mit ATP nur um die
Bindung an Kif18A, wenn das Motorprotein an sein Pseu-
dosubstrat, den Mikrotubulus, gebunden ist. Dieses außer-
gew�hnliche Merkmal von BTB-1, kombiniert mit dessen
schnellem und reversiblem Inhibitionsmodus, macht diesen

Inhibitor zu einem leistungsf�higen Hilfsmittel f�r die Auf-
kl�rung der mechanochemischen Eigenschaften von Kif18A,
einem Kinesin, das Mikrotubulimotilit�t und Depolymera-
seaktivit�t in sich vereint. Der chemisch-biologische Ansatz
hat uns daher ein neues Hilfsmittel in die Hand gegeben, um
die Schl�sselproteine der Chromosomsegregation in S�uge-
tierzellen zu studieren. Beispiele wie Inhibitoren von mitoti-
schem Kinesin Eg5,[5,8–10] nicht-muskul�rem Myosin II,[11]

Polo-�hnlichen (Plk1)[12–15] oder Aurora-Kinasen[13,16] de-
monstrieren, dass niedermolekulare Verbindungen nicht nur
wertvolle Sonden f�r die Grundlagenforschung sind, sondern
auch neue M�glichkeiten f�r die Behandlung mitosebeding-
ter Krankheiten wie Krebs er�ffnen. Die Analyse der zellu-
l�ren Effekte von BTB-1 ist zurzeit in Arbeit.
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Molekulare Motoren
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Abbildung 4. Immunfluoreszenzaufnahmen von HeLa-Zellen: 18 h be-
handelt mit a) DMSO oder b) 30 mm BTB-1. Rot=Kif18A; gr�n=Mik-
rotubuli; blau=DNA (Maßstab=5 mm). c) Quantifizierung des mito-
tischen Index von HeLa-Zellen, behandelt mit DMSO oder steigenden
BTB-1-Konzentrationen (�180 Zellen; Mittelwerte dreier unabh�ngiger
Experimente mit Standardabweichungen sind gezeigt).
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