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Zusammenfassung

In dieser Arbeit werden die drei myxobakteriellen Substanzen Argyrin C, Aurachin D und
HZI 15 beschrieben, die einen c-FLIP -modulierenden Effekt aufweisen. Der Apoptose-
sensitivierende Effekt dieser Wirkstoffe ist ein erster Schritt zur Entwicklung von Medika-
menten, die etwa in der Tumormedizin, Transplantationsmedizin oder gegen Infektionen
Anwendung finden kénnen.

Apoptose ist ein elementarer Prozess in Eukaryoten. Sie spielt unter anderem eine Rolle in
der Embryonalentwicklung, der Zellhomdostase des Immunsystems und der Eliminierung
von entarteten oder infizierten Zellen. Dementsprechend hat eine deregulierte Apoptose
gravierende Auswirkungen auf den jeweiligen Organismus und ist ein bedeutender Mecha-
nismus in vielen Erkrankungen.

Ein wichtiges Apoptose-regulierendes Protein ist c-FLIP. Seine Rolle in Infektionen, Autoim-
munerkrankungen und der Krebsentstehung wurden schon eingehend untersucht. Zudem
sind auch andere klinisch relevante Prozesse wie Transplantationen auf die Regulierung
von c-FLIP angewiesen, da die Entwicklung von T- und B-Zellen, sowie von regulatorischen
T-Zellen, von diesem Protein abhangig ist. Trotz des offensichtlichen Potentials c-FLIP-
modulierender Medikamente ist noch keine Substanz bekannt, die direkt auf c-FLIP wirkt.
Ziel dieser Arbeit war es daher, c-FLIP-modulierende Wirkstoffe zu finden und diese zu
charakterisieren. Die gefundenen Substanzen wurden auf eine mogliche Eignung als Me-
dikament getestet und die ersten Experimente auf dem Weg zu klinischen Tests wurden
mit ausgewahlten Wirkstoffen durchgefihrt. Dazu wurde eine Bibliothek von 259 myxobak-
teriellen Substanzen auf ihre Wirkung auf c-FLIP analysiert. Dreizehn dieser Substanzen
konnten c-FLIP-Uberexprimierende Zellen zusammen mit dem Todesliganden CD95L auf
den Zelltod sensitivieren. Bei Nachtests mit elf Wirkstoffen konnte gezeigt werden, dass die-
se Substanzen die Zellen zur Apoptose stimulieren. Die drei Wirkstoffe Argyrin C, Aurachin
D und HZI 15 wurden fur eine ndhere Charakterisierung ausgewahlt.

Alle drei Substanzen sensitivieren c-FLIP_-Uberexprimierende Zellen fir Apoptose. Argyrin C
wirkt bis zu einer Konzentration von 10 uM, wobei bei einer Konzentration von 25 uM toxische
Effekte sichtbar sind. Aurachin D wirkt ebenfalls bis zu einer Konzentration von 10 uM. Ein
leichter toxischer Effekt ist bei dieser Substanz nur im Langzeittest mit Leervektorzellen
sichtbar, da hier die Viabilitat unter Aurachin D-Einfluss nach 28 h bestandig absinkt. Die
in der niedrigsten Konzentration wirksame Substanz in dieser Arbeit ist HZI 15. Bei dieser
konnten Effekte bis zur geringsten getesteten Konzentration von 10 nM beobachtet werden.
HZl 15 zeigt dafur bei hoheren Konzentrationen ab etwa 10 uM toxische Effekte. Alle
Substanzen zeigen nur bei einem funktionellen extrinsischen Apoptosesignalweg eine
Apoptose-sensitivierende Wirkung. Das mRNA-Level von FLIP sinkt unter dem Einfluss
der drei genauer charakterisierten Substanzen nach 16 h nicht ab. Argyrin C hat kaum
einen Effekt auf die Proteinexpression von c-FLIP|, wobei die Expression von c-FLIPg
verringert ist. Aurachin D verringert die Expression von c-FLIP_ und c-FLIPg. Unter HZ| 15-
Einfluss ist nach 24 h eine deutlich starkere Verringerung der c-FLIP|-Expression in c-FLIP-
Zellen sichtbar als nach 16 h. Schon nach 16 h ist die Expression von c-FLIPg in c-FLIPg-
Uberexprimierenden Zellen stark verringert.






Abstract

In this thesis, three myxobacterial compounds, Argyrin C, Aurachin D and HZI 15, are
described, that show a c-FLIP modulating effect. The apoptosis-sensitising effect of these
substances is a first step towards the development of drugs, that can be used in a wide range
in the clinic, including tumor medicine, transplantation medicine or against infections.

Apoptosis is a fundamental process in eukaryotic organisms. It plays a role in the embryonic
development, the homeostasis of the immune system and the elimination of mutated or
infected cells. Therefore deregulated apoptosis has a serious impact on the affected organism
and is an important mechanism in a number of diseases.

A major apoptotic-regulating protein is c-FLIP. Its role in infections, autoimmune-diseases
and development of cancer has been studied intensively. Also other clinical relevant proce-
dures like transplantations are dependent on the proper regulation of c-FLIP as some cell
populations like T- and B-cells as well as Tregs are dependent on this protein. Despite the
obvious potential of c-FLIP modulating drugs, no substances are known, yet, that directly
interact with c-FLIP. So the aim of this thesis was to find and characterise c-FLIP modulating
compounds. The respective substances were investigated for their suitability as a clinical
drug and the first steps to clinical testings were performed with selected compounds. A
library of 259 myxobacterial compounds were screened for their effect on c-FLIP. Thirteen
of these substances could sensitise c-FLIP_-overexpressing cells in combination with the
death ligand CD95L to cell death. Additional tests with eleven of these thirteen compounds
showed that all of the tested substances indeed induce apoptosis. The three compounds
Argyrin C, Aurachin D and HZI 15 were chosen for further characterisation.

All of these three substances sensitise c-FLIP_-overexpressing cells to apoptosis. Argyrin
C shows an activity up to a concentration of 10 uM, with toxic effects at a concentration
of 25 uM. Aurachin D was also active up to a concentration of 10 uM. A slight toxic effect
was visible in long-time experiments on empty vector cells. Here, the viability of the cells
with Aurachin D treatment dropped steadily after 28 h. The most active compound in this
screening was HZI 15, showing effects even in the lowest tested concentration of 10 nM. But
HZI 15 also showed toxic effects at higher concentrations starting at approximately 10 uM.
All of the three tested compounds only show the apoptosis-sensitizing effect when tested
on cells with a functional extrinsic apoptosis pathway. Interestingly, the mRNA level did not
decrease when the cells were treated with the three substances for 16 h. Argyrin C only
showed a slight effect on the protein expression of c-FLIP| but c-FLIPg-expression was
decreased. Aurachin D reduced the expression of both, c-FLIP_ and c-FLIPs. When treated
with HZI 15, less c-FLIP| was detected after 24 h of treatment. The c-FLIPg-expression in
c-FLIPs-expressing cells was decreased already after 16 h of treatment.
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1 Einleitung

1.1 Ohne Tod kein Leben - der Zelltod

Far multizellulare Organismen ist ein Leben ohne einen gesteuerten Zelltod nicht méglich.
So findet schon in der Embryonalphase von Saugetieren ein gezieltes Absterben von
Zellverbanden und Strukturen statt, um die Bildung von funktionierenden Organen zu
gewahrleisten (Hardy et al., 1989; Lindsten et al., 2000). Auch um die Zellhomdostase,
also ein Gleichgewicht von funktionellen Zellen, zu gewahrleisten, missen standig Zellen
neu gebildet und abgebaut sowie verwertet werden. Dieser Effekt ist z.B. fir das Nervensys-
tem beschrieben (Barres und Raff, 1999). Diese Zellhomoostase ist insbesondere fir ein
optimal arbeitendes Immunsystem obligatorisch, da eine Dysregulation des Immunsystems
einerseits zu einer Schwachung des Organismus gegentber Pathogenen flihren kann und
andererseits entartete oder autoreaktive Zellen effektiv entfernt werden missen (Opferman
und Korsmeyer, 2003).

Abbildung 1.1: Verschiedene Arten des Zelltodes. Zellen konnen beim Zelltod eine geringe (griin) oder starke
(rot) Entziindungsreaktion auslosen. Morphologisch ist Apoptose durch das Formen von Mem-
brankorperchen charakterisiert, bei der Nekrose fiihrt ein Anschwellen der Zelle zu Defekten in der
Zellmembran (modifiziert nach Galluzzi et al., 2018).

Findet der Zelltod durch schadigende externe Einflisse, z.B. Zellgifte oder Sauerstoff-
mangel, statt, so gelangen Zellbestandteile in die direkte Umgebung und Iésen dort eine
Entziindungsreaktion aus (Jacobson et al., 1997). Dies wird als ein nekrotischer, also unge-
steuerter Zelltod bezeichnet. Die meisten Zellen sterben jedoch in einer gesteuerten Form
des Zelltodes, der Apoptose. Diese wurde 1965 durch Lockshin und Williams zuerst als
Jrogrammierter Zelltod* beschrieben und ab 1972 als Apoptose bezeichnet (Kerr et al.,
1972). Dieser Zelltod ist morphologisch dadurch charakterisiert, dass die Zelle in kleine
Membranvesikel aufgeldst wird, die durch Phagozytose eliminiert werden. Neben diesen bei-
den Extremen, der immunologisch relativ stillen Apoptose und der entziindungsfordernden
Nekrose, gibt es noch diverse andere Formen des Zelltodes. Diese sind jeweils durch die
Aktivierung bestimmter Proteine und der Auswirkungen auf die Umgebung charakterisiert
und in Abbildung (Abb.) 1.1 dargestellt. Hier ist ersichtlich, dass die intrinsische und die
extrinsische Apoptose eine geringe Immunreaktion auslésen. Diese beiden Wege unterschei-
den sich in ihrer Initiierung, jedoch nicht in der Ausfihrung der Apoptose. Der intrinsische
Apoptosesignalweg ist durch das Entlassen von Cytochrom C aus dem Intermembranraum
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der Mitochondrien charakterisiert, das zur Aktivierung von ausfiihrenden Cystein-abhangige
Aspartat-spezifische Proteasen (Caspasen) fihrt. Beim extrinsischen Signalweg fuhrt die
Stimulation mit einem Todesliganden (z.B. CD95L) Uber Zwischenschritte zur Aktivierung
der ausfihrenden Caspasen (Galluzzi et al., 2018). Caspasen sind Proteasen, die andere
Molekile aktivieren oder abbauen kénnen und so fir die Ausfihrung des Zelltodes sorgen
(Li und Yuan, 2008). Ferroptose ist ebenfalls eine Form des programmierten Zelltodes,
die allerdings von Eisen abhangig und durch den oxidativen Abbau von Lipiden charak-
terisiert ist (Yang und Stockwell, 2016). Pyroptose stellt dagegen einen programmierten
aber inflammatorisch wirkenden Zelltodmechanismus dar (Aachoui et al., 2013). Dieser
Mechanismus reagiert vor allem auf intrazellulare Pathogene und bendtigt eine funktionelle
Caspase. Vor allem Caspase-1 ist als aktive Caspase in der Pyroptose bekannt, es wird
jedoch auch eine Pyroptoseinduktion durch Caspase-3 und murine Caspase-11 bzw. de-
ren humane homologe Caspase-4 und Caspase-5 beschrieben (Wang et al., 2017). Die
Aktivierung dieser Caspasen fiihrt zur proteolytischen Spaltung von Gasdermin D, einem
Effektormolekdl der Pyroptose, das fir die Freisetzung von Interleukin-1f3 verantwortlich ist
(Shi et al., 2015; Kayagaki et al., 2015). Pyroptose wird durch das Inflammasom aktiviert
und fuhrt zur Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen. Der Tod der Zelle tritt durch
Anschwellen des Zellkorpers und letztendlich der Lyse der Zellmembran ein, wodurch soge-
nannte danger associated molecular patterns (DAMPSs) freigesetzt werden, die zusatzlich die
Entzindungsreaktion verstarken (Jorgensen und Miao, 2015). Nekroptose verlauft morpho-
logisch ahnlich zur Nekrose, hier finden allerdings im Gegensatz zur ungesteuerten Nekrose
gesteuerte Prozesse statt (Kaczmarek et al., 2013). So wird in Abwesenheit von Caspase-
8 durch die Aktivierung von Todesrezeptoren oder Pattern recognition receptors (PRR)
RIPK3 von RIPK1 aktiviert. Rezeptor-interagierende Proteinkinase (RIPK) Proteine sind eine
Gruppe von Serin/Threonin Proteinkinasen, die sowohl in Uberlebens-als auch in Zelltodsi-
gnalwegen eine Rolle spielen (Lin, 2014). RIPK3 phosphoryliert dann Mixed lineage kinase
domain like pseudokinase (MLKL)-Proteine, die sich zu Oligomeren zusammenlagern und
Poren in der Zellmembran formen, was zum Tod der Zelle flhrt (Zhang et al., 2016).

1.2 Apoptose als elementarer Prozess im Immunsystem

Ein geregelter Zelltod, der auch programmierter Zelltod oder Apoptose genannt wird, ist fir
die Entwicklung, Funktionalitat und Regulation des Immunsystems unverzichtbar (Nagata
und Tanaka, 2017). In der Entwicklung von Lymphozyten von Vorlauferzellen zu naiven B-
oder T-Zellen begehen Zellen mit nicht-reaktiven oder selbstreaktiven Antigenrezeptoren
Apoptose, sodass nur Zellen mit optimalen reaktiven Antigenrezeptoren tberleben. Dieser
Auswahlprozess in der Entwicklung von Immunzellen stellt sicher, dass es zu keiner Autoim-
munreaktion kommt und ausschlieB3lich Zellen mit einem funktionalen Antigenrezeptor in
Kontakt mit Antigenen kommen (Teh et al., 1988; Nemazee und Birki, 1989; Hartley et al.,
1991).

Apoptose ist ein elementarer Mechanismus bei peripheren T-Zellen (Krammer et al., 2007).
So kénnen cytotoxische T-Zellen infizierte oder entartete Zellen durch die Expression des
Todesliganden CD95L in die Apoptose treiben (Zinkernagel und Doherty, 1974).

Auch wahrend und nach einer Infektion reguliert Apoptose die Zahl aktiver Immunzellen.
Zur Aktivierung von T-Zellen wird durch Antigen-prasentierende Zellen (APC) ein pas-
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sendes Antigen zusammen mit kostimulatorischen Signalen an den Haupthistokompatibi-
litatskomplex (MHC) von T-Zellen gebracht. Durch dieses Signal beginnt die Differenzierung
und klonale Expansion der T-Zellen. Nach der effizienten Eliminierung des Pathogens muss
die Zahl der Effektor-T-Zellen wieder reduziert werden, um die Zellhomdostase zu erhalten
(Sprent und Tough, 2001). In dieser sogenannten Kontraktionsphase gibt es zwei Wege,
Uber die T-Zellen eliminiert werden. So begehen etwa aktivierte T-Zellen durch eine erneu-
te Aktivierung des T-Zell Rezeptors Apoptose (den sogenannten activation-induced cell
death (AICD)), da die Restimulierung dazu fihrt, dass CD95L exprimiert wird (Krammer
et al., 2007). Dies aktiviert den extrinsischen Apoptosesignalweg sowohl autokrin als auch
in benachbarten T-Zellen sowie in dendritischen Zellen und B-Zellen (Brunner et al., 1995;
Dhein et al., 1995; Ju et al., 1995; Alderson et al., 1995). Funktioniert dieser Signalweg
nicht und werden dementsprechend T-Zellen nach der Aktivierung nicht aus dem Immun-
system entfernt, fihrt dies zur Autoimmunerkrankung autoimmunes lymphoproliferatives
Syndrom (ALPS) (Fisher et al., 1995; Rieux-Laucat et al., 1995). Die zweite Art, wie aktivierte
T-Zellen eliminiert werden, ist der sogenannte ,Tod durch Entzug®. Hierbei kommt es durch
den Entzug von Zytokinen zu einer Aktivierung des intrinsischen Apoptosesignalweges.
Dabei spielt das BH3-only Protein Bim eine Rolle, da es das Fehlen von Zytokinen registriert
und dann den intrinsischen Apoptosesignalweg auslost (Bouillet et al., 1999). Mause, die
einen Defekt im CD95 Rezeptor besitzen und kein Bim exprimieren, entwickeln sehr schnell
eine schwere Autoimmunerkrankung. Daher wird ein Zusammenspiel von extrinsischem
(CD95-vermittelt) und intrinsischem (Bim-vermittelt) Apoptosesignalweg in der Eliminierung
von aktivierten T-Zellen vermutet (Hughes et al., 2008; Hutcheson et al., 2008; Weant et al.,
2008). Es wurde auch gezeigt, dass auch autoreaktive B-Zellen durch Apoptose aus dem Im-
munsystem entfernt werden (Rathmell et al., 1995). B-Zellen exprimieren im naiven Zustand
kaum CD95, durch Aktivierung wird jedoch der Rezeptor starker exprimiert (Mizuno et al.,
2003). Im aktivierten Zustand werden zunachst auch anti-apoptotische Proteine wie c-FLIP
hochreguliert, um einer Apoptose wahrend der Antigeneliminierungsphase zu entgehen
(Hennino et al., 2000). Wie wichtig die Apoptose jedoch fur die darauf folgende Kontrakti-
onsphase ist, zeigt sich in Mausen, die einen Defekt im CD95 Rezeptor in B-Zellen oder
dendritischen Zellen aufweisen. Diese entwickeln schwere Symptome von Autoimmunitat
(Stranges et al., 2007).

Auch eine zu starke Aktivierung von Apoptose kann negative Auswirkungen haben, so
wird Uber eine Beteiligung des Todesliganden CD95L in der sogenannten graft-versus-host
disease, die nach einer Organtransplantation auftreten kann, berichtet (Tsukada et al.,
1999).

Eine besondere Stellung in der Regulation des Immunsystems haben regulatorische T-
Zellen (Tregs). Sie sind unverzichtbar fiir die periphere Toleranz gegen korpereigene Struk-
turen und verhindern somit abnormale Immunreaktionen (Sakaguchi et al., 2008). Tregs
bendtigen die Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3 flir ihre Entwicklung und Funktion.
Mutationen im Foxp3-Gen fihren beim Menschen zum immunodysregulation polyendocri-
nopathy enteropathy X-linked (IPEX) Syndrom, einer Autoimmunerkrankung, die mehrere
Organe betrifft und unbehandelt tddlich ist (Bennett et al., 2001). Aber auch im Tumorumfeld
sind Tregs wichtige Einflussfaktoren, da sie dort die Immunantwort dampfen und somit Tu-
morzellen vor der Erkennung des Immunsystems und der Immunantwort schitzen (Shimizu
et al., 1999). Plaza-Sirvent et al. zeigen, dass Tregs nicht nur schneller proliferieren als
andere T-Zellen, sondern auch sensitiver auf das Auslosen von Apoptose sind. Dadurch
wird die Zellhomdostase bewahrt. Gleichzeitig ist c-FLIP, ein regulatorischer Faktor in der
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extrinsischen Apoptose, essentiell fiir das Uberleben von Tregs (Plaza-Sirvent et al., 2017).
Dieser Zusammenhang zeigt, wie wichtig die korrekte Regulierung von Apoptose fur das
Immunsystem ist.

1.2.1 Intrinsischer Apoptosesignalweg

In der Initiierung von Apoptose gibt es zwei verschiedene Signalwege, die miteinander
interagieren kénnen. Diese sind in Abb. 1.2 zusammengefasst und werden im folgenden
naher erlautert. Der intrinsische Apoptosesignalweg wird durch Faktoren, z.B. der Entzug
von Wachstumsfaktoren, DNA-Schaden, ER-Stress oder mitotischen Stress initiiert. Dabei
werden pro-apoptotische Proteine der BH3-only-Klasse aktiviert, die zu der B-cell lymphoma
2 (Bcl-2)-Familie gehoren (Czabotar et al., 2014; Pihan et al., 2017; Roos et al., 2015).
Wenn die beiden Bcl-2 Proteine Bcl-2 associated X (BAX) und Bcl-2 antagonist/ killer
(BAK) aktiviert werden, so formen sie Poren in die auBere Mitochondrienmembran, die zur
Permeabilisierung dieser und der Freisetzung von Cytochrom C flhrt (Galluzzi et al., 2016).
Das freigesetzte Cytochrom C kann sich dann in einem supramolekularen Komplex mit
desoxyATP und apoptotic peptidase activating factor 1 (Apaf-1) zusammenlagern, in dem
auch pro-Caspase-9 zu finden ist. Dieser Komplex wird Apoptosom genannt und hier wird
pro-Caspase-9 in die aktive Caspase-9 gespalten (Zou et al., 1997). Aktivierte Caspase-9
dient als Initiatorcaspase und spaltet weitere Proteine. Somit ist die Initiationsphase der
intrinsischen Apoptose abgeschlossen und es kommt zur Durchfiihrung der Apoptose, da
Caspase-9 unter anderem Caspase-3, die als ausfihrende Caspase die Caspasen-Kaskade
in Gang setzt und unzahlige Substrate spaltet, aktiviert (Hengartner, 2000).

1.2.2 Extrinsischer Apoptosesignalweg

Der extrinsische Apoptosesignalweg ist durch seine Initiation mittels externer Signale von
Todesliganden an Todesrezeptoren gekennzeichnet (Ashkenazi, 1998). Diese kdnnen entwe-
der unter eine gewisse Schwelle fallen und so Apoptose durch signalabhangige Rezeptoren
ausldsen (Gibert und Mehlen, 2015) oder als Todesliganden an sogenannte Todesrezeptoren
binden. Diese Todesrezeptoren sind Mitglieder der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Rezeptor-
Superfamilie (Schulze-Osthoff et al., 1998). Bindet ein Todesligand an den zugehdrigen
Todesrezeptor, so lagern sich mehrere der jeweiligen Rezeptoren zusammen und es kommt
zur Aktivierung der intrazellularen Death Domains (DDs) der Todesrezeptoren (Peter und
Krammer, 2003). Dadurch kann das Adaptermolekil Fas-associated protein with death
domain (FADD) mit Hilfe seiner C-terminalen DD an die DDs der Rezeptoren binden (Boldin
et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995). Die Todesrezeptoren, FADD und Pro-Caspase-8 bilden
zusammen den sogenannten Death-inducing signaling complex (DISC), den funktionellen
Signalkomplex der extrinsischen Apoptose (Kischkel et al., 1995). Im DISC werden die inakti-
ven Pro-Caspase-8 Proteine in raumliche Nahe gebracht, wodurch sie sich zusammenlagern.
Dies fuhrt zur Aktivierung und autoproteolytischen Spaltung der Caspase-8 (Donepudi et
al., 2003). Damit wird die Signalkaskade eingeleitet, da durch die aktive Caspase-8 auch
die ausfihrenden Caspasen-3 und -7 aktiviert werden. Die Todesrezeptoren TRAIL-R1 und
TRAIL-R2 bendtigen den Todesliganden TRAIL zum Bilden des DISC, CD95 benétigt den
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CD95L. Der Todesrezeptor TNF-R1 bendtigt als zusatzliches Adaptermolekil das Tumor-
nekrosefaktor Rezeptor Typ-l assoziierte Todesdomanenprotein (TRADD), um FADD und
Caspase-8 zu rekrutieren (Aggarwal, 2003).

Zusammenspiel zwischen dem extrinsischen und dem intrinsischen
Apoptosesignalweg

Nicht alle Zelltypen kénnen mit Hilfe des extrinsischen Signalweges alleine effizient Apoptose
auslosen. Zellen, die durch den externen Apoptosesignalweg effizient Apoptose begehen
konnen, werden Typ | Zellen genannt. Dagegen werden Zellen, die nicht genug Caspase-8
fur die Durchfihrung der Apoptose allein durch den extrinsischen Signalweg aktivieren
kdénnen, Typ Il Zellen genannt. Sie bendtigen auBBer der Caspase-8-Aktivierung via des ex-
trinsischen Signalweges noch eine Amplifizierung des Todessignals durch den intrinsischen
Apoptosesignalweg, um effizient Apoptose auslésen zu kénnen (Scaffidi et al., 1998; Scaffidi
et al., 1999a). Diese Amplifizierung geschieht durch die Spaltung des BH3-only Proteins Bid
durch Caspase-8. Das so aktivierte verklrzte tBid (tBid) kann anti-apoptotische Proteine
der Bcl-2 Familie inhibieren und so fir die Aktivierung von BAX und BAK sorgen, die dann
die auBBere Mitochondrienmembran permeabilisieren und den intrinsischen Signalweg der
Apoptose in Gang setzen (Li et al., 1998; Luo et al., 1998).

Rezeptoren und Liganden

Zu den Todesrezeptoren gehdren sechs bisher identifizierte Mitglieder der TNFR-Superfamilie.
Zu ihnen z&hlen TNFR-1, CD95 (Fas, Apo-1, TNFRSF6), TRAILR-1 (DR4, Apo-2), TRAILR-2
(DR5, KILLER), DR3 (Apo-3) und DR6 (Ashkenazi, 1998). Sie enthalten bis zu sechs extra-
zellulare, cysteinreiche Domanen (Ashkenazi, 2002) und intrazellular ein 80-Aminosauren
langes Motiv, die sogenannte DD (Tartaglia et al., 1993; Itoh und Nagata, 1993). Die DD
ist essentiell fir die Signalweiterleitung in die Zelle, die erst nach Bindung der respektiven
Liganden und der Zusammenlagerung von mehreren Rezeptoren zu Homo-Oligomeren
erfolgt. Die jeweiligen Liganden sind TNFa und TNF- oder TNF-C far TNFR-1, CD95L
fir CD95 und TRAIL fir TRAILR-1 und TRAILR-2 (Kérner und Sedgwick, 1996; Suda et
al., 1993; Pan et al., 1997). Apo-3L bindet an DR-3 und das N-terminale Fragment des
amyloiden Vorlauferproteins (APP) bindet an DR-6 (siehe Abb. 1.3) (Marsters et al., 1998;
Nikolaev et al., 2009).

Caspasen

Die Initiierung und Ausfihrung von Apoptose wird vor allem durch Caspasen durchgefuhrt.
Von dieser Proteingruppe sind bisher beim Menschen zwdlf Mitglieder bekannt, die nach
ihrer Funktion verschiedenen Gruppen zugeordnet werden kdnnen (siehe Abbildung 1.4)
(Li und Yuan, 2008). Zu den entziindungsférdernden Caspasen gehéren Caspase-1, -4, -5
und -12. Eine Funktion in der Apoptose besitzen Caspase-2, -3, sowie die Caspasen -6
bis -10. Dabei werden sie noch in Initiatorcaspasen, die fir die Initiierung der Apoptose
verantwortlich sind, und ausfiihrende Caspasen, die flr die letztendliche Durchfiihrung der
Apoptose sorgen, unterteilt (Fuentes-Prior und Salvesen, 2004; Shi, 2002). Zudem gibt es
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TNFa LTa/lLTR CD95L TRAIL APO-3L N-APP
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Abbildung 1.3: Todesrezeptoren und die zugehorigen Liganden. Die Liganden kdnnen nur den jeweils spezifischen
Rezeptor stimulieren. TNF-Rezeptor 1 kann nur durch TNF-a, TNF-f oder TNF-C stimuliert werden.
Der einzige fiir CD95 bekannte Ligand ist CD95L. TRAIL kann sowohl an TRAIL-Rezeptor 1 als
auch an TRAIL-Rezeptor 2 binden. Der Todesrezeptor DR-3 wird durch Apo-3L, der Rezeptor
DR-6 durch N-APP stimuliert (modifiziert nach Igney und Krammer, 2002).

noch Caspase-14, die als Keratinozyten-Differenzierungs-zugehdrige Caspase klassifiziert
wird (Rendl et al., 2002). In Mausen gibt es elf bisher identifizierte Caspasen, da Caspase-10
im Mausgenom nicht vorhanden ist (Eckhart et al., 2008).

Alle Caspasen werden als inaktive Form exprimiert, als sogenanntes Zymogen (auch Pro-
Caspase genannt), und missen erst eine Aktivierung durch eine Faltung und/ oder Spaltung
erfahren, um aktiviert zu werden (Fuentes-Prior und Salvesen, 2004). Zur Rekrutierung
dient bei Initiatorcaspasen die N-terminale Death Effector Domain (DED) bzw. Caspase-
Rekrutierungsdoméne (CARD) Domane, durch die die Rekrutierung zur Signalplattform
stattfindet (Kersse et al., 2011). Daneben besitzen alle Caspasen zwei C-terminale Unterein-
heiten, die fur die katalytische Aktivitat verantwortlich sind. Zwischen diesen Untereinheiten
ist eine Spaltstelle zu finden (Fuentes-Prior und Salvesen, 2004). Zur Aktivierung etwa durch
den DISC wird die DED der Initiatorcaspase Caspase-8 zum DISC rekrutiert, wo mehrere
Caspase-8 Proteine in raumliche Nahe gebracht und autoproteolytisch gespalten werden.
Diese pro-aktive Form durchlauft eine erneute Spaltung, bis sie zum aktiven Heterotetramer
geformt ist, das ins Cytosol entlassen wird. Dieses Heterotetramer besteht aus zwei p10 und
zwei p18 Untereinheiten und kann ausfiihrende Caspasen aktivieren (Chang et al., 2003;
Kallenberger et al., 2014).

Ausfihrende Caspasen selbst besitzen keine CARD oder DED Domane. Sie liegen bereits
als Dimere im Zytosol vor und werden nicht in den DISC rekrutiert, sondern von Initiations-
Caspasen oder anderen Proteasen direkt gespalten und so aktiviert (Li und Yuan, 2008;
Fuentes-Prior und Salvesen, 2004). Diese ausfihrenden Caspasen spalten dann eine
Vielzahl von Substraten, dabei zeigen sie leicht unterschiedliche Spezifitaten fir verschie-
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Abbildung 1.4: Struktur und Funktion verschiedener humaner Caspasen. Die Caspasen sind in ihrer Pro-Form
(Zymogen) dargestellt. Zur Aktivierung miissen die Caspasen gespalten und umgelagert werden.
DED bzw. CARD sind in grau dargestellt (modifiziert nach Fuentes-Prior und Salvesen, 2004).
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1.2 Apoptose als elementarer Prozess im Immunsystem

dene Peptidsequenzen. Die inflammatorisch wirkenden Caspasen-1, -4 und -5 spalten die
Peptidsequenzen (W/L)EXD (X steht fUr eine beliebige Aminosaure). Die apoptotischen
Caspasen-2, -3 und -7 spalten vor allem die Peptidsequenz DEXD. Die Caspasen-6, -8, -9
und -10 spalten vorwiegend (L/I/V)EXD (Li und Yuan, 2008; Fuentes-Prior und Salvesen,
2004; Thornberry et al., 1997).

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass Caspase-8 und -10 im Menschen redundant
vorkommen und dieselbe Funktion ausiben (Kischkel et al., 2001; Wang et al., 2001). In
einer anderen Publikation wird gezeigt, dass Caspase-10 ahnlich wie Caspase-8 zum DISC
rekutiert und gespalten werden kann, jedoch funktioniell Caspase-8 nicht ersetzen kann
(Sprick et al., 2002). Eine neuere Publikation zeigt allerdings, dass bei der Rekrutierung
von Caspase-10 Caspase-8 eine GerUstfunktion besitzt. Gleichzeitig zeigen Horn et al.,
dass Caspase-10 die DISC-Aktivierung von Caspase-8 negativ reguliert und auch durch die
Aktivierung von NF-xB eine Rolle im Uberlebenssignalweg von Zellen besitzt (Horn et al.,
2017).

FLIP-Proteine

Da Apoptose ein so fundamentaler Mechanismus ist, muss die Regulation dessen sehr strikt
geregelt sein. Der intrinsische Apoptoseweg wird durch anti-apoptotisch wirkende Proteine
der Bcl-2 Familie reguliert. Inhibierend auf den extrinsischen Apoptosesignalweg wirkende
Proteine wurden zuerst durch Datenbankscreenings auf DED-enthaltende Proteine gefunden.
Dabei wurden die sogenannten viralen FLICE-inhibitory proteins (v-FLIP) entdeckt, die von
Viren (y-Herpesviren, z.B. dem humanen Herpesvirus-8 oder dem Herpesvirus saimiri)
exprimiert werden und den extrinsischen Apoptosesignalweg inhibieren konnen (Thome et
al., 1997). Kurz danach wurden auch FLIP Proteine in Zellen entdeckt, die dann zellulares
FLICE-inhibitory protein (c-FLIP) (anfangs auch: CASH, Casper, CLARP, FLAME-1, I-FLICE,
MRIT und usurpin) genannt wurden (Goltsev et al., 1997; Shu et al., 1997; Inohara et al.,
1997; Srinivasula et al., 1997; Hu et al., 1997; Han et al., 1997; Rasper et al., 1998). Das
humane Gen fir c-FLIP, CFLAR, ist auf dem Chromosom 2g33-34 den Genen von Caspase-
8 und Caspase-10 vorgelagert zu finden, weshalb eine Entstehung von CFLAR durch eine
Duplikation von Caspase-8 oder -10 entstanden sein konnte (Kischkel et al., 1998; Rasper et
al., 1998). Eine genomische Analyse deutet auf das Vorkommen von elf Splei3varianten von
c-FLIP hin, wovon jedoch im Menschen drei SpleiBvarianten auf Proteinlevel nachgewiesen
werden konnten. Bei diesen handelt es sich um c-FLIP., c-FLIPg und c-FLIPR (Irmler et al.,
1997; Scaffidi et al., 1999b; Djerbi et al., 2001; Golks et al., 2005).

Die bisher langste gefundene Isoform ist c-FLIP|, bei dieser steht das ,L* fir long. Das
Protein hat ein Molekulargewicht von etwa 55 kDa und ahnelt in seiner Struktur sehr stark
Caspase-8. Weiterhin besitzt c-FLIP_ eine Caspase-ahnliche Domane, ist aber katalytisch
inaktiv (Irmler et al., 1997; Fuentes-Prior und Salvesen, 2004).

Die beiden kurzen Isoformen c-FLIPg (fir short) und c-FLIPg (fur Raji, der Zelltyp, in dem
diese Isoform das erste Mal beschrieben wurde), weisen ein Molekulargewicht von 26 bzw.
24 kDa auf. Die Isoform c-FLIPg besitzt eine andere C-terminale Doméane als c-FLIP. Sie
entsteht durch alternatives Splei3en, da Exon 7 anders als bei c-FLIP_ enthalten ist. Die
humane Isoform c-FLIPr unterscheidet sich von c-FLIPg durch einen single nucleotide
polymorphism (SNP) im C-Terminus des c-FLIP-Gens. Dieser flhrt zur Inaktivierung der
SpleiBstelle von Exon 7, sodass das Leseraster in Intron 6 in einem Stopp-Codon endet
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Abbildung 1.5: Struktur von verschiedenen FLIP-Proteinen. Im Vergleich zu Caspase-8 (oben) ist c-FLIP, struktu-
rell sehr @hnlich. Die Caspase-dhnliche Doméine von c-FLIPy ist allerdings nicht katalytisch aktiv.
Allen FLIP Isoformen gemeinsam ist die DED Doméne (modifiziert nach Budd et al., 2006).
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1.2 Apoptose als elementarer Prozess im Immunsystem

(Ueffing et al., 2009). Im Mausgenom unterscheidet sich die murine CFLAR Struktur von
der humanen Struktur des Gens (Ueffing et al., 2008a). So wird in Mausen nur ¢c-FLIP| und
c-FLIPR exprimiert (Ueffing et al., 2008a).

In einer Vielzahl von Zellen wird c-FLIP exprimiert, z.B. in Immunzellen wie Makrophagen,
T- und B-Zellen aber auch in Nervenzellen, Epithelzellen oder in Herzmuskelzellen (Budd
et al., 2006). Die Expression hangt aber nicht nur vom Zelltyp ab, sondern kann durch
verschiedene Stimuli reguliert werden. So kann NF-kB, wenn es durch externe Stimuli
aktiviert wird, die Expression von c-FLIP erhdhen (Kreuz et al., 2001). Diese c-FLIP Induktion
wurde flr B-Zellen mit den Stimuli TNF-a und IL-1 sowie Lipopolysaccharide (LPS) und
CD40L gezeigt (Micheau et al., 2001). Fur T-Zellen wurde mit den Stimuli Phorbol-12-
myristat-13-acetat (PMA) und lonomycin oder anti-CD3 und anti-CD28 eine c-FLIP Induktion
nachgewiesen (Kreuz et al., 2001; Micheau et al., 2001). Ebenso wurde fir T-Zellen eine
Erhdhung der c-FLIP-Expression durch die Behandlung mit PHA oder anti-CD3-Antikérpern
nachgewiesen, wobei die Expression nuclear factor of activated T-cells (NFAT)-abhangig ist
(Ueffing et al., 2008b).

Die Rolle von c-FLIP im DISC

Es gibt keine Kristallstruktur von c-FLIP, allerdings gibt es die Kristallstruktur von v-FLIP
MC159 (Yang et al., 2005), auf dessen Basis ein wahrscheinliches strukturelles Modell von
c-FLIPR ermittelt wurde. Dabei wurden verschiedene Regionen identifiziert, welche fir die
Bindung zum DISC verantwortlich sein konnten. So befindet sich eine geladene Triade an
der Oberflache von c-FLIPR. Es wurde jedoch gezeigt, dass diese Triade nicht das kritische
Element fUr die DISC-Rekrutierung ist (Ueffing et al., 2008a). In ihren N-terminalen DEDs
besitzen c-FLIP Proteine auBerdem eine hydrophobe Stelle, die fiir die Rekrutierung zum
DISC notwendig ist. Dies wurde gezeigt, da Mutationen in der hydrophoben Stelle einer der
DEDs dazu fiihren, dass die mutierte Form nicht mehr im DISC nachzuweisen ist (Ueffing et
al., 2008a; Majkut et al., 2014). Obwohl sowohl Caspase-8, Caspase-10 und FADD DEDs
besitzen, scheint nur Caspase-8 c-FLIP zum DISC rekrutieren zu kénnen (Hughes et al.,
2016).

Durch die Interaktion der DEDs von c-FLIP und Caspase-8 kann die Aktivierung von
Caspase-8 im DISC effizient unterdrlickt werden. Dies funktioniert sowohl bei CD95- als
auch bei TNF- und TRAIL-vermittelter Apoptose (Scaffidi et al., 1999b). Je nachdem welche
c-FLIP SpleiBvariante zum DISC rekrutiert wird, kann es zu verschiedenen Effekten kommen.
Die beiden kurzen Isoformen c-FLIPs und c-FLIPr wurden bisher nur als reine Apoptose-
Inhibitoren beschrieben, welche die Spaltung von Caspase-8 verhindern (Golks et al., 2005;
Ueffing et al., 2008a). Je nach Konzentration und Starke der Rezeptorstimulierung kann
c-FLIP_ entweder Apoptose inhibieren oder sogar stimulieren. Das liegt an der vorhandenen
Caspase-ahnlichen Domane, die sich mit Caspase-8 zusammenlagern kann und zu einer
Prozessierung von beiden Proteinen zu p41 und p43-Fragmenten fihrt. Das entstehende
Heterotetramer ist eingeschrankt dazu in der Lage, Apoptose auszuldsen. Eine geringe
Konzentration von c-FLIP| kann die Aktivierung von Caspase-8 férdern, wahrend hohe c-
FLIP_ Konzentrationen die Apoptose verhindern (Chang et al., 2002). Zugleich scheint eine
moderate Expression von c-FLIP nur in Verbindung mit einer starken Rezeptorstimulation
pro-apoptotisch zu wirken (Fricker et al., 2010).
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Abbildung 1.6: Wirkung von c-FLIP im DISC. Ohne c-FLIP konnen sich Caspase-8 Molekiile im DISC aneinander
lagern, falten und autokatalytisch spalten. Dies fiihrt zur Ausfiihrung der Apoptose. Die Isoformen c-
FLIPR oder c-FLIPg konnen die Aktivierung von Caspase-8 verhindern, somit findet keine Apoptose
statt. Das Molekiil c-FLIPy kann mit Caspase-8 ein Heterodimer bilden, dessen Spaltprodukte
begrenzt katalytisch aktiv sind, somit kann Apoptose eingeschrankt durchgefiihrt werden (modifiziert
nach Krueger et al., 2001).
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1.2 Apoptose als elementarer Prozess im Immunsystem

Ein weiterer Aspekt im Zusammenspiel von pro- und anti-apoptotischen Funktionen von
c-FLIP_ ist, dass das p43-Fragment, das bei der Zusammenlagerung und Spaltung mit
Caspase-8 entsteht, NF-kB aktivieren kann und so eine Rolle im Uberleben von Zellen spielt
(Koenig et al., 2014; Kataoka und Tschopp, 2004). Ein Beispiel ist die durch Erk- und NF-xB-
regulierte Freisetzung von IL-2 bei aktivierten T-Zellen und dendritischen Zellen (Neumann
et al., 2010; Kataoka et al., 2000; Golks et al., 2006). Das C-terminale Fragment von c-FLIP|
kann dagegen an RIP1 binden und so die Aktivierung von Caspase-8 unterbinden (Matsuda
et al., 2014).

Zudem wurde c-FLIP in cytosolischen Signalkomplexen wie dem ,Ripoptosom®, dem ,FADD-
osom® oder dem ,RIP1/RIP3 Nekrosom® nachgewiesen, die eine Rolle in der Freisetzung
von Zytokinen und dem Entstehen von Entziindungen haben (Sprick et al., 2000; Henry und
Martin, 2017; Tenev et al., 2011). Die Rolle von c-FLIP in diesen Signalkomplexen wurde
noch nicht genauer untersucht, aber eine Funktion, die Caspase-8 Aktivitat zu begrenzen,
wird vermutet (Henry und Martin, 2017).

In letzter Zeit wurden neue Modelle zur Zusammensetzung des DISC erstellt, die verschie-
dene Blickwinkel auf die Rekrutierung und Aktivierung von Caspase-8 am DISC zeigen.
Dem Modell, bei dem sich am DISC Homodimere von Caspase-8 oder Heterodimere von
c-FLIP und Caspase-8 anlagern und so die Signalweiterleitung bestimmen, wurde 2012 ein
sogenanntes Kettenmodell gegentibergestellt (Dickens et al., 2012; Schleich et al., 2012). In
diesem wird wie im konventionellen Modell FADD an die zusammengelagerten Rezeptoren
rekrutiert, doch dann lagern sich die DEDs von Caspase-8 zu langen Ketten zusammen, an
denen dann Caspase-8 prozessiert wird. c-FLIP kann sich in diesem Modell an die DED von
FADD anlagern und so die Prozessierung von Caspase-8 verhindern (Dickens et al., 2012).
Aufbauend auf diesem Modell zeigte dieselbe Arbeitsgruppe in 2016, dass c-FLIP nicht
direkt an den DISC binden kann, sondern Caspase-8 in einem kooperativen, hierarchischen
Prozess bendtigt, um zum DISC rekrutiert zu werden (Hughes et al., 2016). Dem Modell
widerspricht eine Veroffentlichung von Majkut et al. aus dem Jahr 2014, in der die Affinitat
von c-FLIP und Caspase-8 zum DED von FADD untersucht wird. Dort wird gezeigt, dass
c-FLIP vor allem an die a1/a2 Oberflache rekrutiert wird, wahrend Caspase-8 vor allem an
die a2/a5 Oberflache von FADD bindet (Majkut et al., 2014).

Ein anderes Modell von Fu et al. aus dem Jahr 2016 geht auf Kryo-Elektronenmikrosko-
pieaufnahmen zurtck. Darin lagern sich die Caspase-8 bzw. c-FLIP Molekdile durch ihre
tandem-DED (DED1 und DED2)-Doméanen zu Filamenten zusammen. Laut diesem Modell
hat die Konzentration von c-FLIP einen entscheidenden Einfluss, so dass sich bei geringen
c-FLIP Konzentrationen noch genug Caspase-8 Homodimere der Caspasedomanen anein-
ander lagern kénnen, um eine effiziente Caspase-8 Aktivierung zu starten. Bei héheren
c-FLIP Konzentrationen sind die Caspasedomanen der Caspase-8 Molekiile so weit vonein-
ander entfernt, dass keine autokatalytische Spaltung stattfinden kann. In Abb. 1.7 sind das
~Filament‘-Modell und das ,Ketten“-Modell dargestellt.
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Abbildung 1.7: Verschiedene Modelle zur Wirkung von c-FLIP im DISC wurden entwickelt. In Modell L ist das soge-
nannte ,.Ketten*-Modell dargestellt. Die Bindung von c-FLIP an Caspase-8-Molekiile fiihrt hier zum
Kettenabbruch und somit wird die Aktivierung von Caspase-8 verhindert. Im ,,Filament“-Modell bil-
den sich 3-dimensionale Filamente, in denen sowohl Caspase-8 als auch c-FLIP eingelagert werden.
Wird die rdaumliche Entfernung zwischen den Caspase-8 Molekiilen zu grof3, kann keine Aktivierung
mehr stattfinden. Bei geringer c-FLIP-Konzentration ist dagegen eine Caspase-8 Aktivierung noch
moglich (modifiziert nach Hughes et al., 2016; Fu et al., 2016).

18



1.2 Apoptose als elementarer Prozess im Immunsystem
1.2.3 Krankheitsbilder bei deregulierter extrinsischer Apoptose
Autoimmunerkrankungen

Mutationen im extrinsischen Apoptosesignalweg sind beim Menschen mit einer Krankheit
namens ALPS verknUpft (Bidere et al., 2006). Diese Patienten kdnnen verschiedene Au-
toimmunreaktionen zeigen und akkumulieren eine untbliche Zellpopulation im Blutkreislauf.
Diese besteht aus CD3*CD4 CD8" (doppelt negative (DN)) T Zellen (Fisher et al., 1995;
Straus et al., 2001), die mit B220 einen B-Zell Marker exprimieren (Coffman und Weissman,
1981). Die Zellen unterscheiden sich auch in ihnrem Zytokinprofil von herkdmmlichen T-Zellen.
So wurden erhohte Level von IL-10, IL-4 und IL-5 aber niedrigere Level von IL-2 und IFN-y
festgestellt, die charakteristisch flir Typ 2 Helfer-T-Zellen (Th2) sind. Diese Zellen kénnten flr
die erhdéhte Autoantikdrperproduktion von ALPS-Patienten verantwortlich sein (Fuss et al.,
1997). In der Maus ist eine equivalente Erkrankung bekannt, die bei der Mutation der Gene
far CD95 bzw. CD95L (lpr- bzw. gld-Mause) zu einer Lymphoproliferation und systemischen
Autoimmunerkrankung fuhrt (Takahashi et al., 1994; Watanabe-Fukunaga et al., 1992).

Zudem wurde gezeigt, dass Mause, die keinen CD95 Rezeptor auf dendritischen Zellen
oder B-Zellen exprimieren, eine systemische Autoimmunkrankheit entwickeln (Stranges et
al., 2007). Mause mit T-Zellen ohne CD95 Rezeptor entwickeln dagegen eine Lymphopenie
und Lungenfibrose (Hao et al., 2004).

Tumorbildung

Es gibt mehrere Kennzeichen von bdsartigen Tumorzellen. Dazu gehéren die Unabhangigkeit
von Wachstumssignalen, die Resistenz gegeniber inhibitorischen Signalen, Resistenz ge-
genuber Apoptosesignalen, unlimitierte Proliferationskapazitat, die Sicherstellung der Blut-
versorgung, Gewebeinvasion sowie Metastasenbildung (Hanahan und Weinberg, 2000).
Spater kamen noch ein deregulierter Metabolismus, Tarnung vor dem Immunsystem, Insta-
bilitat des Genoms und Entzindungsinitiierung als wichtige Kennzeichen von Krebszellen
hinzu (Hanahan und Weinberg, 2000). Mehrere dieser Kennzeichen haben direkt oder indi-
rekt mit deregulierter Apoptose zu tun. Defekte in der Apoptose kdnnen zu unkontrollierter
Proliferation von Zellen und somit zur Tumorbildung fUhren (Igney und Krammer, 2002),
zudem spielen auch Tregs eine entscheidende Rolle in der Tumorbildung und der Tarnung
vor dem Immunsystem, diese wiederum sind abhangig von c-FLIP (Plaza-Sirvent et al.,
2017).

Die Stimulation von Todesrezeptoren spezifisch in Tumorzellen ist ein vielversprechender
Ansatz in der Therapie. Es wurde gezeigt, dass die Stimulierung von TRAIL, im Gegensatz
zur Stimulierung von CD95 und TNF, spezifisch Tumorzellen zur Apoptose bringt (Wajant
et al., 2013; Walczak et al., 1999). Trotzdem scheinen einige Tumorzelllinien gegen diese
Form der Apoptoseinduktion resistent zu sein (Voelkel-dohnson, 2011). Passend zu diesen
Ergebnissen wurde in einigen Tumorzellen gezeigt, dass c-FLIP die Zellen vor Todesrezeptor-
vermittelter Apoptose schitzt, etwa in Urothelkarzinomen (Ewald et al., 2011), Melanomen
(Irmler et al., 1997; Griffith et al., 1998) oder im Hodgkin-Lymphom (Mathas et al., 2004;
Dutton et al., 2004). Libke zeigt sogar, dass Renalkarzinomzellen auf FLIP angewiesen sind
und bei dem Verlust von allen FLIP Isoformen spontan Apoptose begehen (Libke, 2016).
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Abbildung 1.8: Einfluss von FLIP Proteinen auf das Immunsystem. Sowohl virale als auch zelluldre FLIP Proteine
wirken auf das Immunsystem. Ein vielfiltiger Einfluss von FLIP auf verschiedenste Aspekte des
Immunsystems ist bekannt, sowohl auf verschiedene Krankheiten als auch auf Regulationsmecha-
nismen wie Tregs.

Der CD95-Rezeptorsignalweg ist auch flr eine anti-apoptotische Wirkung bekannt, bei der
NF-kB aktiviert wird. Dies ist vorteilhaft fir Tumorzellen, da mit diesem Signalweg das
Tumorwachstum unterstitzt wird, zudem stimuliert der CD95-Signalweg die Invasivitat des
Tumors (Chen et al., 2010; Barnhart et al., 2004).

c-FLIP als Ziel fiir Arzneimittel und bisher bekannte Inhibitoren

Da Apoptose ein elementarer Mechanismus und die Regulierung von Apoptose wichtig fir
das Uberleben des gesamten Organismus ist, gibt es immer wieder Uberlegungen, den
Apoptosesignalweg zu manipulieren, um Erkrankungen zu heilen. Gleich mehrere Reviews
thematisieren die Eignung von c-FLIP als Ziel fir Arzneimittel gegen Krebs (Shirley und Mi-
cheau, 2013; Fulda, 2013; Humphreys et al., 2018). Dabei geht es vor allem darum, dass die
Resistenz der Tumorzellen gegenlber Apoptosesignalen gesenkt wird und so die entarteten
Zellen entweder vom Immunsystem selbst erkannt und eliminiert werden kdnnen oder ein
besseres Ziel fir Chemotherapeutika und Bestrahlung sind (Humphreys et al., 2018). Bisher
sind nur Wege bekannt, die c-FLIP indirekt beeinflussen. Dazu zahlen Cisplatin und Gemci-
tabin als DNA-schadigende Substanzen (Abedini et al., 2008; Ding et al., 2011), Etoposid
als Topoisomerase Il Inhibitor (Verbrugge et al., 2010), Vorinostat als Histondeacetylase
Inhibitor (Crawford et al., 2013) und 5-Fluorouracil als Thymidylatsynthase Inhibitor (lwase et
al., 2003). Auch andere Inhibitoren wie PIK75 als Phosphoinositid-3-Kinasen Inhibitor, Inhibi-
toren der Cyklin-abhangigen Kinase 9 oder der Calcium/ Calmodulin-abhangigen Kinase |l
wirken sich negativ auf die c-FLIP Expression aus (Cornforth et al., 2008; Lemke et al., 2014;
Yang et al., 2003). Der Nachteil an indirekt wirksamen Substanzen ist einerseits, dass die
Gefahr von Nebenwirkungen sehr grof3 ist. So haben DNA-schadigende Agenzien potentiell
Auswirkungen auf alle Gene und sind auch nicht Tumorzell-spezifisch. Andererseits kdnnen
sich recht schnell Resistenzen bilden. Beispielsweise ist bekannt, dass bei der Cisplatin-
Resistenz aktives Akt1 die Zusammenlagerung von p53/c-FLIP und ITCH verhindert und
somit die Ubiquitinylierung und den darauf folgenden Abbau von c-FLIP unterbindet (Abedini
et al., 2010).
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Es gibt auch Versuche, c-FLIP direkt zu beeinflussen. So zeigen Logan et al., dass Phos-
phorothioat-Oligonukleotide, die spezifisch fiir c-FLIP sind, die c-FLIP Expression verringern.
Damit konnte die Arbeitsgruppe sowohl non-small cell lung cancer (NSCLC) Zellen als auch
Zellen des kolorektalen Karzinoms und Prostatakrebszellen zur Apoptose sensitiveren. Auch
in einem Mausmodell konnte die Wirkung der anti-c-FLIP Oligonukleotide im NSCLC-Modell
nachgewiesen werden. In dieser Arbeitsgruppe wurden auch Peptide entwickelt, welche die
Interaktion zwischen c-FLIP und Atg3 spezifisch inhibieren und somit das Zellwachstum
hemmen und Autophagie induzieren (Lee et al., 2010). In diesem Zusammenhang hat ein
Konsortium ein medizinisch-chemisches Screening mit kleinen Molekilen durchgefuhrt. Mit
Hilfe eines biochemischen Ansatzes sollen Substanzen gefunden werden, die spezifisch die
Interaktion zwischen FADD und c-FLIP verhindern ohne die Rekrutierung von Caspase-8
zum DISC zu stéren. Anscheinend wurden Substanzen gefunden, die sowohl in vitro als
auch in vivo einen Effekt gezeigt haben (Majkut et al., 2017).

1.3 Naturstoffe als Quelle neuartiger Wirkstoffe

Ziel dieser Arbeit ist es, Substanzen zu finden, die c-FLIP modulieren. Die schon gezeigten
Ansatze mit Oligonukleotiden oder Peptiden sind noch keine Option flir Medikamente,
da es verschiedene Hindernisse gibt, etwa den Transport an den Wirkort, die Spezifitat
und auch den Weg bis zur Zulassung als Medikament (Shirley und Micheau, 2013). Am
Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung gibt es eine Wirkstoffbibliothek von mikrobiellen
Naturstoffen aus Myxobakterien. Die dort vorhandenen Substanzen weisen einzigartige
Strukturen auf und sind daher eine groB3e Hoffnung fir neuartige Wirkstoffe (Landwehr et
al., 2016). Natlrliche Wirkstoffe sind schon seit Jahrzehnten eine reiche Quelle an neuen
Medikamenten, von Penicillinen angefangen (Fleming, 1929) Uber Paclitaxel (Wani et al.,
1971) oder Rapamycin (Sehgal et al., 1975) bis zum Nobelpreis 2015 fir die Entdeckung
von Avermectinen und Artemisinin (Chen, 2016). Die Zeit der 1950er und 1960er Jahre,
als so viele neue Antibiotika aus Naturstoffen isoliert und weiterentwickelt wurden, wurde
auch das ,goldene Zeitalter* der Wirkstoffforschung aus Naturstoffen genannt. Shen sagt
ein zweites goldenes Zeitalter der Wirkstoffentwicklung aus Naturstoffen voraus, da der
Nobelpreis fur die Avermectinen aus einer intensiven Kollaboration von Wissenschaft und
Industrie hervorgegangen ist. Dabei haben sich die verhaltnismaBig deutlich kleineren
Naturstoffbibliotheken gegen die zahlenmaBig viel gréBeren chemischen Bibliotheken kleiner
Molekule durchgesetzt (Shen, 2015). Zudem bieten die Naturstoffe den Vorteil, dass durch
neue Methoden wie Genome mining oder Metagenomics neue Potentiale der Naturstoffe
erst noch entdeckt werden kdnnen (Charlop-Powers et al., 2014).

1.3.1 Myxobakterien

Myxobakterien sind Gram-negative, aerobe und vorwiegend im Boden vorkommende Proteo-
bakterien des 0 -Zweigs. Sie wurden bereits 1892 beschrieben, wobei Thaxter auf der Suche
nach neuen Pilzarten war (Thaxter, 1892). Genauer untersucht wurden sie allerdings erst in
den 60er Jahren von Dworkin vor allem wegen ihrer auffélligen Fruchtkdrper (Dworkin, 1966).
Die unter dem Mikroskop unbeweglichen Stédbchenbakterien haben eine Breite von etwa 0,7
bis 1 um und eine Lange zwischen 3 und 10 um (Reichenbach und Hofle, 1993). Sie wurden
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lange Zeit nur sehr wenig erforscht, da es nur sehr miihsam gelang, sie in Dispersionskultur
wachsen zu lassen (Dworkin, 1966). Mach der genaueren Charakterisierung wurden sie in
allen Klimazonen auf allen Kontinenten gefunden, selbst salzunempfindliche Myxobakterien
wurden aus dem marinen Umfeld isoliert (Reichenbach, 2001). Myxobakterien sind zu einem
sehr komplexen, sozialen Lebenszyklus fahig (Fink und Zissler, 1989), fir den ein komplexes
interzellulares Kommunikationssystem notwendig ist (Reichenbach, 1999). Sie bewegen sich
gleitend in charakteristischen, flmahnlichen Schwarmen tber festes Medium (Spormann,
1999). In ihrem Lebenszyklus bendtigen Myxobakterien zwei Arten der Fortbewegung. Eine
Art der Fortbewegung wird auch ,A-motility* (Spormann, 1999) genannt und dient zum
Ausschwarmen einzelner Myxobakterien in einer ,abenteuerlichen® Art der Fortbewegung.
Die andere Art der Fortbewegung wird als ,soziale® Fortbewegung (,S-motility*) (Spormann,
1999) bezeichnet und kennzeichnet die gemeinsame Bewegung im Schwarm. Dabei kdnnen
sie sich zu Fruchtkorpern zusammenlagern, die mehrere Millimeter hoch sind und aus meh-
reren hunderttausenden Zellen bestehen (Spormann, 1999). Diese haufig leuchtend gelb,
orange, rot, braun oder schwarz gefarbten Fruchtkérper sind eine Strategie beim Entzug
von Nahrstoffen sogenannte Myxosporen zu bilden, die Trockenheit und Nahrstoffknappheit
gut Uberstehen kdnnen (Reichenbach, 2001).

1.3.2 Chemisch neuartige Strukturen

Myxobakterien kdnnen sich durch das Gleiten Gber Untergrund nur sehr langsam fortbe-
wegen. Eine Theorie ist, dass sie ihre biologische Nische durch die Abgabe von biolo-
gisch aktiven Sekundarmetaboliten an die Umgebung schiitzen, die Konkurrenzorganismen
abtoten (Weissman und Miller, 2009). Diese Wirkstoffe sind es auch, die das Interesse der
Biotechnologie und Wirkstoffforschung an diesen Bakterien geweckt haben. Unter den Pro-
duzenten der meisten entdeckten wichtigen Wirkstoffe sind nur einige Bakteriengattungen
wie Streptomyceten, Actinomyceten sowie Vertreter der Gattungen Bacillus und Pseudomo-
nas (Reichenbach, 2001). Obwohl recht wenige Bakteriengattungen Sekundarmetabolite
produzieren, ist das Wirkspektrum der entwickelten Medikamente sehr weit und reicht von
Antimalaria- und Diabetesmedikamenten tber Blutdruck- und Cholesterin-senkende Wirk-
stoffe bis hin zu antibakteriell, antiviralen und Antitumorwirkstoffen (Reichenbach, 2001).
Myxobakterien haben aus mehreren Grinden eine herausragende Stellung innerhalb der
wirkstoffproduzierenden Bakterien inne. Sie wirken selbst nicht als Pathogene gegen hdhere
Tiere oder den Menschen (Reichenbach und Hofle, 1993). Das macht sie zu idealen Pro-
duzentenstammen in der Biotechnologie, da ihre Kultivierung sicher ist. Zum anderen
produzieren Myxobakterien eine enorme Vielfalt an Substanzen aus verschiedenen Stoff-
klassen, die an verschiedenen Angriffspunkten wirken kdnnen und so neue Wirkweisen
aufdecken kénnen. Diese Vielfalt ist nach genomischen Analysen noch lange nicht aus-
geschopft. Das Genom von So ce65 als typischem Vertreter der Myxobakterien ist 13 Mbp
grofB und verfligt Gber 9367 proteinkodierende Sequenzen. Davon konnten iber 3000 Genen
keine Funktion zugeordnet werden und sie haben auch keine hohe Ahnlichkeit mit anderen
proteincodierenden Sequenzen in Datenbanken. Somit haben Myxobakterien das Potential,
je nach Umgebung weitere neuartige Substanzen zu produzieren, die noch unbekannt sind
(Schneiker et al., 2007). Ein Beispiel fir das enorme Substanzspektrum von Myxobakterien
ist, dass alleine lber 20 verschiedene und einzigartige Substanzen aus ihnen isoliert wurden,
die die mitochondrielle Atmungskette inhibieren (Reichenbach, 2001).
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1.3.3 Myxobakterielle Substanzen als immunologische Modulatoren

Abgesehen von den bekannten antibakteriellen und antiviralen Wirkstoffen gibt es auch
myxobakterielle Substanzen, die das Immunsystem modulieren. Dazu zahlt Soraphen A, das
als Acetyl-CoA-Carboxylase-1 (ACC-1)-Inhibitor bekannt ist. Diese Wirkung wurde in einer
genomischen Analyse festgestellt, als Soraphen A-resistente Saccharomyces cerevisiae-
Stamme untersucht wurden (Vahlensieck et al., 1994). Genauer wurde Soraphen A dann
von Berod et al. charakterisiert. Dabei wird die Rolle von ACC-1 fiir die Entwicklung von
Th17-Zellen beschrieben (Berod et al., 2014). Wird die ACC-1 blockiert, zum Beispiel durch
Soraphen, so verschiebt sich die Population von inflammatorischen Th17-Zellen hin zu
immunsupprimierenden Tregs. Dies gibt einen Einblick in die metabolische Regulierung
der Entwicklung von Immunzellen und konnte als Behandlungsansatz fir verschiedene
entziindliche und Autoimmunerkrankungen dienen (Castro et al., 2015).

Ein anderes Beispiel ist Spirangien A und dessen chemisches Derivat Spirangien M522, die
bei einem Screening als IL-8 inhibierende Substanzen entdeckt wurden (Reboll et al., 2012).
IL-8 besitzt als Chemokin eine Rolle in entziindlichen Erkrankungen, im Tumorwachstum und
bei der Angiogenese. Die beiden untersuchten Spirangien konnten die Induktion der endoge-
nen IL-8 Transkription wirksam unterdriicken und inhibierten ebenso die Phosphorylierung
und Degradierung von IxBa. Somit konnten die beiden Substanzen auch die Aktivierung
des NF-kB Signalweges beeinflussen.

Eine direkte Wirkung von myxobakteriellen Wirkstoffen in einem Krankheitsmodell zeigen Kim
et al. Vier von 288 getesteten Substanzen zeigen eine Wirkung auf Zellen eines Patienten
mit Gaucher-Syndrom. Bei diesem erzeugt die Akkumulierung von fehlerhaft gefalteten
Glucocerebrosidaseenzym im endoplasmatisches Retikulum (ER) einen ER-Stress, der
die Aktivierung von Bax und damit Apoptose ausl6st (Ron und Horowitz, 2005; Wei et al.,
2008; Zong et al., 2003). In Gegenwart der vier Hit* Substanzen war die Bax-Expression
vermindert, was zu einer verminderten Apoptose und somit zu einer erhdhten Uberlebensrate
der Zellen des Gaucher-Syndrom Patienten gefihrt hat (Kim et al., 2012).

Auch in einem Mausmodell von Parkinson wurden vier myxobakterielle Substanzen entdeckt,
die die Zellviabilitat erhéht haben und die Zellregeneration nach akuten Lasionen unterstitzt
haben (Kim et al., 2013).

1.3.4 Argyrine und ihre chemischen Derivate

2002 wurden die Argyrine als zyklische Peptide, die von Archangium gephyra produziert
werden, beschrieben (Sasse et al., 2002). Schon in dieser Veroffentlichung werden sie als
Immunmodulatoren beschrieben, da sie die T-Zell-unabhangige Antikérperproduktion von
B-Zellen inhibieren. Argyrine zeigen auch eine leichte antimikrobielle und antifungische
Aktivitat, die bei Pseudomonas aruginosa durch eine Mutation im Elongationsfaktor G aufge-
hoben werden kann (Bielecki et al., 2012). Argyrin A wurde auch als Hit* in einem Screening
nach p27"P! stabilisierenden Wirkstoffen gefunden (Nickeleit et al., 2008). Dabei wurde die
Wirkung von Argyrin A als Inhibition der katalytischen Aktivitat des S20 Proteasoms beschrie-
ben, das zu einem verminderten Abbau des Cyklin Kinase Inhibitors p27"®! Proteins fiihrt.
In Folge der Stabilisierung von p27KP! haben Nickeleit et al. drei Mechanismen identifiziert,
aufgrund deren Argyrin A als Antitumorwirkstoff im Darmkrebsmodell in vivo wirkt (Nickeleit
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et al., 2008). Der erste Mechanismus dabei ist die p27"P'-induzierte Apoptoseauslésung in
Tumorzellen, der zweite Mechanismus zielt auf die Verhinderung der Neubildung von Blut-
gefal3en und der dritte Mechanismus ist die Zerstorung von tumorversorgenden Blutgefa3en.
All diese Mechanismen sind im beschriebenen Modell p275P!-abhangig.

Von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Markus Kalesse an der Leibnitz Universitat Hannover
und dem Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung wurden chemische Derivate, vom
Grundgerust der Argyrine ausgehend, hergestellt. Diese haben teilweise durch eine -(1-
azulenyl)-I Alanin-Gruppe (AzuAla) eine tiefblaue Farbe (Stempel et al., 2018). So wurden
Argyrin A und Argyrin C sowie Baceridin (ebenso eine als Proteasom-Inhibitor bekannte
Substanz (Niggemann et al., 2014)) mit der AzuAla-Gruppe versehen. Zudem konnten
Argyrin A und Argyrin C mit einer 7-Aza-Gruppe gekoppelt werden. Die Strukturen der funf
Substanzen sind in Abb. 1.9 dargestellt.

7-Aza? Argyrin A 7-Aza? Argyrin C
o SWO
AL
HN
0. __N. 1
Me Me
l HN" So NH
- NH
T
/ o o
o OMe
o =
ey N
=
Chemical Formula: CagHasNy10sS Chemical Formula: CagHasN110g5
Exact Mass: 825,3017 Exact Mass: 8393173
MW 825,9020 MW 839,9290
ES1 ES2

(o]

HN

Me o NI-I Exact Mass: 706,4418
NH HN—( MW 706,9230

””—(

ESS

o
Y
r4 /W o
00
l ‘Me
Chemical Formula: CagHesNgOg
NH
NH

OMe Me Me

ine 4 AzuAla Baceridin
HN HN
el g =iy
MW 8359370 MW 8499540
ES3 ES4
AzuAla' Argyrin A AzuAla' Argyrin C

Abbildung 1.9: Struktur von verschiedenen Derivaten von Argyrin A, Argyrin C und Baceridin. Grafik zur Verfiigung
gestellt von Prof. Dr. Markus Kalesse, Hannover.

1.3.5 Aurachine und ihre naturlichen Derivate

Aurachine sind als Atmungsketteninhibitoren bekannt, die eine Wirkung auf spezifische
Cytochromkomplexe haben (Li et al., 2013). Nachdem zuerst die Aurachine A-D entdeckt
wurden (Kunze et al., 1987), sind bis heute die natirlichen Derivate Aurachin A-R bekannt
(Héfle und Kunze, 2008; Hofle und Irschik, 2008; Nachtigall et al., 2010). Alle diese Derivate
haben einen Quinolon oder ein Quinolin-Kern mit einer Farnesylkette an Position C3 oder
C4 gemeinsam (Li et al., 2013). Insbesondere die antibiotische Wirkung der Aurachine
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stand bisher im Fokus der Forschung, da sie das Photosystem Il und den Cytochrom bf-
Komplex in photoaktiven Mikroorganismen und die Quinol-Oxidationsstelle der bakteriellen
Cytochrome bo und bd inhibieren kénnen (Oettmeier et al., 1990; Meunier et al., 1995).
Aurachine wirken nicht toxisch auf Hefen oder Pilze, aber auf einige Zelllinien wie die humane
Darmkrebszelllinie HCT-116, die Leukamiezelllinie K562 oder U2 OS Osteosarkomzellen
(Li et al., 2013). Da das intrinsische Membranpotential durch Aurachine abnimmt, wird als
Ursache der toxischen Wirkung die Induktion der intrinsischen Apoptose angenommen (Li et
al., 2013). Ausgewahlte Strukturen von Aurachin Derivaten sind in Abb. 1.10 dargestellt.
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Abbildung 1.10: Strukturen von Aurachin D und weiteren natiirlich vorkommenden Aurachin-Derivaten. Alle
Aurachinen haben einen Quinolon- oder Quinolin-Kern gemeinsam, zudem besitzen sie eine
Farnesylkette. Strukturen sind modifiziert nach Sekunddrmetaboliten aus Myxobakterien und
anderen Mikroorganismen (1996) dargestellt.
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2 Verwendete Materialien und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien von Merck (inklusive Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Deutschland), Applichem (Darmstadt, Deutschland) oder Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland) bezogen.

2.2 Verwendete Puffer

Alle Puffer wurden in Reinstwasser (MilliQ®), Merck, Darmstadt, Deutschland) angesetzt.

2.2.1 Puffer fiir den Western Blot

FOr den Western Blot wurden folgende Puffer verwendet:

DISC Lysepuffer 30 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 10 % v/v Glycerin,
1 % v/v Triton X-100, 2mM EDTA, 10 mM NaF

TPNE Lysepuffer PBS ad 300 mM NacCl, 1 % v/v Triton X-100, 1 mM EDTA,
pH 7,4

TBS-T 137 mM NacCl, 2,68 mM KCI, 24,76 mM Tris, pH 7,4

6X Reduzierungspuf- | 150 mM Tris-HCI, pH 6,8, 4,65% DTT, 6% SDS, 0,03 %

fer (RSB) Bromphenolblau, 30 % Glycerin

Blockierungspuffer 5 % wiv fettfreie Trockenmilch, 0,2 % v/v Tween(®) -20 in
TBS

Laufpuffer 25 mM Tris, pH 8,0, 192 mM Gilycin, 1 % v/v SDS

Transferpuffer 25 mM Tris, pH 8,0, 192 mM Glycin, 20 % v/v Methanol

TBS 137 mM NacCl, 2,68 mM KCI, 24,76 mM Tris, pH 7,4

2.2.2 Puffer fir die Durchflusszytometrie

Far die Durchflusszytometrie wurden folgende Puffer verwendet:

Nicoletti-Puffer 0,1 % (v/v) Triton X-100, 0,1 % Natriumcitrat, 50 ng/mL
Propidiumiodid

10x Annexin V Bindungspuf- | 0,1 mM HEPES/NaOH, 1,4 M NaCl, 25 mM CaCl2, pH
fer 7.4

FACS Puffer 2 % w/v BSA, 0,01 % w/v Natriumazid in PBS

ACK Lysepuffer 1,5 M Ammoniumchlorid, 100 mM Kaliumhydrogencarbo-
nat, 100 mM Dinatrium-EDTA, pH 7,2
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2.3 Verwendete Zelllinien

Folgende Zelllinien wurden in dieser Arbeit verwendet:

Zelllinie Kurzbe- Referenz | Zelltyp Genotyp
zeichnung

HT 1080 1 Fibrosarcom

HT 1080 e.v. e.v. 2 Leervektor

HT 1080 c-FLIP. c-FLIP. 2 c-FLIP.
Uberexprimiert

HT 1080 c-FLIPg c-FLIPs 3 c-FLIPg
Uberexprimiert

HT 1080 C-FL|P|_Mut C-FL|P|_|\/|ut 2 C-FLlPLMut
Uberexprimiert

HT 1080 c-FLIPgpmyt c-FLIPsymut | ° c-FLIPgmut
Uberexprimiert

Jurkat 4 T-Zellen

Jurkat E6.1 WT 5

Jurkat FADD KO FADDKO |° FADD Knockout

Jurkat Caspase-8 KO | C-8 KO 6 Caspase-8 Knock-
out

Jurkat JMR JMR 7 Caspase-9 Knock-
out

Jurkat F9 F9 7 Caspase-9 rekonsti-
tuiert

Renal cell carcinoma | clearCa-4 | 8 Nierenkarzinom

! Rasheed et al., 1974

2 Misterek, 2012

3 Tafrishi, unpublizierte Daten

4 Schneider et al., 1977

5 Juo et al., 1999

6 Juo et al., 1998

/ Samraj et al., 2006
8 Ramp et al., 2003

2.4 Verwendete Mauslinien

In dieser Arbeit wurden Mause der Mauslinie Foxp3™(

C57BL/6 Hintergrund aufweisen (Komatsu et al., 2009).
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2.5 Verwendete Antikérper
2.5 Verwendete Antikorper

Im folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten AntikGrper aufgelistet.

2.5.1 Primarantikorper fiir Western Blot

Als Primarantikérper wurden folgende Antikorper in dieser Arbeit verwendet:

Spezifitat Isotyp Katalognr./ Hersteller
Klon
B-Actin Maus IgG2a A2228 Sigma Aldrich
aktive Caspase-3 | Kaninchen IgG 9661 CST
aktive Caspase-8 | Kaninchen IgG 9496 CST
Caspase-3 Ziege 1gG AF-605 R&D
Caspase-8 Maus IgG2b Klon 12F5 Prof. Klaus Schulze-
Osthoff (Tabingen)
c-FLIP Maus IgG1 MAB8430 R&D
c-FLIP Kaninchen mono- | AF821 R&D
klonal
FADD Kaninchen IgG TA332936 Origene
GAPDH Maus 1gG2b 60004-1-1G Proteintech
PARP Maus IgG1 556362 BD Biosciences
Tubulin Maus IgG1 T9026 Sigma

2.5.2 Sekundarantikorper fiir Western Blot

Zur Detektion des Signals wurden folgende Sekundéarantikérper im Western Blot einge-
setzt:

Spezifitat Herkunftsorganismus | Katalognr. | Hersteller

Maus IgG Ziege 115-035 Dianova

Maus IgG1 Ziege 1070-05 Southern Biotechnology
Maus lgG2a Ziege 1080-05 Southern Biotechnology
Maus 1gG2b Ziege 1090-05 Southern Biotechnology
Kaninchen IgG | Ziege 4030-05 Southern Biotechnology
Ziege 1gG Kaninchen 6164-05 Southern Biotechnology
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2 Verwendete Materialien und Methoden

2.5.3 Antikorper und Farbstoffe flir die Durchflusszytometrie

Folgende Antikdrper und Farbstoffe wurden in dieser Arbeit fir die Durchflusszytometrie
verwendet:

Name/Spezifitat | gekoppelt an Katalognr./ Hersteller
Klon

Annexin V FITC 640906 Biolegend

7AAD BML-AP400 Enzo

Caspase-3/7 C10423 Thermo

Green  Fluore-

scent dye

CD95 Klon 2R2 Klaus Schulze-Osthoff

TRAILR1 PE Klon Biolegend

TRAILR2 PE Klon Biolegend

TNFR1 Klon H398 Prof. Harald Wajant,
Wirzburg

Lebend/Totfarbung L23105 Thermo

hCD2 APC 300214 Biolegend

mCD4 Pacific Blue 100428 Biolegend

anti-Maus PE 115-116-146 Jackson ImmunoRese-
arch

2.6 Verwendete Methoden

2.6.1 Zellkultur

Die fiir die Zellkultur verwendeten Medien und Lésungen wurden, wenn nicht anders benannt,
von Gibco/ Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) bezogen. Die HT 1080 und clearCa-
4 Zellen wurden in DMEM Medium, supplementiert mit 10 % foétalem Kalberserum (GE
Healthcare, Chalfont St Giles, UK) und 1 % Penicillin/Streptavidin (Gibco), kultiviert. Jurkat
Zellen, humane PBMCs und primare murine T-Zellen wurden in RPMI Medium supplemetiert
mit 10 % FKS kultiviert. Gelagert wurden die Zellen tber flissigem Stickstoff. Zum Einfrieren
wurde ein Zellpellet aus etwa 5x10° Zellen in 5 ml FKS mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)
resuspendiert und je 1 ml Zellsuspension wurde in ein 1,5 Kryor6hrchen gegeben. Die Zellen
wurden in einer Einfrierbox (Nalgene) Gber Nacht bei -80° Celsius heruntergekihlt und dann
in der Gasphase Uber flissigem Stickstoff aufbewahrt. Zum Auftauen wurden die Zellen in 4
ml warmen Medium gewaschen und dann in 10 ml Medium in einer 75 cm?-Zellkulturflasche
kultiviert.

2.6.2 Mycoplasmentest

Die verwendeten Zelllinien wurden regelmaiig auf Kontaminationen durch Mycoplasmen
kontrolliert. Dazu wurde 1 ml Zellkulturiberstand fir 5 min bei 250 g zentrifugiert. Anschlie-
Bend wurde der Uberstand in ein neues Rohrchen gegeben und fir 10 min bei 20000 g
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2.6 Verwendete Methoden

zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet zweimal mit PBS gewaschen,
bevor es in 100 ul PBS aufgenommen wurde. Es folgt eine Inkubation bei 95° C fiir 15 min
und eine kurze Zentrifugation. Von der DNA wird 1 ul mit 25 ul Mastermix versetzt und eine
PCR durchgefuhrt.

Verwendeter Mastermix:

Mastermix Menge [ul]
Taq Polymerase (Kapa 2G HotStart Mix) | 12,5 pl

Primer 0,5 ul je Primer
Interne Kontrolle 1 ul

Wasser 5,5 ul

Verwendete Primer:

Primer Sequenz

Myco1 fwd | CGCCTGAGTAGTACGTTCGC
Myco2 fwd | CGCCTGAGTAGTACGTACGC
Myco3 fwd | TGCCTGGGTAGTACATTCGC
Myco4 fwd | TGCCTGAGTAGTACATTCGC
Myco5 fwd | CGCCTGAGTAGTATGCTCGC
Myco6 fwd | CACCTGAGTAGTATGCTCGC
Myco7 fwd | CGCCTGGGTAGTACATTCGC
Myco8 rev | GCGGTGTGTACAAGACCCGA
Myco9 rev | GCGGTGTGTACAAAACCCGA
Myco10 rev | GCGGTGTGTACAAACCCCGA

PCR-Programm:

95° C flir 7 min
65° C flir 2 min
72° C far 10 min

32 Zyklen: 95° C fur 10 sec
65° C fiur 20 sec
72° C fir 30 sec

72° C fiir 5 min
4° C ohne Zeitlimit

2.6.3 Testen der Substanzen und Stimulierung mit CD95L

Bis auf die Kinetiken wurden die verschiedenen Tests der Substanzen nach dem gleichen
zeitlichen Schema durchgeflhrt. Eine Darstellung dieses Ablaufs ist in Abb. 2.1 zu sehen.
Etwa einen Tag vor dem Test werden (wenn nicht anders angegeben) 10° Zellen/ml ausgesét.
Zum Zeitpunkt ,0 h* werden die Substanzen (bzw. DMSO als Lésemittelkontrolle) zu den
Zellen gegeben und nach 2 h wird bei einem Teil der Zellen eine zusatzlichen 100 ng/ml
CD95L-Stimulation und teilweise andere Kontroll-Stimulationen mit 1 uM Staurosporin (STS)
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2 Verwendete Materialien und Methoden

als Apoptosestimulanz durchgefiihrt. 18 h nach Substanzzugabe wurden die jeweiligen Tests
durchgeflhrt.

Substanzen CD95L Auswertung
Leervektor & (D
c-FLIP| ® Cr ®
c-FLIPg O @ @

0 2 18 [h]

Abbildung 2.1: Schema des zeitlichen Ablaufs der meisten Substanztests. Einen Tag vor dem Test wurden die
Zellen ausgesit. Zum Zeitpunkt ,,0 h* startet die Substanzzugabe und die Zugabe von DMSO als
Losemittelkontrolle. Die CD95L-Stimulation und die Zugabe weiterer Kontrollsubstanzen wie STS
starten nach 2 h. Nach 18 h wurde der jeweilige Test durchgefiihrt.

2.6.4 Resazurin Test

Far den Resazurin Test wurde eine Stockldsung mit 0,2 mg/ml Resazurin in PBS angesetzt
und diese L6sung wurde sterilfiltriert. Adh&rente Zellen wurden mit PBS gewaschen und das
frische Medium wurde mit 10 % Resazurin-Stocklésung versetzt und auf die Zellen gegeben.
Die Lésung wurde fiir 3 Stunden bei 37° Celsius im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde
die Fluoreszenz (Exzitation/Emission 540/590 nm) im Tecan 200 (Mannedorf, Schweiz)
Lesegerat gemessen.

2.6.5 Mikroskopie von Zellen

Fir die morphologische Auswertung der Apoptose-induktion wurden 48-Loch Platten verwen-
det und die Zellen wurden wie in Kapitel 2.6.3 beschrieben behandelt. Die Auswertung der
Morphologie fand mit einem Nikon Eclipse TE300 microscope (Nikon instruments, Melville,
USA) Mikroskop statt. Mit einer Nikon DS 2MBWC Kamera wurden Fotos gemacht, die mit
der NIS Elements Software (Nikon instruments, Melville, USA) ausgewertet wurden.

2.6.6 Quantitative PCR

Aus Zellpellets wurde mit dem Quiagen RNeasy Plus Mini Kit RNA isoliert. Bei Bedarf
wurde eine DNase Behandlung mit dem Thermo Fisher DNA removal Kit nach Anleitung
durchgefiihrt. Die nachfolgende cDNA Synthese wurde mit dem Thermo First Strand cDNA
Synthesis Kit nach Anleitung ausgefiihrt. Die cDNA wurde 1:10 in Wasser verdunnt fir die
quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR) eingesetzt. Der Reaktionsmix fiir die gPCR
bestand aus 5 pl der verdiinnten cDNA, 10 wl Sybr Green Mastermix (Roche, Mannheim,
Deutschland) und 5 ul Primer (100 pmol/pl).
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Es wurden folgende Primer gegen humanes FLIP verwendet:

Gen Sequenz
FLIP_ vorwarts cagctcaccatccctgtacc
FLIP_ rickwarts caggagtgggcgttticit

FLIPg vorwarts
FLIPg rickwarts

aggaatgttctccaagcagca
atcaggacaatgggcataggg

FLIPiota rickwarts

ctcaggaaccctcaccttgt
cagatttatccaaatcctcacca

2.6 Verwendete Methoden

Fur die gPCR wurde folgendes Programm im Roche Thermocycler verwendet:

Vorinkubation:
95° fir 10min

Amplifikation:

45 Zyklen mit je

95° fiir 10 Sekunden
60° fir 10 Sekunden
72° fur 10 Sekunden

Abstoppen:

95° fiir 10 Sekunden
65° flir 60 Sekunden
97° fur 1 Sekunde

Kihlphase:
37° fur 30 Sekunden

2.6.7 Western Blot

Ernten der Zellen

Zum Ernten der Zellen wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin/ EDTA-L&sung
(Gibco) von der KulturgefaBoberflache gelést. Das Zellpellet wurde mit PBS gewaschen und
das Zellpellet fur die Lyse genutzt.

Lyse der Zellen

Das Zellpellet wurde in Lysepuffer (DISC- oder TPNE Puffer) resuspendiert und fiir 30 min
auf Eis lysiert. Anschlief3end folgte eine Zentrifugation bei 13000 rmp fur 15 min bei 4°
Celsius. Der Uberstand wurde in ein frisches Eppendorf-Réhrchen lberfiihrt und fir die
Proteinbestimmung verwendet.
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2 Verwendete Materialien und Methoden

Quantitative Proteinbestimmung

Der Proteingehalt des Uberstandes wurde mittels photometrischer Analyse ermittelt. Dazu
wurde der BCA Assay (Thermo, Waltham, USA) verwendet, der nach Anleitung durchgeflhrt
wurde.

SDS-Gel

40 ug Proteinlysat wurden im Verhaltnis Lysat:Reduzierungspuffer 1:6 mit RSB-Reduzie-
rungspuffer versetzt und auf ein 12 % SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Das SDS-Gel
wurde bei 80 V fir 120 min in einer Gelkammer (Biorad, Hercules, USA) laufen gelassen.

Das 12 % SDS-Polyacrylamid-Gel wurde in folgender Zusammensetzung hergestellt:

Sammelgel:

Chemikalie Menge [ml]

Wasser 2,08

30 % Acrylamid-Mix 0,5

1 M Tris (pH 6,8) + SDS | 0,375

10 % APS 0,03

TEMED 0,003
Trenngel:

Chemikalie Menge [ml]

Wasser 3,4

30 % Acrylamid-Mix 4,0

1,5 M Tris (pH 8,8) + SDS | 2,5

10 % APS 0,1

TEMED 0,004
Transfer

Der Transfer auf die PVDF Membran (Thermo, Waltham, USA) fand bei kleinen Gelen (bis 15
Taschen) als Tank-Blot in einer Biorad (Hercules, USA) Kammer bei 100 V fir 105 min statt,
bei groBen Gelen wurde ein semi-dry Verfahren in einer Peglab (Erlangen, Deutschland)
Transferkammer bei 0,35 A und 70 V fir 105 min angewendet.

Analyse der Membran

Die Membran wurde nach dem Transfer fir 1 h in 5 % Blockierungslésung geblockt und dann
Uber Nacht bei 4° Celsius in Erstantikérper inkubiert. AnschlielBend wurde die Membran
4 mal fur je 10 min in Waschpuffer (TBS-T) gewaschen. Die Membran wurde danach
mit dem Zweitantikdrper fir 1 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Es folgten weitere
6 Waschschritte a 10 min. Die Entwicklung der Membran erfolgte mit ECL select (GE
Healthcare). Das Chemilumineszenzsignal wurde entweder mittels der Fusion FX7 (Vilber
Lourmat, Eberhardzell, Deutschland) Kamera oder einer Agfa (Mortsel, Belgien) Curix 60
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2.6 Verwendete Methoden

Entwicklermaschine ermittelt.

Die Membran wurde anschlief3end mit Reblot mild (Merck, Darmstadt, Deutschland) gestrippt
und nach einer erneuten Blockierung fir 1 h mit Blockierungspuffer mit einem anderen
Erstantikorper inkubiert.

2.6.8 Durchflusszytometrie

Bei allen durchflusszytometrischen Versuchen wurden die Zellen in FACS Réhrchen geerntet
und einmal mit PBS gewaschen. Pro Waschschritt wurde der jeweilige Puffer auf die Zellen
gegeben und diese bei 5 min fir 1500 rpm bei 4° zentrifugiert. Die Zellen wurden durchgangig
bei 4° Celsius behandelt. Die Messungen fanden am FACS Canto (BD, Franklin Lakes, USA)
statt.

Annexin V/7AAD Test

Far den Annexin V/7-Aminoactinomycin (7AAD) Test wurden die gewaschenen Zellen
zusatzlich zwei Mal mit FACS Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden das Zellpellet in 100
ul Annexin V/7AAD Antikdrperldsung in Annexin V-Bindungspuffer (1:100 Annexin V, 1:100
einer 0,1 mg/ml 7AAD-L6sung in PBS) fir 30 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Anschlie3end
wurde 100 ul Annexin V-Bindungspuffer zugegeben und die Proben im FITC und PE Kanal
vermessen.

Caspase-3/7 Test

Die Zellen wurden ein weiteres Mal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 100 pl
CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection Reagent (Thermo Fisher, Waltham, USA) gefarbi.
In dieser Reagenz ist ein Farbstoff, dessen Fluoreszenz-Emission erst nach Bindung an
DNA bei 530 nm messbar ist, an die Peptid-Sequenz DEVD gekoppelt. DEVD wird vor
allem von Caspase-3 und Caspase-7 gespalten. Durch die Spaltung des Peptids kann der
Fluoreszenzfarbstoff mit der DNA interagieren und ist nun im griinen Farbspektrum messbar.
Nach 10 min Inkubation wurde die Messung im FITC Kanal durchgeflhrt.

Nicoletti Test

Zur Bestimmung der subG1 Fraktion wurde der Nicoletti Test verwendet. Die Zellen wurden
zwei Mal mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 250 pl Nicoletti-Puffer flr 2 h inkubiert
und dann im PE Kanal vermessen.
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2 Verwendete Materialien und Methoden

2.6.9 Rezeptorfarbung

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und dann mit einer 5 mM EDTA-Lésung in PBS
von der Zellkulturschale gelost und in ein FACS-Rohrchen gegeben. Nach zweimaligem
Waschen mit FACS-Puffer wurden die Zellen mit dem Erstantikdrper gegen CD95, TRAILR1,
TRAILR2 und TNFR1 inkubiert. Nach 20 min bei 4° Celsius wurden die Zellen erneut zwei
Mal mit FACS Puffer gewaschen. Bei nicht-PE konjugierten Erstantikdrpern wurde ein anti-
Maus-PE-Antikorper als Zweitantikorper verwendet, um das ErstantikOrpersignal auswerten
zu konnen. Dieser wurde ebenfalls fir 20 min bei 4° Celsius inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit FACS Puffer wurden die Proben im PE-Kanal mit dem FACSCanto (BD, San
Jose, USA) vermessen.

2.6.10 Gewinnung und Vitalitatsbestimmung muriner T-Zellen

Es wurden Mause mit einem Knock-in des Gens fir den humanen CD2 Rezeptor in
Abhangigkeit zum FoxP3 Promotor verwendet. Diese Mause exprimieren ausschlie3lich auf
Tregs humanes CD2 und sind damit mittels Immunofarbungen nachweisbar. Flr die Analyse
wurden diesen Mausen die peripheren Lymphknoten entfernt. Diese wurden mit Hilfe eines
Spritzenstempels durch ein 100 um Zellsieb (Thermo, Darmstadt, Deutschland) zerkleinert.
Dabei wurde 3 Mal je 2 ml PBS zugegeben und die Zellsuspension wurde in einem Falcon
Réhrchen gesammelt. Nach einer Zentrifugation far 5 min bei 1500 rpm wurde eine ACK
Lyse mit 1 ml ACK Puffer fir 1 min durchgefiihrt und die Lyse mit 9 ml PBS gestoppt.
Nach einer erneuten Zentrifugation wurden die Zellen in 5 ml PBS aufgenommen und mit
einer Neubauer Zahlkammer (Roth, Karlsruhe, Deutschland) gezahlt. Pro Probe wurden
2x10° Zellen in eine 96-Loch Platte ausgesat und mit der jeweiligen Substanz behandelt.
Zusatzlich wurden Proben mit anti-CD28 (2 ug/ml), anti-CD3 (2 ug/ml, vorherige Kopplung
an die Zellkulturplatte Gber Nacht) oder IL-2 (15ng/ml) stimuliert. Nach 8 h Inkubation wurden
die Zellen in FACS-Rohrchen tberfuhrt und nach einem Waschschritt mit PBS mit 100 ul
Lebend/Totfarbung flr 30 min inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit PBS wurden die
Zellen mit 100 ul hCD2 (1:1000) und CD4 (1:200) Antikérpern fir 30 min versetzt. Nach
zwei erneuten Waschschritten wurden die Zellen in Caspase-3/7 Green Detection Reagent
(Thermo Fisher, Waltham, USA) aufgenommen und nach 10 min Inkubationszeit auf Eis
vermessen.

2.6.11 Toxizitatsbestimmung mittels humaner PBMCs

Humane mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) wurden aus Spenderblut ge-
wonnen. 15 ml Ficoll in einem 50 ml Réhrchen wurden vorsichtig mit 35 ml Blut Gberschichtet
und fur 30 min bei 1500 rmp zentrifugiert. AnschlieBend wurde der PBMC-Ring vorsichtig
abpipettiert und 3 Mal mit RPMI (ohne Zusatze) gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt
wurden die PBMCs in 5 ml RMPI| Medium (mit Zusatzen) aufgenommen und gezahlt. 2
x10° Zellen wurden in 96-Loch Platten ausplattiert und mit den Substanzen behandelt. Eine
Stimulierung erfolgte mittels 100 ng/ml LPS bzw. 5 ug/ml PHA. Die Auswertung erfolgte
mittels Caspase-3/7 Test oder mittels des Resazurin Tests.
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2.7 Rechnerische Auswertung

2.7 Rechnerische Auswertung

2.7.1 Sensitivierungskapazitat

Die Sensitivierungskapazitat von Substanzen wurde Uber folgende Formel berechnet. Dabei
bedeutet ,stimuliert’ die Stimulation des extrinsischen Apoptosesignalweges durch CD95L.

¢-FLIPL stimuliert mit Substanz % 100

¢-FLIPL, gtimuliert ohne Substanz

2.7.2 Spezifische Apoptoserate

Um die Apoptoserate verschiedener Experimente vergleichen zu kdnnen, wurde die spon-
tane Apoptose einbezogen und die spezifische Apoptoserate gebildet. Die spezifische
Apoptoserate wurde nach folgender Formel berechnet:

experimentelle Apoptose (%)-spontane Apoptose (%) < 100

100- spontane Apoptose (%)

2.7.3 Bewertung des Screenings mittels Z‘-Faktor

Die Qualitat eines Screenings kann mittels des sogenannten Z'-Faktors beurteilt werden
(Zhang et al., 1999). Dieser wird wie folgt ermittelt:

3 X Standardabweichung Positivkontrolle 4 3 x Standardabweichung Negativkontrolle
Mittelwert Positivkontrolle - Mittelwert Negativkontrolle

Der Z‘-Faktor wird mit Hilfe der Kontrollen ermittelt und kann einen Wert bis 1 annehmen.
Dabei kann laut Zhang et al. eine Bewertung des Assays anhand des Wertes des Z'-
Faktors vorgenommen werden. Der Assay ist umso besser, je naher der Wert an 1 ist.
Eine genaue Einordnung ist nur mit dem Z-Faktor moglich, fir den aber ein Wert fur die
Standardabweichung der Proben notwendig ist. Dieser Parameter ist hier nicht vorhanden,
da das Screening in dieser Form nur einmal durchgefihrt wurde. Beim Z-Faktor gilt ein Wert
von 1 als idealer Assay (Standardabweichung ist Null oder eine unendliche Probenzahl) und
ein Wert zwischen 0,5 und 1 als exzellenter Assay. Ein Wert zwischen 0 und 0,5 zeigt einen
Assay, der als Doppelbestimmung durchgefihrt werden sollte an und ein Wert von 0 als
unsicherer Assay, der maximal als ,Ja/Nein“-Test dienen kann. Bei Z-Faktoren unter 0 ist ein
Screening nicht moglich.

2.7.4 Statistische Auswertung

Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test ermittelt. Die Standardabweichung P wurde in
Abbildungen als * dargestellt. P-Werte kleiner als 0,0332 wurden mit einem Stern dargestellt
und p-Werte kleiner als 0,0021 mit zwei Sternen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der verwendeten Zellen

Zunachst wurden die fir das Screening verwendeten Zellen charakterisiert. Somit sollte
sichergestellt werden, dass die Transfektion der HT 1080 Zellen mit c-FLIP_ bzw. c-FLIPg
erfolgreich war. Dabei ist zu sehen, dass nur das transfizierte Protein Uberexprimiert wird,
die Expression anderer Apoptose-relevanter Proteine sich jedoch nicht geandert hat. Wie
in Abb. 3.1 A zu sehen ist, exprimieren c-FLIP_-und c-FLIPg-Zellen sowie die jeweilige
DED-mutierte Form das jeweilige c-FLIP Protein.

Mittels Rezeptorfarbung wurde die Expression verschiedener Rezeptoren der Tumor-Nekrose-
Rezeptorfamilie untersucht (Abb. 3.1 B). Die Sensitivierung bzw. Resistenz gegenlber ex-
trinsischer Apoptose konnte durch eine unterschiedliche Expression der Todesrezeptoren

beeinflusst werden. Alle untersuchten Zelllinien exprimieren die Rezeptoren der TNFR-
Familie &hnlich stark. Dabei ist zu beobachten, dass keine der HT 1080 Zelllinien TRAILR1

(DR4) exprimieren. Bei keiner der transfizierten Zelllinien hat sich durch die Transfektion die
Expression der Todesrezeptoren geandert.

AuB3er der reinen Expression wurden die verwendeten Zelllinien auch funktionell charak-
terisiert. Dazu wurden sie Uber verschiedene Zeitraume mit dem Todesliganden CD95L
stimuliert und per Western Blot wurde die Expression und Spaltung verschiedener Proteine
dokumentiert. Die Zelllinien, die funktionales c-FLIP exprimieren (c-FLIP_ und c-FLIPg),
sind resistent gegen die Induktion der Apoptose durch CD95L. Es ist keine Spaltung der
Caspasen zu erkennen und auch das c-FLIP Level bleibt konstant. Im Gegensatz dazu ist
bei den Leervektor HT1080-Zellen eine Induktion der Apoptose durch die Aktivierung der
Caspasen zu erkennen. Mit fortschreitender Apoptose werden auch c-FLIP und andere
Proteine gespalten und abgebaut.

Bei den c-FLIP pyt und c-FLIPg\yt Zellen ist die DED Einheit des c-FLIP mutiert. Wie in Abb.
3.1 C sichtbar, fuhrt dies zu einer Aufhebung der Resistenz gegentuber CD95L-induzierter
Apoptosestimulation. So findet trotz der Expression von c-FLIP Protein eine Spaltung von
Caspasen statt.

3.2 Vorbereitung auf das Screening der Naturstoffe

Flr das Screening der Naturstoffe auf eine c-FLIP modulierende Wirkung wurde ein Viabi-
litadtsassay, der sogenannte Resazurintest, gewahlt. Dabei wird die Fluoreszenz gemessen,
die durch Reduktion des nicht-fluoreszierenden Farbstoffes Resazurin in das fluoreszierende
Resorufin entsteht. Diese Reduktion findet vor allem in den Mitochondrien lebender Zellen
statt und ermdglicht auf diese Weise eine Unterscheidung zwischen toten und lebenden
Zellen. Vor der Durchfihrung des Screenings wurden verschiedene Parameter des Tests
optimiert. Der Resazurintest wurde wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben durchgefliihrt, wobei
verschiedene Parameter verandert wurden. Die Untersuchung benachbarter Vertiefungen
zeigt, dass die Fluoreszenz aus einer Vertiefung der 96-Loch Platte mit Zellen nicht in
benachbarte Vertiefungen (ohne Zellen) abstrahlt (Abb. 3.2 A). Ein Waschschritt vor dem
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Abbildung 3.1: Charakterisierung der HT 1080 Zellen. Die mit verschiedenen c-FLIP-Isoformen transfizierten
HT 1080 Zellen weisen im Western Blot einen dhnlichen Gehalt an Caspase-8, Caspase-3 und
FADD auf (A). Die Transfektion von c-FLIP hat keine Auswirkungen auf die Expression von
Todesrezeptoren, wie mittels Rezeptorfarbung durch FACS-Analyse gezeigt wurde (B). In einer
Kinetik wurden HT 1080-Zellen fiir verschiedene Zeiten mit 100 ng/ml CD95L stimuliert. Die
c-FLIP transfizierten Zellen sind resistent gegen CD95L-induzierte Apoptose, da keine Caspasen
aktiviert werden (C). Nach Einfiigen einer Mutation in der DED-Domine reagieren die Zellen
wieder sensitiv auf CD95L-Stimulation und Caspasen werden aktiviert.
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3.2 Vorbereitung auf das Screening der Naturstoffe

Zuflgen des Resazurins erhdht deutlich die Sensitivitat des Testes, da das Hintergrundsignal
bei apoptotischen Zellen minimiert wird (Abb. 3.2 D). Weiterhin unterscheidet sich das Signal
von speziellen Fluoreszenzplatten und herkdmmlichen transparenten Zellkulturplatten nicht
(Abb. 3.2 B und C).
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Abbildung 3.2: Optimierung von Parametern des Resazurintests mit HT 1080 Zellen als Vorbereitung des Natur-
stoffscreenings. Es findet keine messbare Abstrahlung von Fluoreszenz aus einer Vertiefung in eine
benachbarte Vertiefung einer transparenten Platte statt (A). Nach Stimulation von 10° HT 1080
Zellen/ml mit der angegebenen Konzentration CD9S5L fiir 16 h mit anschlieBendem Resazurintest
unterscheiden sich schwarze (B) und transparente (C) Platten nicht in der gemessenen Fluoreszenz.
Erst die Einfithrung eines zusitzlichen Waschschritts vor Resazurinzugabe kann eine deutliche
Verringerung des Hintergrundsignals bei WT und c-FLIPgpu-Zellen bewirken (D).

Die ausplattierte Zellzahl hat in dem untersuchten Rahmen von 5x10% bis 1x108 Zellen/ml
keinen messbaren Einfluss auf die normalisierte Fluoreszenz, was flr die Robustheit dieses
Verfahrens spricht (Abb. 3.3 A-C). Da HT 1080 eine sehr schnell wachsende Zelllinie ist
und daher bei héheren Zellzahlen die Gefahr des Uberwachsens besteht, wurden 10°
Zellen/ml als Standardkonzentration gewahlt. Da die Naturstoffe nur in geringen Mengen
verflgbar sind, war es wichtig, den Test mit moglichst kleinem Volumen durchzuflhren, um
die eingesetzten Substanzmengen gering zu halten. Dafliir wurden sogenannte half-area
Platten verwendet, die 96 Vertiefungen haben, aber mit 0,16 cm? nur die halbe Grundflache
der Standard-96-Loch Platten. Diese Platten zeigten jedoch eine recht hohe Varianz in der
Fluoreszenz (Abb. 3.4 D), weshalb Standard-96-Loch Platten fir das Screening und die
weiteren Versuche verwendet wurden.

Die optimale Zeit zum Messen der Fluoreszenz betragt etwa 3 Stunden nach Zufligen der
Resazurin-Loésung zum Medium, danach andert sich sowohl die Fluoreszenzstarke (Abb.
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C). Die getestete Zellzahl hat keinen Effekt auf die relative Fluoreszenz. 5x10%

wurden auch in halfarea-
stimuliert. Dies fiihrt zu einer hohen Varianz in der gemessenen Fluoreszenz der mit CD95L

wurden verschiedene Zellzahlen HT 1080-Zellen ausgesit (Leervektorzellen (A)
stimulierten Zellen (D).

(B)und ¢

Abbildung 3.3: Verbesserung des Resazurintests als Vorbereitung auf das Naturstoffscreening. In transparente Platten
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3.2 Vorbereitung auf das Screening der Naturstoffe
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Abbildung 3.4: Weitere Optimisierung des Resazurintests. HT 1080-Zellen wurden fiir 16 h mit 100 ng/ml CD95L
stimuliert. Im Resazurintest wurde jede Stunde die Fluoreszenz gemessen. Ein beispielhaftes Expe-
riment ist in (A) und (B) abgebildet. Zwei Stunden nach Resazurinzugabe findet ein Anstieg der
Fluoreszenz statt (A), der linear verlduft. Nach diesem Zeitraum ist auch eine stabile Unterschei-
dung zwischen lebenden und toten Zellen in einer prozentualen Auswertung moglich (B). In dem
optimierten Assay (C und D) wurden 103 Zellen/ml in transparente Platten ausgesit und nach einem
Waschschritt vor Resazurin-Zugabe nach 3 h Inkubation vermessen (statistische Signifikanzen:
p<0,0332 *, p<0,0021 **).
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3 Ergebnisse

3.4 A) als auch der prozentuale Unterschied zwischen apoptotischen und vitalen Zellen
(normalisiert zu unbehandelten Zellen nach 3 Stunden, 3.4 B) nicht mehr. Dabei betragt der
Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Zellen in diesem Fall etwa 50%.

In Abb. 3.4 C und D sind optimierte Resazurin Assays dargestellt. Zur besseren Vergleich-
barkeit wurden die Leervektordaten in beiden Abbildungen dargestellt. In Abb. 3.3 C ist
zu erkennen, dass die c-FLIP yut-Zellen genauso sensitiv wie die Leervektorzellen sind,
die c-FLIPguut-Zellen dagegen noch eine gewisse Resistenz gegenlber der Apoptosein-
duktion besitzen. Die c-FLIP- und c-FLIPg-Zellen sind dagegen zu circa 80-90 % vor
induzierter Apoptose geschutzt. Die Protektion hielt auch bis zur hdchsten verwendeten
CD95L-Konzentration von 200 ng/ml an. Ein Faktor, mit dem die Zuverlassigkeit von Scree-
nings getestet wird, ist der sogenannte Z‘-Faktor. Dieser lag bei allen Platten von Abb. 3.3 E
und F bei Uber 0,7. Tests mit z-Faktoren zwischen 0,5 und 1 werden als sehr zuverlassige
Assays betrachtet (Zhang et al., 1999).

3.3 Testscreening mit kommerziell erhaltlichen
Substanzen

Der Screeningablauf wurde mit Substanzen getestet, die kommerziell erhaltlich sind. Somit
liel3 sich zum einen der Ablauf und die Handhabung testen, zum anderen konnte, anhand
der bekannten Eigenschaften der getesteten Substanzen, die Screeningmethode selbst
beurteilt werden. Das Ergebnis des ersten Testscreenings ist in Abb. 3.5 dargestellt. Da
einige Substanzen mehrfach auf der Testplatte vorhanden waren, ist bei diesen Substanzen
ein Fehlerbalken eingezeichnet. Die Sensitivierungskapazitat gibt an, um wie viel Prozent die
Substanz die c-FLIPg-Zellen fiir CD95L-induzierte Apoptose sensitiviert. Als Vergleichswert
wurden die CD95L-behandelten c-FLIPg-Zellen verwendet.

Da auch eine toxische Wirkung der Substanzen fir den Zelltod verantwortlich sein kann,
wurde die Viabilitat von Leervektorzellen nach Substanzbehandlung bestimmt. Substanzen,
welche die Viabilitat der Leervektorzellen um mehr als 20 % senken, wurden rot markiert. Alle
Substanzen, die die Viabilitat von c-FLIP_-Zellen um mehr als 50 % reduzieren, zeigen auch
ohne Apoptosestimulation eine toxische Wirkung. Dabei sind die meisten dieser Substanzen
auch als toxisch bekannt, wie zum Beispiel Bay 11-7085 oder das Zytostatikum Cisplatin.
Dies zeigt, dass das Testscreening erfolgreich verlaufen ist und der Resazurin Test fiir das
Naturstoffscreening optimiert werden konnte.

3.4 Screening einer Naturstoffbibliothek aus
myxobakteriellen Substanzen

Die Naturstoffbibliothek aus myxobakteriellen Substanzen, die am Helmholtz-Zentrum far
Infektionsforschung verfligbar ist, ist eine einzigartige Sammlung aus chemisch komple-
xen Naturstoffen, die Uberwiegend noch nicht eingehend untersucht worden sind. Diese
etwa 300 Substanzen wurden auf ihre Fahigkeit untersucht, c-FLIP_ -Zellen auf CD95L-
Stimulation zu sensitivieren. Dazu wurde der vorher optimierte Resazurintest verwendet

44



3.4 Screening einer Naturstoffbibliothek aus myxobakteriellen Substanzen
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Abbildung 3.5: Test des Screeningverfahrens mit kommerziell erhiltlichen Substanzen. Der Test wurde wie
in Abschnitt 2.6.3 beschrieben durchgefiihrt und mittels Resazurintest ausgewertet. Als Viabi-
litdtskontrolle dienten fiir 18 h mit der jeweiligen Substanz behandelte Leervektorzellen in Relation
zu DMSO-behandelten Leervektorzellen. Es wurden keine Substanzen gefunden, die c-FLIPy -Zellen
sensitivieren, aber nicht toxisch auf Leervektorzellen wirken.

und die Substanzen auf Leervektor und c-FLIP-Zellen (mit und ohne CD95L-Stimulation)
getestet. Die Sensitivierungskapazitat der Substanzen wurde bestimmt, indem die Viabi-
litat der Zellen nach Substanzbehandlung von c-FLIP| -Zellen mit CD95L-Stimulation mit
CD95L-stimulierten c-FLIP -Zellen ohne Substanzbehandlung verglichen wurden (siehe
Abschnitt 2.7.1). Da unbehandelte c-FLIP -Zellen resistent gegen CD95L-Stimulation sind,
kann so die Auswirkung der Substanzen auf die Apoptose-Sensitivitat von c-FLIP -Zellen
untersucht werden. Eine Sensitiverungskapazitat von 100 % bedeutet hier, dass die Zel-
len nach Substanzbehandlung durch CD95L nicht in die Apoptose getrieben werden und
die Zellen genauso resistent gegentiber CD95L sind wie ohne Substanzbehandlung. Eine
Sensitivierungskapazitat von 50 % zeigt an, dass die Viabilitat der Zellen nach der Be-
handlung mit der jeweiligen Substanz und zusatzlicher CD95L-Stimulation, im Vergleich zur
CD95L-Stimulation alleine, um die Halfte verringert ist. In Abb. 3.6 wurden die Substanzen
nach ihrer Sensitivierungskapazitat geordnet aufgetragen. Auch hier wurde die Toxizitat
auf Leervektorzellen getestet und Substanzen, die weniger als 20 % Toxizitat gegen die
Leervektorzellen zeigen, sind griin eingefarbt. Gleichzeitig wurde ein Schwellenwert fir
die Sensitivierungskapazitat von 50 % gewahlt. Innerhalb dieses Schwellenwertes finden
sich 13 Substanzen, die nicht toxisch auf Leervektorzellen wirken, dafiir aber die Resistenz
von c-FLIP -Zellen gegen CD95L-Stimulation verringern. Diese Substanzen sind potentielle
FLIP-Inhibitoren. Von diesen Substanzen waren elf in einer zum Testen geeigneten Menge
verfligbar und wurden weiter untersucht. Diese elf Substanzen sind Argyrin C, Aurachin D,
HZI 15, Jerangolid H, Ambruticin VS-1, Angiolam A, Myxovalargin A, Ripostatin A, Soran-
giolid A, Maltepolid A und Myxothiazol A. Die Strukturen der Substanzen sind in Abb. 4.1
dargestellt. Auf das Zeigen der Struktur von HZI 15 wird in dieser Arbeit verzichtet, da
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3 Ergebnisse

diese Substanz eine starke Wirkung gezeigt hat und daher fiir eine mdgliche Patentierung
geschutzt werden soll.
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Abbildung 3.6: Screening einer Bibliothek mit aus Myxobakterien gewonnenen Substanzen. Substanzkonzentra-
tionen von 20 uM der Substanzen wurden fiir das Screening eingesetzt. Das Screening wurde
wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben durchgefiihrt und mittels Resazurintest ausgewertet. Als Viabi-
litatskontrolle wurden Leervektorzellen fiir 18 h mit den Substanzen behandelt. Die Viabilitédt wurde
als prozentualer Vergleich zu DMSO-behandelten Leervektorzellen ermittelt. Die Substanzen sind
nach Sensitivierungskapazitit (siche Abschnitt 2.7.1) aufgefiihrt. Griine Punkte unterhalb der 50
9%-Markierung sind ,,Hits“, da sie c-FLIPy -Zellen auf CD95L-Stimulation sensitivieren aber nicht
toxisch auf Leervektozellen wirken. Es wurden 13 , Hits*“ gefunden.

3.5 Verifizierung der Wirkung der ausgewahlten ,,Hits"

Zur Verifizierung der elf ausgewahlten Substanzen wurde zunachst der Resazurin-Test mit
verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen Substanz durchgefihrt. In Abb. 3.7 sind die
Ergebnisse der Resazurin-Tests der verschiedenen Substanzen dargestellt. Zur besseren
Vergleichbarkeit sind die Kontrollen bei jeder Einzelabbildung zusatzlich dargestellt. Am
starksten ist der sensitivierende Effekt bei der Substanz HZI 15 erkennbar. Hier ist bis zu
einer Konzentration von 0,25 uM eine Apoptoseinduktion durch Substanz HZI 15 zu sehen.
In hGheren Konzentrationen ab etwa 10 uM ist eine generelle Toxizitat sichtbar. Argyrin C
scheint bei 25 uM toxisch zu werden, allerdings ist bei diesem Nachtest auch nur bei dieser
Konzentration eine Sensitivierung sichtbar. Aurachin D zeigt eine moderate Toxizitat, bei 10
und 25 uM ist eine Sensitivierung erkennbar. Bei den Substanzen Jerangolid A, Ambruticin
VS-1, Angiolam A, Sorangiolid A, und Maltepolid A sind keine Unterschiede zwischen den
mit dem Todesliganden stimulierten und den nicht-stimulierten Zellen zu erkennen. Hier flhrt
also die Behandlung mit den Substanzen nicht zu einer Sensitivierung der Zellen, die mit
diesem Experiment messbar ist.
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Abbildung 3.7: Verifizierung der als , Hits* klassifizierten Substanzen. Die beim Screening als potentielle c-FLIP-

Inhibitoren klassifizierten Substanzen HZI 15, Argyrin C, Aurachin D, Jerangolid H, Ambruticin
VS-1 und Angiolam A wurden im Konzentrationsbereich von 0,1 bis 25 uM auf c-FLIPy -Zellen
wie unter Abschnitt 2.6.3 beschrieben gegeben und anschlieend im Resazurintest erneut getestet.
Als Kontrollen wurde 1 uM STS (Apoptoseausloser als Positivkontrolle) und 100 ng/ml CD95L
(Bestitigung der CD95L-Resistenz der c-FLIP-transfizierten Zellen) fiir 16 h eingesetzt. Die statisti-
schen Signifikanzen sind wie folgt dargestellt: p<0,0332 *, p<0,0021 **.
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Abbildung 3.8: Weitergehende Verifizierung der als ,,Hits* klassifizierten Substanzen. Die als potentielle c-FLIP-
Inhibitoren definierten Substanzen Myxovalargin A, Ripostatin A, Sorangiolid A, Maltepolid A
und Myxothiazol A wurden im Konzentrationsbereich von 0,1 bis 25 uM wie unter Abschnitt
2.6.3 beschrieben gegen c-FLIPy -Zellen eingesetzt und anschlieend im Resazurintest getestet.
Als Kontrollen wurde 1 uM STS (Apoptoseausloser als Positivkontrolle) und 100 ng/ml CD95L
(Bestitigung der CD95L-Resistenz der c-FLIP-transfizierten Zellen) fiir 16 h eingesetzt. Die gefun-
denen Abweichungen sind statistisch nicht signifikant.
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3.6 Abgrenzung von Apoptose-Stimulation gegenliber anderen Formen des Zelltods

Nach der Behandlung mit Myxovalagin A ist bei geringeren Konzentrationen von 0,1 bis
2,5 uM ein Unterschied zwischen den stimulierten und unstimulierten Zellen zu erkennen,
allerdings befindet sich das Level der stimulierten Fluoreszenzereignisse etwa auf dem
Level der CD95L-Kontrolle, sodass eine Sensitivierung der Zellen nicht festgestellt werden
kann. Ripostatin A zeigt eine deutliche Differenz zwischen CD95L-stimulierten und CD95L-
unstimulierten Zellen bei 10 und 25 uM. Dabei nimmt die generelle Toxizitat von Ripostatin A
alleine stark zu. Bei Myxothiazol A ist generell eine Sensitivierung zu erkennen. Bei 10 uM
ist eine groBere Differenz zwischen stimulierten und unstimulierten Zellen sichtbar, wobei
hier auch die statistischen Differenzen am grofB3ten sind. Bei 25 uM scheint Myxothiazol A
toxisch zu wirken.

3.6 Abgrenzung von Apoptose-Stimulation gegeniber
anderen Formen des Zelltods

Der bisher verwendete Resazurin-Test ist ein Viabilitatsassay und gibt nur indirekt Auskunft
Uber die Apoptoserate von Zellen. Um zu verifizieren, dass tatsachlich Apoptose durch die
Substanzen stimuliert wird, wurden Apoptosetests wie der Nicoletti-Test, der Caspase-3/7-
Test oder der Annexin V/7AAD-Test durchgeflhrt.

3.6.1 Verifizierung der Aktivierung von Caspasen

Apoptose wird unter anderem dadurch charakterisiert, dass Caspasen aktiviert werden. Die
Messung der Aktivierung der ausfiihrenden Caspasen -3 und -7 dient hier dazu, zwischen
Apoptose und anderen Formen des Zelltodes unterscheiden zu kénnen. In Abb. 3.9 ist fir
die Leervektorzellen (A), c-FLIP_ - (B) und c-FLIPg-Zellen (C) die Aktivierung der Caspasen 3
und 7 nach Behandlung mit den jeweiligen Substanzen dargestellt. Bei den Leervektorzellen
(A) wurden die Substanzen ohne zusatzliche Stimulation auf die Zellen gegeben. Hier ist zu
sehen, wenn eine Substanz direkt Apoptose ausldst. In diesem Fall 16st nur Myxothiazol A
eine deutliche Aktivierung der Caspasen bei Gber 30 % der Zellen aus. Argyrin C, Angiolam
A, Aurachin D und Ripostatin A zeigen eine milde Aktivierung der Caspasen von etwa
10 %, alle anderen Substanzen zeigen keine erh6hte Caspasen-Aktivierung im Vergleich zur
DMSO Kontrolle.

Bei den c-FLIP_-Zellen wurden einerseits die Substanzen alleine auf die Zellen gegeben,
andererseits wurden aber auch die substanzbehandelten Zellen wie beim Screening mit
CD95L stimuliert. Hier ist ersichtlich, dass die meisten Substanzen die Zellen fiir die Apopto-
sestimulation mit CD95L sensitivieren, da die Caspase-3/7 Aktivierung bei der Kombination
von Substanz und CD95L bei fast allen Substanzen eindeutig erhoht ist. Eine Ausnahme
ist Sorangiolid A, hier ist keine erhdhte Caspase-3/7 Aktivitat feststellbar. Bei Ambruticin-
VS1, Maltepolid A und Myxovalargin A ist nur eine geringe Caspasen-Aktivierung von
unter 10 % zu erkennen. Myxothiazol A induziert wie auch bei den Leervektorzellen zu ca.
60 % die Caspasen in den c-FLIP_-Zellen. Trotzdem ist eine zusatzliche Aktivierung nach
CD95L-Zugabe erkennbar, was fir eine zusatzliche Sensitivierung der Zellen auf Apoptose-
stimulation spricht. Bei diesem Versuch zeigt Argyrin C die h6chste Sensitivierungswirkung
far CD95L-Stimulation, bei einer nur moderaten Aktivierung der Caspasen durch Argyrin C
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Abbildung 3.9: Bestitigung der Apoptoseinduktion durch Caspase-3/7-Test. Die Auswertung erfolgt mittels Durch-
flusszytometrie (n=1). Es wurde eine Stimulation wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben durchgefiihrt.
Die Substanzen wurden auf Leervektorzellen (A), FLIPy (B) oder c-FLIPg (C) getestet. HZI 15,
Myxothiazol und Ripostatin wurden mit 5 uM getestet, alle anderen Substanzen mit 25 pM.
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3.6 Abgrenzung von Apoptose-Stimulation gegenliber anderen Formen des Zelltods

alleine. Da die Isoformen c-FLIP_ und c-FLIPg sich strukturell dahingehend unterscheiden,
dass c-FLIPg eine verkirzte C-terminale Domane aufweist, kann der Unterschied in der
Wirkweise der Substanzen auf die verschiedenen Isoformen von c-FLIP einen Hinweis auf
den Wirkort geben. Daher wurde die Aktivierung der Caspasen auch fur c-FLIPg-Zellen
untersucht. Das Vorgehen war dabei identisch wie bei den c-FLIP_-Zellen. Bei diesen Zellen
wurde eine deutliche Caspasen-Aktivierung durch Argyrin C, Angiolam A, Myxothiazol A und
Ripostatin A beobachtet. Allerdings wurde diese Aktivierung durch Zugabe von CD95L nur
bei Argyrin C etwas verstarkt, bei den anderen Substanzen ist dieser Effekt kaum oder gar
nicht sichtbar.

3.6.2 Apoptosenachweis durch Messung der DNA-Fragmentierung

Ein weiterer Schllisselvorgang wahrend der Apoptose ist die DNA-Fragmentierung. Die-
se kann man mittels des Nicoletti-Tests messen und die sub-G1 Fraktion gibt Aufschluss
Uber den Anteil apoptotischer Zellen. In Abb. 3.10 ist die sub-G1 Fraktion als prozentuale
DNA-Fragmentierung fUr sieben der elf Substanzen aufgetragen. Es ist erkennbar, dass
Argyrin C ohne CD95L-Stimulation nur moderate DNA-Fragmentierung in den Zellen her-
vorruft. Mit CD95L-Stimulation ist dagegen in den c-FLIP_-Zellen eine deutliche Zunahme
der DNA-Fragmentierung zu erkennen. In den Aurachin D behandelten Zellen ist auch
ohne Apoptosestimulanz in den c-FLIP -Zellen eine erhdhte DNA-Fragmentierung sichtbar;
nach CD95L Stimulation ist diese aber ausgepragter. HZI 15 I6st auch ohne Apoptosesti-
mulanz in Leervektorzellen DNA-Fragmentierung aus, erstaunlicherweise ist dieser Effekt
bei FLIP-Uberexprimierenden Zellen nicht nachweisbar. Dafiir werden die c-FLIP| -Zellen
durch HZI 15 deutlich gegeniiber Apoptose sensitiviert. In Abb. 3.10 ist zu sehen, dass
Angiolam A und Jerangolid H bei Leervektorzellen zur DNA-Fragmentierung fuhren, bei
c-FLIP_-Zellen allerdings nur mit zusatzlicher Stimulation durch CD95L. Bei Maltepolid A ist
nur bei c-FLIP_-Zellen mit CD95L Stimulation eine DNA-Fragmentierung sichtbar. Ambruticin
A fOhrt zu keiner DNA-Fragmentierung.

3.6.3 Bestatigung der Apoptose-Stimulation durch Annexin
V/7AAD-Test

Als eine andere anerkannte Methode zur Unterscheidung von friihapoptotischen versus
spatapoptotischen Zellen oder anderen Formen des Zelltodes dient der Annexin V/7AAD-
Test. Fruhapoptotische Zellen sind Annexin V positiv, da Annexin V an Phosphatidylserin
auf der AuBenseite der Zellmembran bindet. Allerdings sind friihapoptotische Zellen noch
nicht permeabel flr den Farbstoff 7AAD, der dann spatapoptotische oder nekrotische Zellen
anfarbt.

In Abb. 3.11 und Abb. 3.12 sind die Punktauftragungen von Leervektor- und c-FLIP -Zellen,
die mit den jeweiligen Substanzen behandelt wurden, dargestellt. Als Kontrollen sind Punkt-
auftragungen von c-FLIP|-Zellen mit verschiedenen Substanzen aufgetragen. DMSO wurde
als Lésemittelkontrolle verwendet, CD95L als Kontrolle, dass Leervektorzellen sensitiv auf
diesen Stimulus sind, c-FLIP-transfizierte Zellen jedoch resistent auf diesen Stimulus reagie-
ren und STS wurde als Negativkontrolle verwendet, da STS Apoptose Uber den intrinsischen
Apoptosesignalweg, also unabhangig von CD95L, auslost. Hier ist erkennbar, dass bei
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Abbildung 3.10: Nachweis der Apoptoseinduktion durch Nicoletti-Test. Die Substanzen wurden wie in Abschnitt
2.6.3 beschrieben mit mindestens zwei Wiederholungen (n mindestens 2) getestet. Die Zellen
wurden mit einer Substanzkonzentration von 25 uM (5 uM bei HZI 15) behandelt und die DNA-
Fragmentierung wurde mit und ohne CD95L-Stimulation (100 ng/ml fiir 16 h) auf Leervektorzellen,
c-FLIPy - und c-FLIPs-Zellen getestet. Als Apoptosekontrolle diente 1 uM STS fiir 16 h.

DMSO-behandelten Zellen die Hauptpopulation im unteren linken Quadranten zu finden
ist, da die Zellen vital sind und somit nicht angefarbt wurden. Auch mit CD95L-Stimulation
ist der Grof3teil der Zellen vital, da c-FLIP_-Zellen gegen CD95L-Stimulation resistent sind.
Mit STS wird hingegen Apoptose in den Zellen ausgeldst, daher ist die Population nach
rechts verschoben. Hier werden Annexin V-positive Zellen angezeigt, die Zellen exponieren
also Phosphatidylserin an ihrer Oberflache. Ein Teil der Zellen wurde ebenso mit 7AAD
angefarbt, diese Zellen befinden sich im oberen rechten Quadranten. Diese doppelt-positive
Zellpopulation ist spatapoptotisch oder nekrotisch.

Die elf ausgewahlten Substanzen wurden auf Leervektorzellen getestet, um festzustellen, ob
die Substanzen alleine Apoptose in den Zellen ausldsen kdnnen. In Abb. 3.11 findet bei fast
allen Substanzen eine leichte Apoptoseinduktion der Leervektorzellen statt. Eine deutlichere
Induktion ist nur bei Aurachin D erkennbar. Die wenigste Apoptoseinduktion wird durch
Angiolam A hervorgerufen. Werden die c-FLIP_-Zellen mit den Substanzen alleine getestet,
so ist keine Apoptoseinduktion sichtbar. Ein Effekt ist erst dann zu erkennen, wenn zusatzlich
eine Stimulation mit CD95L erfolgt. Dann findet bei allen getesteten Substanzen eine
deutliche Apoptoseinduktion und Verschiebung der Zellpopulation zur Annexin V-positiven
Seite statt. Die starkste Apoptoseinduktion findet bei Argyrin C und HZI 15 statt, bei denen
eine CD95L-Stimulation dazu fihrt, dass unter 10 % der Zellen vital sind. Eine ebenfalls
deutliche Apoptoseinduktion ist bei Aurachin D zu erkennen, hier sind unter 20 % der Zellen
vital. Mit etwa 35 % ungefarbten Zellen ist bei Angiolam A ein mittelstarker Effekt erkennbar.
Einen milderen Effekt zeigt nur Ambruticin VS-1 mit einer Verringerung der Viabilitat um
etwa 20 %.

In Abb. 3.12 ist der zweite Teil der untersuchten Substanzen im Annexin V/7AAD Test abgebil-
det. Myxothiazol A hat auf Leervektorzellen eine starke apoptotische Wirkung. Alle anderen
Substanzen haben keine oder nur eine sehr milde (Ripostatin A) apoptoseauslésende Wir-
kung auf die Leervektorzellen. Auch wenn die Substanzen auf c-FLIP_-Zellen gegeben
werden, hat dies nur bei Myxothiazol A eine starke Auswirkung auf die Apoptoseindukiti-
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Abbildung 3.11: Annexin V/7AAD-Test zum Nachweis von Apoptose. Der Apoptosenachweis per Annexin
V/TAAD-Test wurde mit Leervektor und c-FLIP -Zellen durchgefiihrt. 25 uM Substanz (0,01 uM
bei HZI 15) wurden verwendet und die c-FLIP; -Zellen wurden entweder mit oder ohne CD95L-
Stimulation (100 ng/ml fiir 16 h) wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben getestet. Als Kontrollen
sind c-FLIP -Zellen mit DMSO (1:100), CD95L (100 ng/ml fiir 16 h) und STS (1 uM fiir 16 h)

behandelt worden.
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3 Ergebnisse

on. Die Zahl der lebenden Zellen ist bei c-FLIP_-Zellen etwa doppelt so hoch wie bei den
Leervektorzellen, die mit Myxothiazol A behandelt wurden. Auch bei Jerangolid H ist die
Zunahme der friihapoptotischen Zellpopulation erkennbar. Werden die Substanzen und
CD95L-Stimulation kombiniert, so ist in allen Fallen eine Zunahme der friihapoptotischen
Zellpopulationen zu erkennen. Bei Myxothiazol A ist dieser Effekt schwacher ausgepragt,
daflr nimmt die spatapoptotische Zellpopulation deutlich zu. Am schwachsten sensitivieren
Maltepolid A und Sorangiolid A, mit denen die frihapoptotische Population nicht tber 30 %
betragt. Eine mittlere Sensitivierung ist bei Jerangolid H und Myxovalargin A erkennbar, bei
denen die frihapoptotische Population zwischen 30 und 50 % ausmachen. Myxothiazol A
fallt zwar auch in diese Kategorie, allerdings sind hier nur weniger als 10 % der Zellen vital
und der Unterschied zu den nur mit Myxothiazol A behandelten Zellen ist nicht so stark
ausgepragt wie bei Jerangolid H und Myxovalargin A. Eine starke Sensitivierung wird in
diesem Experiment durch Ripostatin A hervorgerufen, hier befinden sich tber 60 % der
Zellen in der frihapoptotischen Phase.

Annexin V/7AAD Tests wurden mit ausgewahlten Substanzen in verschiedenen Konzen-
trationen von 0,1 bis 25 uM (bzw. von 0,01 uM bei HZI 15 und Ripostatin A) durchgefuhrt
und der Anteil an lebenden Zellen wurde quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.13
aufgefiihrt. Bei Angiolam A (Abb. 3.13 A) ist zu sehen, dass nur bei 25 uM eine deutliche
Sensitivierung in Kombination mit CD95L erkennbar ist. Bei den anderen Konzentrationen
ist zwar eine Verringerung der vitalen Population mit zusatzlicher CD95L-Stimulation im
Vergleich zu nur mit Angiolam A behandelten Zellen sichtbar, diese liegt allerdings im Bereich
der Fehlertoleranz der CD95L-behandelten Kontrolle (Abb. 3.13 G).

Auch mit Argyrin C (Abb. 3.13 B) findet die starkste Sensitivierung der c-FLIP_-Zellen
bei 25 uM mit CD95L-Stimulation statt. Hier ist allerdings auch eine leichte Abnahme der
Viabilitat ohne CD95L-Stimulation zu erkennen. Insgesamt ist hier die Varianz geringer als
bei den meisten anderen untersuchten Substanzen, sodass auch bei 10 uM eine Tendenz
zur Sensitivierung zu erkennen ist. Aurachin D zeigt bei 25 und 10 uM eine deutliche
Sensitivierung der c-FLIP|-Zellen (Abb. 3.13 C). Mit CD95L-Stimulation sind nur etwa 50
% der Zellen nicht-apoptotisch. Bei geringeren Konzentrationen ist kein sensitivierender
Effekt mehr erkennbar. HZI 15 zeigt im Annexin V/7AAD Test mit CD95L-Stimulation einen
untypischen Kurvenverlauf mit vielen apoptotischen Zellen sowohl bei hohen als auch
bei geringen Konzentrationen (Abb. 3.13 D). Bei Konzentrationen von 25 und 10 uM ist
auch eine toxische Wirkung zu sehen, da die Viabilitat der nicht-CD95L-stimulierten Zellen
bei diesen Konzentrationen deutlich abnimmt. Diese toxische Wirkung ist bei geringeren
Konzentrationen nicht festzustellen. Trotzdem sensitivieren alle getesteten Konzentrationen
auf CD95L-induzierte Apoptose. Dieser Effekt ist bei den toxischen Konzentrationen von 25
und 10 uM sehr stark ausgepragt, hier sind nur noch unter 30 % der Zellen vital. Zwischen
2,5 und 0,1 uM ist die Viabilitat der CD95L-stimulierten Zellen recht stabil bei etwa 40 %.
Bei geringen Konzentrationen von 25 und 10 nM sensitiviert HZI 15 c-FLIP_-Zellen wieder
starker auf die CD95L-induzierte Apoptose, sodass nur noch 20-30 % der Zellen ungefarbt,
also nicht-apoptotisch, sind. Myxovalargin A zeigt als einzige naher untersuchte Substanz
bei keiner Konzentration einen ausgepragten Effekt auf die Viabilitat der Zellen, weder mit
noch ohne CD95L-Stimulation (Abb. 3.13 E). Bei Ripostatin A ist der Effekt auf die Zellen
etwas unklar (Abb. 3.13 F), da die Varianz der einzelnen Experimente sehr hoch ist. Bei 25
und 20 uM ist eine Toxizitat der nicht-CD95L-behandelten Zellen zu erkennen, in diesen
Bereich fallt auch die gréBte Wirkung von Ripostatin A als sensitivierende Substanz mit
CD95L-Stimulation. Bei geringeren Konzentrationen ab ca. 0,25 uM zeigt Ripostatin A keinen

54



3.6 Abgrenzung von Apoptose-Stimulation gegenliber anderen Formen des Zelltods

e.v. c-FLIPL
Substanz Substanz Substanz+CD95L

Jerangolid H

Maltepolid A

Myxothiazol A

Comp-PerCP-Cy5-5-A
Comp-PerCP-Cy5-5-A
Comp-PerCP-Cys-5-A

7AAD

5 Jooss 562 5 J0052 302 5 |0078
10 10 10

4
107

Myxovalargin A

Ripostatin A

Sorangiolid A

T T T
4 5
10 10 -10

Annexin V

Abbildung 3.12: Annexin V/7AAD-Test zeigt Sensitivierung der c-FLIPy -Zellen auf Apoptose-Stimulation. Die
Substanzen Jerangolid H, Maltepolid A, Myxothiazol A, Myxovalargin A, Ripostatin A und
Sorangiolid A wurden im Annexin V/7AAD-Test auf Leervektorzellen und c-FLIPy -Zellen getestet.
Die Behandlung der Zellen mit den Substanzen und CD95L (100 ng/ml fiir 16 h) wurde wie in
Abschnitt 2.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Myxothiazol A und Ripostatin A wurden mit einer
Konzentration von 5 uM getestet, alle anderen Substanzen mit 25 uM. Die Kontrollen zu diesem
Versuch sind in Abb. 3.11 zu sehen.
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Abbildung 3.13: Quantifizierung der im Annexin V/7AAD-Test bestimmten Apoptoserate. Die Zellen wurden
wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben behandelt. Dabei wurden die Substanzen Angiolam A (A),
Argyrin C (B), Aurachin D (C), HZI 15 (D), Myxovalargin A (E) und Ripostatin A (F) iiber
den Konzentrationsbereich von 25 uM bis 0,1 uM per Annexin V/7AAD-Test analysiert, um die
apoptoseinduzierende Wirkung zu charakterisieren. Aufgetragen sind Annexin V/7AAD negative
c-FLIP -Zellen nach Behandlung mit den Substanzen mit oder ohne CD95L-Stimulation (100
ng/ml). Die Kontrollen (1:100 DMSO, 100 ng/ml CD95L und 1 uM STS) sind ebenso mit c-FLIPy -
Zellen durchgefiihrt worden (G). Es sind die Mittelwerte aus mindestens n=2 Wiederholungen
dargestellt. Die statistische Signifikanz ist durch p<0,0332 * und p<0,0021 ** ausgedriickt.
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Effekt mehr.

3.6.4 Morphologische Auswirkungen der Substanzbehandlungen

Die Apoptose weist distinkte morphologische Charakteristika, wie die Kondensierung des
Nukleus, das Abrunden der Zelle und das Abspalten von apoptotischen Kérperchen, auf.
Anhand dieser Merkmale kann mikroskopisch festgestellt werden, ob die Substanzen apopto-
tisch oder an einer anderen Form des Zelltodes sterben. In Abb. 3.14 sind mikroskopi-
sche Aufnahmen von c-FLIP-Zellen nach 18 h Behandlung mit ausgewahlten Substanzen
und zusatzlicher Stimulation mit CD95L fur 16 h dargestellt. Argyrin C zeigt mit CD95L-
Stimulierung eindeutig eine apoptotische Wirkung auf die Zellen. Es sind nur noch wenige
morphologisch vitale Zellen sichtbar; die meisten Zellen sind abgerundet und es sind viele
Membranvesikel und apoptotische Kérperchen erkennbar. Einzelne eindeutig apoptotische
Zellen sind zu sehen. Auch ohne CD95L-Stimulation hat Argyrin C eine leichte Wirkung auf
die Zellen. So sind in der mikroskopischen Aufnahme auch einzelne apoptotische Zellen bei
der Argyrin C-behandelten Probe ohne zusatzliche CD95L-Stimulation zu sehen. Zudem
sind einige abgerundete aber angeschwollene Zellen sichtbar. Die meisten Zellen behalten
jedoch ihre normale Morphologie.

Die Behandlung mit Aurachin D und CD95L hat weniger Auswirkungen auf die Zellen im
Vergleich zu Argyrin C, da mehr Zellen ihre flache, ausgestreckte Morphologie behalten.
Allerdings sind auch hier apoptotische Kérperchen zu sehen und die Zellen sind abgerundet.
Aurachin D alleine hat keine mikroskopisch sichtbaren Auswirkungen auf die Zellen, sie
bleiben flach und an dem Zellkulturgefal3 angeheftet.

Auch die Behandlung mit HZI 15 hat im Zusammenspiel mit der CD95L-Stimulation eine
apoptotische Morphologie der Zellen zur Folge. Im Vergleich zur Quantifizierung apoptoti-
schen Zellen in der Annexin V/7AAD-Farbung (Abb. 3.13) sind hier wenige apoptotische
Zellen sichtbar. Die Membranvesikel sind gut erkennbar und ein eindeutiges Zeichen fir
die Apoptose der Zellen. Einzelne Zellen sehen auch groBer und angeschwollen aus im
Vergleich zu den umgebenden Zellen. Die Zugabe von HZI 15 ohne zusatzliche Stimulation
mit CD95L fuhrt zu keiner morphologischen Veranderung der Zellen. Einige Zellen weisen
eine groBere und rundere Form als die umgebenden Zellen auf.

Zellen, die mit Ambruticin VS-1 behandelt wurden, zeigen nach zusatzlicher Stimulation mit
CD95L vereinzelt die morphologischen Merkmale der Apoptose. Auf der Aufnahme sind die
apoptotischen Korperchen nur in der direkten Umgebung der apoptotischen Zellen zu sehen,
was daflr spricht, dass nur einzelne Zellen Apoptose begehen. Zellen, die nicht zusatzlich
mit CD95L stimuliert werden, zeigen mit Ambruticin VS-1 auch vereinzelt Apoptose, jedoch
deutlich weniger als mit zusatzlicher CD95L-Stimulation.

3.7 Charakterisierung von Argyrin C

Anhand der Apoptoseassays wurden drei Substanzen ausgewahlt, die den starksten sensiti-
vierenden Effekt auf c-FLIP|-Zellen gezeigt haben. Argyrin C hat einen starken Effekt beim
Caspase-3/7-Test, beim Nicoletti-Test und beim Annexin V/7AAD-Test gezeigt und wurde
daher fUr weitere Untersuchungen ausgewahilt.
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Abbildung 3.14: Mikroskopische Aufnahmen von substanzbehandelten c-FLIPy -Zellen. Die Zellen wurden 18 h mit
den Substanzen (25 uM Argyrin C, Aurachin D und Ambruticin VS-1, 5 uM HZI 15) behandelt. Die
entsprechend beschrifteten Proben wurden zusitzlich fiir 16 h mit CD95L (100 ng/ml) stimuliert.
Ohne zusitzliche CD95L Stimulation sind vorwiegend adhérente Zellen sichtbar, wéhrend eine
Kombination aus der jeweiligen Substanz und CD95L zu morphologisch apopototischen Zellen
fiithrt. Bei den mit DMSO (1:100) behandelten Zellen ist sowohl mit als auch ohne CD95L-
Stimulation keine Apoptose der Zellen sichtbar. 1 uM STS fiihrt zu einer eindeutigen apoptotischen
Morphologie der Zellen mit abgerundeten Zellen und apoptotischen Korperchen.
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3.7 Charakterisierung von Argyrin C
3.7.1 Kinetiken der Argyrin C-Wirkung

Der zeitliche Verlauf der Argyrin C-Wirkung und die Toxizitat wurde mittels Caspase-3/7-Test
und mittels Resazurin-Test festgestellt. Bei einem Caspase-3/7-Test mit c-FLIP -Zellen
Uber drei verschiedene Zeitraume zeigt sich, dass ohne CD95L in ca. 10 % der Zellen die
Caspasen aktiviert werden. Diese Anzahl steigt auch nach 26 h nicht auf einen héheren Wert
als nach 18 h. Mit Zugabe des Apoptosestimulanz CD95L steigt die Caspase-Aktivierung mit
der Zeit von etwa 20 % auf ca. 40 % an. Es findet also durch Argyrin C eine Sensitivierung
von c-FLIP_-Zellen auf CD95L-induzierte Apoptose statt, die mit der Dauer der Argyrin
C-Inkubation zunimmt.

Argyrin C wurde auf seine Langzeitwirkung auf Leervektorzellen hin untersucht. Bei einer
Kinetik Gber 53 h zeigt sich nur bei der Konzentration von 25 uM eine toxische Wirkung auf
Leervektorzellen (Abb. 3.15 A). Alle anderen Konzentrationen wirken nicht toxisch auf diese
Zellen.
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Abbildung 3.15: Argyrin C wirkt in hoher Konzentration bei ldngerer Inkubationszeit toxisch. Argyrin C wurde
wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben getestet und nach unterschiedlichen Inkubationszeiten per
Durchflusszytometrie mit dem Caspase-3/7-Test analysiert. Als Kontrolle wurde DMSO 1:100
fiir 26 h und 1 uM STS fiir 16 h verwendet. Die Aktivitit der Caspasen-3/7 steigt bei 25 uM
Argyrin C auf c-FLIPp -Zellen iiber 18, 22 und 26 h Inkubation nur in Verbindung mit einer CD95L-
Stimulation (jeweils 16 h Stimulation mit 100 ng/ml) an (A). Bei Leervektorzellen (B) zeigt Argyrin
C im Resazurintest in der Konzentration von 25 uM eine Toxizitit, bei anderen Konzentrationen
nicht. Dabei wurde Argyrin C in verschiedenen Konzentrationen auf Leervektorzellen gegeben und
nach verschiedenen Inkubationszeiten im Resazurintest analysiert. Eine statistische Signifikanz
ergibt sich beim Vergleich von 25 uM mit 0,1 uM. Dabei entspricht ein Stern (*) p<0,0332.

3.7.2 Wirkung von Argyrin C auf Apoptose-defiziente Jurkat Zellen

Da das Screening mit c-FLIP_-tGberexprimierenden Zellen durchgefihrt wurde, sollten die
Substanzen die Apoptose-inhibierende Wirkung von FLIP aufheben oder schwachen. Auf
welcher Wirkungsweise genau der Apoptose-stimulierende Effekt der Substanzen beruht,
lasst sich mit Viabilitats- oder Apoptosetests nicht bestimmen. Jurkats mit FADD- bzw.
Caspase-8-Defizienz sind defekt im extrinsischen Apoptosesignalweg. Stimulation mit CD95L
I6st bei diesen Zellen keinen Zelltod aus. Wenn die Substanzen direkt auf c-FLIP oder einen
anderen Bestandteil des extrinsischen Apoptosesignalweges wirken, dann muss dieser
Signalweg funktional sein, damit die Substanzen einen Effekt zeigen. In Abb. 3.16 A ist die
Wirkung von Argyrin C auf FADD- und Caspase-8-defizienten Jurkats im Vergleich zu der
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3 Ergebnisse

parentalen Zelllinie A3 dargestellt. Bei der mit CD95L-stimulierten Kontrolle ist zu sehen,
dass die FADD- und Caspase-8-defiziente Zellen wie erwartet resistent gegen den Stimulus
sind. Auch bei Zugabe von Argyrin &ndert sich, ob mit oder ohne CD95L-Stimulation, nichts
an der Viabilitat der Zellen, sodass fur die Wirkung von Argyrin C der extrinsische Signalweg
funktionell sein muss.
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Abbildung 3.16: Wirkung von Argyrin C auf Apoptose-defiziente Jurkat Zellen. Jurkats mit stabilen Knockouts im
intrinsischen (A) oder extrinsischen (B) Apoptosesignalweg wurden mit 25 uM Argyrin C fiir 18
h behandelt (siehe Schema in Abschnitt 2.6.3). Eine zusétzliche Stimulation bzw. Kontrolle mit
CDO5L erfolgte fiir 16 h mit 100 ng/ml. Als Apoptosekontrolle diente 1 uM STS fiir 16 h. Die
Apoptoseinduktion in den T-Zelllinien wurde per Annexin V/7AAD-Test bestimmt. FADD- und
Caspase-8-defiziente Zellen sind resistent gegen CD95L-Stimulation (p<0,0332 *, p<0,0021 **).
Sie konnen durch Argyrin C nicht fiir die CD95L-Stimulation sensitiviert werden.

Um festzustellen, ob Argyrin C auch den intrinsischen Signalweg beeinflusst, wurden
Caspase-9-defiziente Jurkats (JMR) und Caspase-9-rekonstituierte Jurkats (F9) verwen-
det (Abb. 3.16 B). Hier ist kein Unterschied zwischen den Caspase-9-defizienten und den
Caspase-9-rekonstituierten Zellen erkennbar. Argyrin C hat also keinen Einfluss auf den
intrinsischen Apoptosesignalweg.

3.7.3 Toxizitatsuntersuchung von Argyrin C auf humanen PBMCs

Indem Argyrin C auf menschlichen Blutzellen getestet wurde, wurde die Wirkung der jeweili-
gen Naturstoffe auf primare Zellen analysiert. Dies ist ein erster Schritt zu klinischen Tests,
da so die Toxizitat der Stoffe besser eingeschatzt werden kann. Humane PBMCs wurden iso-
liert und mit Argyrin C versetzt. Toxizitatstests wurden entweder mittels Resazurin-Test nach
24,48 und 72 h (Abb. 3.17 A-D) oder mittels Annexin V/7AAD-Test nach 4, 18 und 24 h (Abb.
3.17 E) durchgefiihrt. In Abb. 3.17 A sind die Kontrollen der Resazurin-Tests dargestellt. Bei
Zellen, die mit DMSO oder STS behandelt wurden, nimmt die Viabilitat ab. Durch Stimulation
mit Phytohdmagglutinin (PHA) (Aktivierung insbesondere von T-Zellen) und LPS (Aktivierung
insbesondere von Monozyten) wird die Proliferation und der Metabolismus der Blutzellen
angeregt, wodurch eine hohere Viabilitat im Resazurin-Test angezeigt wird. Es wurden drei
Konzentrationen von Argyrin C getestet: 25, 10 und 5 uM. Im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
verringert Argyrin C nicht die Viabilitat der Zellen. Die Konzentration von 5 uM scheint einen
aktivierenden bzw. protektiven Effekt zu haben (Abb. 3.17 B). Bei einer LPS-Stimulation
sieht man einen konzentrationsabhangigen Effekt. Hohere Konzentrationen wirken etwas
toxisch bzw. der Aktivierung der Zellen entgegen, die Viabilitat liegt trotzdem noch etwa auf
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3.7 Charakterisierung von Argyrin C

dem Level von nur mit DMSQO behandelten Zellen. Bei der Stimulation mit PHA ergibt sich
ein leicht anderes Bild. Hier scheinen die mit 10 und 25 uM Argyrin C behandelten Zellen
an Viabilitat zu verlieren, die mit 5 uM behandelten Zellen sind fast so vital wie die DMSO-
und PHA-Kontrolle. Insgesamt ist durch Argyrin C im Zeitraum bis 72 h keine gesteigerte
Toxizitat im Vergleich zu Kontrollzellen zu erkennen.
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Abbildung 3.17: Argyrin C wirkt kaum toxisch auf humane PBMCs. Die Kontrollen mit Lésemittel (DMSO, 1:100),
den Stimulantien PHA (5 pg/ml) und LPS (100 ng/ml) sowie STS (1 uM) als Negativkontrolle
sind unter (A) dargestellt. Es wurden native PBMCs (B), mit LPS (C) und mit PHA (D) stimulierte
PBMC:s untersucht. Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden Resazurin-Tests durchgefiihrt. Die
Kurzzeittoxizitit von Argyrin C auf PBMCs wurde mittels Durchflusszytometrie im Annexin
V/7AAD-Tests ermittelt (E). Es sind Mittelwerte aus n=2 Experimenten dargestellt.

In einem kiirzeren Zeitverlauf bis 24 h ist die Messung mittels Resazurin-Test nicht vorteilhaft,
da erst eine starke Schadigung der Zellen zu einer Abnahme der metabolischen Aktivitat
und damit zu einem messbaren Ergebnis fihrt. Daher wurde in diesem Zeitrahmen mittels
Annexin V/7AAD-Test die Toxizitat von Argyrin C auf PBMCs gemessen (Abb. 3.17 E). Hier
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ist zu erkennen, dass nur die Argyrin C Konzentration von 25 uM zu einer leichten Reduk-
tion der Viabilitat fahrt, alle anderen Konzentrationen haben keine messbaren toxischen
Auswirkungen auf diese Zellen.

3.7.4 Effekt von Argyrin C auf murine T-Zellen

Da c-FLIP essentiell fiir das Uberleben von Tregs ist (Zhang und He, 2005; Plaza-Sirvent et
al., 2017), wurde die Wirkung von Argyrin C auf murine T-Zellen untersucht. Die verwendeten
Mause exprimieren auf Tregs humanes CD2 (Komatsu et al., 2009; Kendal et al., 2011), daher
konnten Tregs von anderen CD4-exprimierenden Zellen unterschieden werden. Die Ubrigen
CD4-exprimierenden Zellen werden hier als Tcons bezeichnet. Argyrin C selbst erhdht in
keiner Konzentration signifikant die spezifische Apoptoserate bei Tcons (Abb. 3.18 A) oder
Tregs (Abb. 3.18 C). Wenn die Zellen zusatzlich mit CD95L stimuliert werden, erhéht sich
sowohl bei Tcons (Abb. 3.18 B) als auch bei Tregs (Abb. 3.18 D) die spezifische Apoptoserate
unabhangig davon, ob Argyrin C zugegeben wurde. CD28- und CD3-Stimulation kann die
Apoptose von Tcons unterbinden, da die Zellen aktiviert werden. Argyrin C flhrt in diesem
Zusammenhang allerdings zu einer konzentrationsabhangig erhdhten Apoptoserate (Abb.
3.18 B). Diese Apoptose kann durch zusatzliche Zugabe von IL-2 unterbunden und die Zellen
vor Apoptose geschitzt werden. Dieser Effekt ist bei Tregs etwas anders ausgepragt (Abb.
3.18 D). Hier verringern CD28- und CD3-Zugabe zwar die Apoptoserate im Vergleich zur
CD95L-Stimulation, sie liegt aber immer noch auf dem Level der DMSO Kontrolle. Mit Argyrin
C-Behandlung andert sich die spezifische Apoptoserate nicht wesentlich. Durch Zugabe von
IL-2 verringert sich die spezifische Apoptoserate im Vergleich zur reinen CD28- und CD3-
Stimulation um etwa 10 %. Durch Zugabe von Argyrin kann die spezifische Apoptoserate
allerdings auf etwa 10 % gesenkt werden; in diesem Stimulationsumfeld wirkt Argyrin C
Apopotose-hemmend.

3.7.5 Argyrin C sensitiviert clearCa-4 Zellen

Libke beschreibt, dass clearCa-4 Zellen spontan Apoptose begehen, wenn c-FLIP transient
ausgeschaltet wird (Lubke, 2016). Da Argyrin C als mdglicher c-FLIP-Inhibitor untersucht
wird, wurde getestet, ob sich die Behandlung mit Argyrin C auf die Viabilitat von clearCa-4
Zellen auswirkt.

ClearCa-4 Zellen wurden mit Argyrin C behandelt (Abb. 3.19). Argyrin C alleine wirkt in
keiner Konzentration toxisch auf clearCa-4 Zellen. Nach Zugabe von CD95L konnte eine
Sensitivierung auf den Todesliganden durch Argyrin C in Konzentrationen von 10 und 25 uM
beobachtet werden. Die Viabilitat sank um fast 50 %. Dabei ist die Sensitivierung bei 25 uM
statistisch signifikant.

3.7.6 Argyrin C wirkt auf Protein-, aber nicht auf RNA-Ebene

Da ein spezifischer c-FLIP-Inhibitor gesucht wird, ist es wichtig zu erfahren, mit welchem
Mechanismus Argyrin C die c-FLIP-Uberexprimierenden Zellen auf CD95L-Behandlung
sensitiviert. Daher wurden die relativen RNA-Mengen von c-FLIP bei verschiedenen Argyrin
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Abbildung 3.18: Argyrin C wirkt nicht toxisch auf murine T-Zellen. Unstimulierte Tcons (A) oder mit verschiedenen
Stimulantien behandelte Tcons (B) wurden ebenso wie unstimulierte (C) oder mit verschiedenen
Stimulantien behandelte (D) Tregs mit Argyrin C behandelt. Die Apoptose der Zellen wurde nach
8 h Inkubation per Caspase-3/7-Test bestimmt und daraus die spezifische Apoptoserate (siche
Abschnitt 2.7.2) ermittelt. Der Effekt von Argyrin C ohne zusitzliche Stimulantien ist als Mittelwert
aus drei Experimenten (n=3) dargestellt (A) und (C). Bei mit 100 ng/ml CD95L, 1:100 DMSO
(Negativkontrolle in Panel (B) und (D)), 2 ng/ml CD3 und CD28 bzw. mit 15 ng/ml IL-2 stimulierte
Zellen wurden je nach verfiigbarer Zellzahl der Mittelwert aus ein bis drei Wiederholungen des
Experimentes dargestellt.
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Abbildung 3.19: Argyrin C sensitiviert clearCa-4 auf CD95L-Stimulation. Die Zellen wurden wie unter 2.6.3
beschrieben mit verschiedenen Argyrin C-Konzentrationen mit und ohne zusitzlicher CD95L-
Stimulation mit 100 ng/ml fiir 16 h behandelt. Im Resazurin-Test kann gezeigt werden, dass
Argyrin C clearCa-4 Zellen zur CD95L-induzierten Apoptose sensitivieren kann. Die statistische
Signifikanz entspricht ** p<0,0021.

C Konzentrationen nach 24, 48 und 71 h Argyrin C Behandlung bestimmt (Abb. 3.20 A). Es
wurden die Isoformen FLIP_ und FLIPg sowie Gesamt-c-FLIP (c-FLIP_,g) getestet. In Abb.
3.20 A ist gezeigt, dass sich das Level von c-FLIP erst nach 72 h leicht verringert. Nach 24 h
kann etwas weniger c-FLIPs-RNA als die DMSO-Kontrolle nachgewiesen werden, nach 48 h
und 72 h erhdht sich der c-FLIPg-RNA-Gehalt sogar. Auch der Gesamt-c-FLIP-RNA-Gehalt
wird durch Argyrin C nicht verringert, sondern erhoht sich mit der Behandlungsdauer.

Im Western Blot ist zu erkennen, dass bei c-FLIP_-Uberexprimierenden Zellen mit Argyrin
C Behandlung c-FLIPg nicht mehr detektierbar ist, wahrend es bei unbehandelten und
mit CD95L-stimulierten Zellen exprimiert wird. Bei der Stimulation mit dem Todesligand
zusatzlich zur Argyrin C Behandlung ist eine geringere Expression von c-FLIP_ bzw. eine
Spaltung der langen c-FLIP-Isoform erkennbar. Auch wenn mittels anderer Testverfahren
schon festgestellt wurde, dass Argyrin C c-FLIP_-Zellen auf CD95L-induzierte Apoptose
sensitiviert, wird hier noch einmal bestatigt, dass wichtige Caspasen aktiviert werden. So
ist eindeutig die Aktivierung der fiir die Induktion des extrinsischen Apoptosessignalwegs
wichtigen Caspase-8, als auch die fir die Ausfihrung der Apoptose wichtige Caspase-3
sichtbar. Auch die Spaltung des DNA-Reparaturenzyms Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase
(PARP), das bei Apoptose gespalten wird, ist erkennbar.

3.7.7 Wirkung von Argyrin-Derivaten auf c-FLIP -Zellen

Chemische Derivate von Argyrin wurden von Prof. Dr. Markus Kalesse (Hannover) bereit-
gestellt (Stempel et al., 2018), um notwendige Strukturen flir die Apoptose-induzierende
Wirkung erkennen zu kénnen. Die chemischen Argyrin-Derivate sind auch teilweise fluores-
zierend, weshalb eine fluorimetrische Auswertung angedacht war, die leider aufgrund der
geringen Wirkkonzentrationen nicht durchgefiihrt werden konnte. So wurden die Derivate
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Abbildung 3.20: Argyrin C wirkt auf Protein-, aber nicht auf RNA-Ebene. (A) 10 uM Argyrin C wurde iiber
verschiedene Zeitraume auf clearCa-4 Zellen gegeben. Die Analyse der jeweiligen Gene erfolgte
via qPCR. Im Western Blot (B) wurden Leervektor- und c-FLIP-Zellen mit 25 pM Argyrin
C behandelt und die Expression von Proteinen der extrinsischen Apoptose, insbesondere die
Aktivierung von Caspasen, wurde analysiert.
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im Resazurin-Test getestet, ob sie eine ahnliche Wirkung wie Argyrin C zeigen. Im Natur-
stoffscreening wurden neben Argyrin C verschiedene Derivate von Argyrin getestet. Die im
Screening getesteten Argyrin-Derivate sind in Tabelle 3.1 dargestellt. Es ist erkennbar, dass
Argyrin A im Screening keinen Effekt gezeigt hat, Argyrin B toxisch auf Leervektorzellen
gewirkt hat und Argyrin D ebenfalls weder eine Toxizitat noch einen Effekt gezeigt hat. Einzig
Argyrin H wirkt nicht toxisch und reduziert dennoch die c-FLIP| -Sensitivitat moderat.

Tabelle 3.1: Ergebnisse von natiirlichen Argyrin-Derivaten im Naturstoffscreening. Neben Argyrin C wurden vier
weitere Argyrin-Derivate im Naturstoffscreening getestet. Die Sensitivierungskapazitit (prozentuale
Viabilitdt von Substanz- und CD95L-behandelten c-FLIP; -Zellen zur Viabilitiat von CD95L-stimulierten
c-FLIPy -Zellen, siehe Abschnitt 2.7.1) ist dargestellt.

Spezies | L.V. Viabilitiit [%] | c-FLIPy, Sensitivierungskapazitit [ %|
A 81,3 84,7
B 49,6 40,1
C 90,8 35,9
D 103,9 96,5
H 141,1 78,3

Die getesteten Derivate wurden chemisch verandert, indem eine AzuAla-Gruppe oder ei-
ne 7Aza-Gruppe zugeflgt wurde. In Abb. 3.21 sind die Ergebnisse des Resazurin-Tests
mit Argyrin C und den flnf synthetischen Argyrin-Derivaten bei Leervektorzellen darge-
stellt. Argyrin C zeigt bei 25 uM eine toxische Wirkung, alle anderen Substanzen wirken
nicht toxisch. Einzig ES5 zeigt bei 1 uM einen leicht toxischen Effekt auf die Leervektorzellen.

Der Test auf c-FLIP_-Sensitivierung (siehe Abschnitt 3.4) wurde auch mit den Argyrin-
Derivaten auf c-FLIP_- und c-FLIPg-Zellen durchgefihrt. In Abb. 3.22 sind die Ergebnisse
der c-FLIP_ -Zellen dargestellt. Die Kontrollen werden zur besseren Vergleichbarkeit bei jeder
Teilgrafik dargestellt. Wie schon beim Leervektor ist keine Toxizitat der Argyrin-Derivate auf
c-FLIP_-Zellen zu sehen. Eine zusatzliche Stimulation mit CD95L flhrt auBer bei Argyrin C
(25 uM) nur zu sehr moderaten Verlusten in der Viabilitat. Ein leichter Effekt ist bei hdheren
Konzentrationen (10 und 25 uM) bei ES1 zu erkennen. ES5 stellt auch hier wieder eine
Ausnahme dar, da es einerseits einen leicht sensitivierenden Effekt ab 1 uM zu haben
scheint, andererseits aber auch hier wieder bei 1 uM die geringste Viabilitat zeigt.

Bei dem Test mit c-FLIPg-Zellen zeigt sich ein ahnliches Bild (Abb. 3.23). Auch hier ist keine
Toxizitat zu erkennen, bei zuséatzlicher Stimulation mit CD95L scheinen jedoch ES1 und

ES3 eine moderate sensitivierende Wirkung zu haben. Bei ES5 ist bei 1 uM eine toxische
Wirkung ohne sensitivierenden Effekt mit CD95L-Behandlung erkennbar.

3.8 Charakterisierung von Aurachin D

Aurachin D sensitiviert c-FLIP| -Zellen mit recht geringer Toxizitat zur Apoptose und wurde
deshalb fir eine weitere Charakterisierung ausgewahit.

66



3.8 Charakterisierung von Aurachin D

A s nc B
:% 1201 M Argyrin C :az» - W Est
® e ® e
ES ES
5o 1004 o 100
€3 3
3 & 80 £ 80
26 2 5
8L 5 5% 6
20 2O
= H "0
N= Q=
S0 40 g 40
N5 N5
H N
= 204 = 20
o i)

o [

0 0

0,10 0,25 1 25 10 25 0,10 0,25 1 2,5 10 25
Konzentration [uM] Konzentration [uM]

t t
®S ®S
£ = 400/ ES
5o 100 5o 100
£3 €3
o £ o2
n e 801 n g 80
L5 235
&% 5%
50 60 ‘50 60
= ) = )
NE =
SQ 40 g9 40
N5 N5
I I
= 204 B 20
o o
o o

0 0

0,10 0,25 1 2,5 10 25 0,10 0,25 1 25 10 25
Konzentration [uM] Konzentration [uM]

t t

E % 120; WEess | 2 120 M ES5
® T ®T
£ = 100/ EE&
£ 100 E'o 100
€3 €3
o £ o2
0 g 80 ne 80
] ]

52 o 52 o
[ o [ o
=7 =0
NZ ]
S0 40 S 40
N5 N5
o »
g™ 20 £ 2
o o
o o

0- 0

0,10 0,25 1 25 10 25 0,10 0,25 1 2,5 10 25
Konzentration [pM] Konzentration [uM]

Abbildung 3.21: Toxizititskontrolle von fiinf verschiedenen Argyrin-Derivaten auf Leervektorzellen. Die angegebe-
ne Konzentration der Argyrin-Derivate ES1 (A), ES2 (B), ES3 (C), ES4 (D), ES5 (E) und Argyrin
C (F) wurde fiir 18 h zu Leervektorzellen gegeben und die Viabilitit der Zellenn wurde mittels
Resazurin-Test im Vergleich zu Argyrin C ermittelt. Es ist der Mittelwert aus n=2 Experimenten
dargestellt.
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Abbildung 3.22: Argyrin-Derivate konnen c-FLIPp -Zellen nicht zur Apoptose sensitivieren. Fiinf verschiedene
Argyrin-Derivate wurden im Resazurin-Test auf ihre c-FLIPy -sensitivierende Wirkung im Vergleich
zu Argyrin C getestet. Argyrin C (A) und die Derivate ES1 (B), ES2 (C), ES3 (D), ES4 (E) und
ES5 (F) wurden wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben auf ihre Apoptose-sensitivierende Wirkung
getestet. Als Kontrollen wurden 1 uM STS und 100 ng/ml CDOSL fiir 16 h verwendet. Es ist der
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Abbildung 3.23: Argyrin Derivate haben keinen sensitivierenden Effekt auf c-FLIPg-Zellen. Im Resazurin-Test
wurden Argyrin C (A) sowie die fiinf verschiedene Argyrin-Derivate ES1 (B), ES2 (C), ES3 (D),
ES4 (E) und ES5 (F) auf ihre c-FLIPg-sensitivierende Wirkung im Vergleich zu Argyrin C getestet.
Der Versuch wurde wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Als Positivkontrolle zur
Apoptose wurde STS (1 uM) und als Negativkontrolle CD95L (100 ng/ml) fiir 16 h verwendet. Es
ist der Mittelwert aus n=2 Experimenten dargestellt.
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3.8.1 Kinetiken der Aurachin D Wirkung

Der Verlauf der Wirkung von Aurachin D wurde mittels Kinetiken festgestellt. Dazu wurden
HT 1080 Leervektorzellen und c-FLIP_-Zellen verwendet. Bei langerer Inkubation von Leer-
vektorzellen mit Aurachin D sinkt die Viabilitat bestandig leicht ab, bis sie nach 53 h bei allen
getesteten Konzentrationen nur noch bei 60-80 % im Vergleich zur DMSO-Kontrolle liegt
(Abb. 3.24 B). Dabei sind die Varianzen recht grof3, sodass eine eindeutige Aussage zur
Toxizitat von Aurachin D nicht moglich ist.
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Abbildung 3.24: Aurachin D induziert eine geringe Aktivierung der Caspasen, wirkt aber nach einiger Zeit toxisch
auf Leervektorzellen. (A) HT1080 c-FLIPy -Zellen wurden wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben mit
25 uM Aurachin D behandelt und mittels Durchflusszytometrie im Caspase-3/7-Test ausgewertet.
Dabei fand bei einigen Proben eine zusitzliche Stimulation mit 100 ng/ml fiir 16 h CD95L statt.
Eine Apoptosekontrolle wurde mittels Behandlung mit 1 uM STS fiir 16 h durchgefiihrt, die
Losemittelkontrolle mit DMSO 1:100 fiir 26 h. (B) Die Langzeitwirkung von Aurachin D auf
HT 1080 Leervektorzellen wurde mit verschiedenen Konzentrationen iiber die Zeitraume 4, 20,
28, 48 und 53 h getestet und im Resazurintest ausgewertet. Die statistische Signifikanz wird als *
entspricht p<0,0332 dargestellt.

Bei der Messung mittels Caspase-3/7-Test ist eine insgesamt recht geringe Aktivierung der
Caspasen zu beobachten, die mit zunehmender Behandlungsdauer und CD95L-Stimulation
leicht zunimmt. Eine Aktivierung von Caspasen ohne CD95L-Stimulation geschieht nur sehr
gering (unter 10 %) und erhdht sich auch mit der Stimulierungsdauer nicht (Abb. 3.24 A).

3.8.2 Wirkung von Aurachin D auf Apoptose-defiziente Jurkat Zellen

Zur Verifizierung der Aktivierung des extrinsischen Apoptosesignalwegs durch Aurachin D
und CD95L-Behandlung wurden defiziente Zellen des extrinsischen und intrinsischen Apop-
tosesignalwegs verwendet. Caspase-8-defiziente Zellen sind gegen die Aktivierung des
extrinsischen Apoptosesignalwegs durch Todesliganden resistent, Caspase-9-defiziente
Zellen kdnnen den intrinsischen Apoptosesignalweg nicht mehr ausfihren. Aurachin D verrin-
gert die Viabilitat von Caspase-8- oder FADD-defizienten Jurkat Zellen nicht signifikant (Abb.
3.25 A). Diese Zellen werden also durch Aurachin D nicht gegen die CD95L-Stimulation
sensitiviert. Insofern scheint der extrinsische Signalweg der Apoptose fur die Wirkung von
Aurachin D essentiell zu sein. Caspase-8-defiziente Zellen zeigen etwas weniger Viabilitat
nach CD95L-Stimulation. Da allerdings in humanen Zellen noch Caspase-10 vorhanden ist,
das vermutlich die Aufgabe von Caspase-8 zumindest teilweise ibernehmen kann (Wang et
al., 2001; Kischkel et al., 2001), sind diese Zellen im begrenzten Umfang noch zur Apoptose
fahig.
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Abbildung 3.25: Wirkung von Aurachin D auf Apoptose-defiziente Jurkat Zellen. T-Zelllinien mit einer Defizienz
in Proteinen des extrinsischen Apoptosesignalwegs (A) oder des intrinischen Apoptosesignalwegs
(B) wurden mit DMSO (1:100),100 ng/ml CD95L, 1 uM STS sowie 25 uM Aurachin D (mit und
ohne 100 ng/ml CD95L) fiir 16 h bzw. 18 h behandelt (siche Abschnitt 2.6.3) und die Zellviabilitit
wurde per Annexin V/7AAD-Test bestimmt. Die Signifikanz ist als * p<0,0332 und ** p<0,0021
dargestellt.

Bei Caspase-9-defizienten Jurkat Zellen (JMR) ist kein Unterschied zu den Caspase-9-
rekonstituierten Jurkat Zellen (F9) zu sehen, also scheint der intrinsische Apoptosesignalweg
keine Rolle im Wirkmechanismus von Aurachin D zu spielen.

3.8.3 Untersuchungen der Toxizitat von Aurachin D gegen humane
PBMCs

FOr eine Weiterentwicklung eines ,Hits* zu einem klinisch erprobten Medikament muss
gewahrleistet sein, dass die untersuchte Substanz nicht toxisch auf primare humane Zellen
wirkt. Um das zu testen, wurde Aurachin D auf seine Toxizitat gegen humane PBMCs
getestet.

Humane PBMCs reagieren unstimuliert nicht auf Aurachin D (Abb. 3.26 B). Auch nach
Stimulation der Monozyten mit LPS zeigt sich nur ein minimaler Effekt bei einer Aurachin D
Konzentration von 10 und 25 uM (Abb. 3.26 C). Die Stimulation der T-Zellen mittels PHA
hat einen starkeren Effekt; es ist bei einer Konzentration von 5 uM eine leichte Abnahme
der Viabilitat bzw. der Proliferation zu sehen. Bei einer Konzentration von 10 und 25 uM
ist dieser Effekt etwas starker ausgepragt, wobei kein Unterschied zwischen den beiden
Konzentrationen feststellbar ist (Abb. 3.26 D). In der Kurzzeit-Toxizitatsmessung nach 24
h ist kein toxischer Effekt bei einer Konzentration von 5 uM zu erkennen, Aurachin D-
Konzentrationen von 10 und 25 uM zeigen einen sehr leichten Effekt auf die Zellen, wobei
die maximale Differenz von 25 uM zur DMSO-Kontrolle ca. 15 % betragt (Abb. 3.26 E).

3.8.4 Wirkung von Aurachin D auf murine T-Zellen

Die Wirkung von Aurachin D gegen murine T-Zellen wurde getestet, da bekannt ist, dass
murine Tregs auf c-FLIP angewiesen sind (Zhang und He, 2005; Plaza-Sirvent et al., 2017).
Ein moglicher c-FLIP-Inhibitor wirde dementsprechend vermutlich auch einen Einfluss auf
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Abbildung 3.26: Untersuchung der Aurachin D-Wirkung auf humane PBMCs. Kontrollen von DMSO (1:100), LPS
(100 ng/ml) und PHA (5 pg/ml) sind unter (A) dargestellt. Aurachin D wurde auf unbehandelte (B)
bzw. mit LPS- (C) oder mit PHA-stimulierte PBMCs (D) gegeben und nach einem, zwei und drei
Tagen wurde mittels Resazurin-Test die Viabilitét der Zellen bestimmt. Der kurzzeitigen Effekt von
Aurachin D auf PBMCs wurde per Annexin V/7AAD-Test getestet (E). Es sind die Mittelwerte
aus n=2 Experimenten dargestellt.

72



3.8 Charakterisierung von Aurachin D

die Viabilitat von Tregs haben. Wird Aurachin D auf isolierte murine CD4-positive Zellen
gegeben, scheint das in keiner getesteten Konzentration einen Einfluss auf die Apoptoserate
der Tcons zu haben (Abb. 3.27 A). Eine Behandlung der Zellen mit Aurachin D zusammen
mit CD95L fuhrt bei CD4-positiven Zellen zu einer leichten Erhdhung der spezifischen
Apoptoserate, die nicht signifikant im Vergleich zur CD95L-behandelten Kontrolle ist (Abb.
3.27 B). Die Wirkung von Aurachin D auf Treg-Zellen sieht dagegen so aus, als wenn geringe
Konzentrationen bis 0,01 uM einen eher protektierenden Effekt haben, Konzentrationen
zwischen 0,05 und 1 uM eine Steigerung der spezifischen Apoptoserate verursachen und
Konzentrationen von 5 und 10 uM die Zellen wieder leicht vor Apoptose protektieren (Abb.
3.27 C). Da allerdings die Standardabweichung so grof3 sind, dass sich keine Signifikanz
feststellen lasst, ist eine definitive Aussage Uber eine toxische Wirkung von Aurachin D auf
Tregs nicht moéglich.
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Abbildung 3.27: Aurachin D steigert die spezifische Apoptoserate von murinen T-Zellen nicht signifikant. Aurachin
D wurde auf murine T-Zellen gegeben und die Rate apoptotischer Zellen wurde nach 8 h Inkubation
mittels Caspase-3/7-Test gemessen. Es wurden unbehandelte Tcons (A), stimulierte Tcons (B),
unstimulierte Tregs (C) und stimulierte Tregs (D) untersucht. Dabei ist die Probe ohne Stimulation
(Panel (B) und (D)) mit DMSO als Kontrolle behandelt wurden. Die Wirkung von Aurachin D
auf Tcons und Tregs ohne zusétzliche Stimulation ((A) und (C)) wurde als Mittelwert aus n=3
Experimenten aufgetragen. Kein Wert unterscheidet sich signifikant von der DMSO-Kontrolle.
Die Stimulationen (Panel (B) und (D) mit 100 ng/ml CD95L, 1:100 DMSO (Negativkontrolle in
Panel (B) und (D)), 2 pg/ml CD3 und CD28 bzw. mit 15 ng/ml IL-2) konnten abhédngig von der
zur Verfligung stehenden Zellzahl ein bis dreimal durchgefiihrt werden. Dementsprechend ist hier
auch keine statistische Aussage iiber die Signifikanz einzelner Werte moglich.

Werden Tregs mit CD28 und CD3 zusammen mit Aurachin D behandelt, scheint dies kon-
zentrationsabhangig die spezifische Apoptoserate der Tregs zu senken (Abb. 3.27 D). Wird
zusatzlich IL-2 dazugegeben, verringert dies auch die spezifische Apoptoserate gegenliber
den Kontrollzellen. Ein Unterschied zwischen CD28- und CD3- stimulierten und den CD28-,
CD83- und IL-2-stimulierten Treg Zellen in Gegenwart von Aurachin D ist nicht zu erkennen.
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3.8.5 Einfluss von Aurachin D auf die Resistenz von clearCa-4 Zellen

ClearCa-4 Zellen zeigen eine erhOhte Resistenz gegenltber CD95L-Stimulation im Vergleich
zu anderen Zelllinien, wie etwa den HT 1080 Wildtyp-Zellen. Sie reagieren allerdings emp-
findlich auf den Verlust von c-FLIP, indem sie spontan Apoptose begehen (Libke, 2016).
Wird der potentielle FLIP-Inhibitor Aurachin D auf diese Zelllinie gegeben, so ist ab 1 uM
zwar eine Abnahme der Viabilitat erkennbar, die allerdings nicht signifikant unter die Viabilitat
der CD95L-Kontrolle fallt (Abb. 3.28).
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Abbildung 3.28: Wirkung von Aurachin D auf die Sensitivierung von clearCa-4 Zellen. Verschiedene Konzentra-
tionen von Aurachin D wurden fiir 18 h in An- und Abwesenheit von 100 ng/ml CD95L (16 h)
auf ihre Wirkung auf clearCa-4 Zellen mittels Resazurin Test untersucht. Als Kontrolle diente 100
ng/ml CD95L. fiir 16 h.

3.8.6 Wirkung von Aurachin D auf den c-FLIP-mRNA-Gehalt und die
c-FLIP-Expression

Wird der c-FLIP-RNA-Gehalt der Isoformen nach 24, 48 und 72 h Aurachin D-Behandlung
untersucht, so ist zu sehen, dass keine der Isoformen einzeln und auch das c-FLIP-RNA-
Level insgesamt nicht abnimmt (Abb. 3.29 A). Nach 24 h ist der c-FLIP_-RNA-Gehalt im
Vergleich zu unbehandelten Zellen stabil, nach 48 h ist er mehr als verdoppelt. Nach 72 h
sinkt der c-FLIP| -Gehalt wieder auf etwa das Mal3 der DMSO-Kontrolle. Der RNA-Gehalt
von c-FLIPg ist nach 24 h leicht erhéht; dieser Effekt verstarkt sich bei 48 h. Auch hier ist
ein Rickgang des c-FLIPg-Gehaltes nach 72 h auf das Ausgangslevel zu beobachten. Der
Gesamt-c-FLIP-Gehalt wurde mittels eines Primerpaares, das c-FLIP_ und c-FLIPg erkennt,
bestimmt. Auch hier steigt der c-FLIP-RNA Gehalt nach 48 h an, bevor er nach 72 h wieder
auf das Ausgangsmaf3 zurickfallt.

Die Kontrollen zum in Abb. 3.29 gezeigten Western Blot sind in Abb. 3.20 B dargestellt.
Im Western Blot zeigt sich, dass Aurachin D auch ohne Stimulation leicht den c-FLIP, -
Proteingehalt senkt (Abb. 3.29 B). Aurachin D l6st auf Leervektorzellen und unstimulierten
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Abbildung 3.29: Aurachin D wirkt nicht auf mRNA-Ebene auf das c-FLIP-Level. Es wurde der Einfluss von 10 uM
Aurachin D auf die gebildete c-FLIP mRNA nach einem, zwei und drei Tagen via qPCR untersucht
(A). Im Western Blot (B) wurde die Proteinexpression von c-FLIP und weiteren Proteinen des
extrinsischen Signalwegs nach 18 h Aurachin D-Stimulation (25 uM, mit und ohne zusitzliche
CD95L-Stimulation mit 100 ng/ml) untersucht. Dabei wurde wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben
vorgegangen und fiir 16 h mit 100 ng/ml CD95L stimuliert. Die Kontrollen zu diesem Blot sind in
Abb. 3.20 B dargestellt.

75



3 Ergebnisse

c-FLIP_-Zellen keine Caspasenaktivierung aus. Mit CD95L-Stimulation ist allerdings sowohl
eine Aktivierung der Caspasen -3 und -8 als auch eine Spaltung von PARP erkennbar.

3.9 Charakterisierung von HZI 15

HZI 15 hat in den Apoptosetests eine durchgangige Wirkung als sensitivierende Substanz
gegen c-FLIP_ -Zellen gezeigt. Dabei hat HZI 15 auch in Konzentrationen ab 10 nM im Anne-
xin V/7AAD-Test einen Effekt gezeigt. Daher wurde diese Substanz flr eine weitergehende
Charakterisierung ausgewahit.

3.9.1 Kinetiken der HZI 15 Wirkung

Der zeitliche Verlauf der Wirkung von Substanz HZI 15 wurde in zwei Kinetiken getestet. Da-
bei wurde einerseits die Wirkung auf die Aktivierung von Caspase-3 und -7 in c-FLIP| -Zellen
mittels Durchflusszytometrie als auch die Langzeitwirkung bis 53 h auf Leervektorzellen
mittels Resazurintest getestet. HZI 15 aktiviert die ausfihrenden Caspasen vor allem CD95L-
abhéngig im Caspase-3/7-Test (Abb. 3.30 A). Dabei steigt der Anteil von Zellen mit aktivierten
Caspasen von ca. 25% auf ca. 55 % nach 18 bzw. 26 h an. Ohne CD95L-Stimulation findet
nur eine maiige Aktivierung der Caspasen von etwa 15-20 % statt. In einem Langzeittoxi-
zitatstest wurden verschiedene Konzentrationen von HZI 15 auf Leervektorzellen gegeben
und die Vitalitat der Zellen nach verschiedenen Zeitrdumen bestimmt. Es ist erkennbar, dass
HZI 15 auf diese Zellen mit der Zeit eine toxische Wirkung in allen getesteten Konzentra-
tionen zeigt. Die hochste Konzentration von 25 uM zeigt die starkste Toxizitat, die anderen
Konzentrationen wirken in etwa gleich vitalitatshemmend. Nach 20 h ist der Effekt noch nicht
allzu ausgepragt und nimmt mit der Zeit zu.
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Abbildung 3.30: HZI 15 aktiviert Caspasen nur nach zusitzlicher CD95L-Stimulation, zeigt allerdings im Langzeit-
test eine toxische Wirkung gegen Leervektorzellen. c-FLIPy -Zellen wurden wie in Abschnitt 2.6.3
beschrieben behandelt. Dabei wurden sie fiir die angegebenen Zeitrdume mit 5 uM HZI 15 (in
An- und Abwesenheit von 100 ng/ml CD95L fiir 16 h) versetzt. Als Kontrollen wurden die Zellen
fiir 26 h mit 1:100 DMSO und fiir 16 h mit 1 uM STS behandelt. Die Aktivierung von Caspasen
wurde mittels Durchflusszytometrie im Caspase-3/7-Test gemessen (A). Die Langzeittoxizitit
gegen Leervektorzellen wurde bis 53 h mittels Resazurin-Tests bestimmt (B).
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3.9.2 Wirkung von HZI 15 auf Apoptose-defiziente Jurkat Zellen

FADD- oder Caspase-8-defiziente Jurkat Zellen kénnen den extrinsischen Signalweg der
Apoptose nicht oder nur noch sehr eingeschrankt zum Initiieren von Apoptose nutzen. HZI 15
alleine zeigt auf Apoptose-defizienten Jurkat Zellen keine Toxizitat. Mit zusatzlicher CD95L-
Stimulation wird keine Apoptose in den Zellen ausgel6st. Fir die Sensitivierung der Zellen
durch HZI 15 ist also ein funktioneller extrinsische Apoptosesignalweg notwendig (Abb. 3.31
A).
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Abbildung 3.31: HZI 15 benétigt einen funktionellen extrinsischen Apoptosesignalweg fiir die Sensitivierung auf
CD95L-Stimulation. Jurkats mit Defizienz im extrinsischen Apoptosesignalweg (A) und Caspase-9
defiziente Jurkats (B) wurden wie unter Abschnitt 2.6.3 beschrieben mit 5 uM HZI 15, 1 % DMSO
als Losemittelkontrolle (fiir 18 h), 1 uM STS (als Negativkontrolle fiir 16 h) und 100 ng/ml CD95L
fiir 16 h behandelt und auf Apoptose mittels] Annexin V/7AAD-Test untersucht.

Auch auf Caspase-9-defiziente Jurkats, bei denen keine intrinsische Apoptose mehr stattfin-
den kann, hat HZI 15 keinen Einfluss. Die Viabilitat andert sich im Vergleich zu Caspase-
9-rekonstituierten Jurkats nicht, wenn HZI 15 alleine oder zusammen mit CD95L auf die
Zellen gegeben wird. Daher hat der intrinsische Apoptosesignalweg keinen Einfluss auf die
Wirkweise von HZI 15 (Abb. 3.31 B).

3.9.3 Toxizitat von HZI 15 auf humane PBMCs

Um festzustellen, ob HZI 15 eine toxische Wirkung auf menschliche Blutzellen besitzt,
wurden humane PBMCs isoliert und mit HZI 15 behandelt. In Abb. 3.32 A sind die Kontrollen
aufgetragen. DMSO behandelte PBMCs verlieren mit der Zeit ihre Viabilitat. Wird eine
Stimulation mit PHA oder LPS durchgefihrt, werden die Zellen aktiviert und proliferieren.
Verglichen mit der DMSO-Kontrolle haben die Konzentrationen 5, 2,5 und 1 uM keinen
Einfluss auf die Viabilitat von PBMCs (Abb. 3.32 B). Hier wurden geringere Konzentrationen
als bei den anderen Substanzen gewahlt, da HZI 15 bei hdheren Konzentrationen Toxizitat
und bei geringeren Konzentrationen eine c-FLIP| -sensitivierende Wirkung zeigt.

Werden die Zellen mit LPS stimuliert, so findet mit HZI 15-Behandlung zwar nicht unbedingt
eine Proliferation oder metabolische Aktivierung der Zellen statt, eine toxische Wirkung ist
allerdings auch nicht zu beobachten, da die Zellen nicht starker Apoptose begehen als bei
der reinen DMSO-Kontrolle. Es ist eine leichte Konzentrationsabhangigkeit zu beobachten,
die allerdings nicht signifikant ist. HZI 15 ist also auch fiir aktivierte PBMCs, die auf LPS
reagieren (vor allem Monozyten) nicht toxisch (Abb. 3.32 C). Werden die T-Zellen mit

77



3 Ergebnisse

>

Fluoreszenzereignisse

Fluoreszenzereignisse ()

5x104 }
4x10*
3x10*
2x10*
4 <+ DMSO
10 = PHA
+ LPS
+ STS
24 48 72
Inkubation [h]
5x10*
4x10*
£
3x10*
2x10*
10% <+ LPS DMSO
= LPS+5uM
+ LPS+2,5 #‘M
= LPS+1
24 48 72
Inkubation [h]
X100
(-
9
S 80
(]
2
=
S 60
Q
c
[=]
g 40
N
S
£ 2 < DMSO
% = 5uM
2 + 2,5 MM
g =1y
- 4 18 24

Inkubation [h]

w

Fluoreszenzereignisse

O

Fluoreszenzereignisse

5x10*

4x10*

3x10*

2x10*

104

5x10%

4x10*

3x10*

2x10%

104.

- DMSO

2

24

48
Inkubation [h1

72

-« PHA DMSO
= PHA+5 uM

4+ PHA+2,5
* PHA#1'p

24

48
Inkubation [h]

72

IHM

Abbildung 3.32: HZI 15 zeigt keine Toxizitit gegen humane PBMCs. Kontrollen der Behandlung mit DMSO
(1:100), LPS (100 ng/ml) und PHA (5 pg/ml) sind unter (A) dargestellt. Die Viabilitdt von PBMCs
wurde nach Zugabe von HZI 15 auf unbehandelte (B) bzw. mit LPS- (C) oder mit PHA- stimulierte
PBMCs (D) getestet. Der kurzzeitige Effekt von HZI 15 auf PBMCs wurde per Annexin V/7AAD-
Test getestet (E). Es sind die Ergebnisse aus n=2 Experimenten dargestellt.
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3.9 Charakterisierung von HZI 15

PHA stimuliert, so hat HZI 15 einen deutlicheren Effekt (Abb. 3.32 D). Die Zellen ohne
HZ| 15-Behandlung werden stimuliert und zeigen einen gesteigerten Metabolismus. Dieser
Effekt kann durch die Aktivierung der Zellen oder durch Proliferation entstehen. HZI 15
unterbindet diesen Effekt, ohne dass eine Toxizitat zu sehen ist. Hierbei hat auch die HZI 15-
Konzentration kaum einen Effekt. In der Kurzzeittoxizitat nach 4, 18 und 24 h zeigt HZI 15
einen moderaten, konzentrationsabhangigen Effekt (Abb. 3.32 E). Dabei ist die Viabilitat von
etwa 70 % (DMSO-Kontrolle) auf etwa 55 % (5 uM) gefallen.

3.9.4 Wirkung von HZI 15 auf murine T-Zellen

Da insbesondere Tregs auf c-FLIP angewiesen sind (Zhang und He, 2005; Plaza-Sirvent
et al., 2017), wurde die Wirkung von HZI 15 auf murine T-Zellen untersucht. Dabei wurden
Zellen aus murinen Lymphknoten isoliert und mit HZI 15 und anderen Stimulantien versetzt.
CD4-positive Zellen (ohne Tregs) reagieren ohne zusatzliche Stimulation kaum apoptotisch
auf HZI 15, nur in der Konzentration von 10 uM ist eine hdhere spezifische Apoptoserate zu
erkennen (Abb. 3.33 A). Daflr kann HZI 15 Tcons auf AICD sensitivieren (Abb. 3.33 B). Hier
ist mit CD28 und CD3 Stimulation die Apoptoserate nach Behandlung mit HZI 15 deutlich
héher als ohne HZI 15 Behandlung. Eine zusétzliche Stimulation mit IL-2 hat keinen Effekt.
Bei den Tregs ist dieser Effekt so nicht zu erkennen, hier scheinen alle Konzentrationen
auBer 0,5 uM eher die spezifische Apoptoserate zu senken (Abb. 3.33 C).
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Abbildung 3.33: HZI 15 senkt die spezifische Apoptoserate bei stimulierten Tregs. Die Wirkung von HZI 15 auf
murine T-Zellen wurde nach 8 h Inkubation mittels Caspase-3/7-Test analysiert. HZI 15 wurde auf
unbehandelte Tcons (A), stimulierte Tcons (B), unstimulierte Tregs (C) und stimulierte Tregs (D)
gegeben und die spezifische Apoptoserate wurde ermittelt. Dabei wird die Wirkung von HZI 15
auf unstimulierte T-Zellen (Panel (A) und (C)) als Mittelwert von n=3 Experimenten dargestellt.
Mit 100 ng/ml CD9SL, 1:100 DMSO (Negativkontrolle in Panel (B) und (D)), 2 ug/ml CD3 und
CD28 bzw. mit 15 ng/ml IL-2 stimulierte Zellen (Panel (B) und (D)) sind als Mittelwerte aus ein
bis drei Experimenten dargestellt. Eine statistische Aussage ist hier daher nicht moglich.
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3 Ergebnisse

Ebenso kann HZI 15 bei Tregs mit zusatzlicher Stimulation mit CD28 und CD3 die spezifische
Apoptoserate konzentrationsabhangig senken (Abb. 3.33 D). Dieser Effekt tritt ebenfalls
bei zuséatzlicher Stimulation mit IL-2 auf, scheint hier aber erst bei einer Konzentration von
0,1 uM zu wirken.

3.9.5 HZI 15 sensitiviert clearCa-4 Zellen auf die Wirkung von CD95L

HZI 15 hat auf clearCa-4 Zellen eine Apoptose-sensitivierende Wirkung. Wie in Abb. 3.34
dargestellt, sensitivieren Konzentrationen ab ca. 1 uM HZI 15 clearCa-4-Zellen deutlich auf
die Wirkung von CD95L. Eine leichte Toxizitat von HZI 15 auch ohne CD95L um etwa 10 %
ist bei 10 uM erkennbar, hier ist allerdings auch der sensitivierende Effekt am starksten und
fast alle clearCa-4-Zellen sterben ab.
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Abbildung 3.34: Sensitivierung von clearCa-4 Zellen auf CD95L-Stimulation durch HZI 15 Behandlung. ClearCa-4
Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von HZI 15 in An- und Abwesenheit von
100 ng/ml CD95L fiir 18 h wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben behandelt und die Viabilitit
der Zellen wurde mittels Resazurin-Test bestimmt. Die statistische Signifikanz wurde aus n=3
Wiederholungen bestimmt, mit * bei p<0,0332 und ** bei p<0,0021.

3.9.6 Effekt von HZI 15 auf die Expression von c-FLIP auf Protein- und
mRNA-Ebene

Der Einfluss von HZI 15 auf das c-FLIP-RNA-Level in clearCa-4 Zellen wurde fir zwei
verschiedene Konzentrationen getestet. Auf das c-FLIP|-Level haben sowohl 10 uM als
auch 25 nM nach 24 und 48 h keinen Einfluss (Abb. 3.35 A). Nach 72 h nimmt der c-FLIP-
mRNA-Gehalt leicht ab, vor allem bei 10 uM. Der c-FLIPs-mRNA-Gehalt ist nach 24 h mit
10 uM leicht erhoht, sinkt danach aber auf den Gehalt der DMSO-Kontrolle ab. Bei 25 nM ist
sowohl nach 24 als auch nach 48 h der c-FLIPs-mRNA-Gehalt leicht erhdht und nimmt nach
72 h um etwa die Halfte ab. Wird der Gesamt-c-FLIP_,s-mRNA-Gehalt betrachtet, so fallt
auf, dass sowohl bei 10 uM als auch bei 25 nM mit zunehmender Zeit der mRNA Gehalt
sinkt. Nach 24 h Behandlung mit HZI 15 liegt der Gehalt jedoch fast doppelt so hoch wie bei
der DMSO-Kontrolle. Nach 48 h liegt der Gehalt bei beiden getesteten Konzentrationen etwa
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3.9 Charakterisierung von HZI 15

so hoch wie der Ausgangswert der DMSO-Kontrolle. Erst nach 72 h sinkt der mRNA-Gehalt
von c-FLIP,s.
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Abbildung 3.35: HZI 15 wirkt auf Protein- aber nicht auf mRNA-Ebene. (A) Verschiedene Konzentrationen HZI 15
wurden iiber die angegebenen Zeitraume auf clearCa-4 Zellen gegeben und der c-FLIP-mRNA-
Gehalt wurde mittels gPCR bestimmt. Im Western Blot (B, C und D) wurden die Proteinlysate von
Leervektor (B), c-FLIPL, (C) und c-FLIPg-Zellen (D) nach Behandlung mit 5 uM HZI 15 fiir 18 h
(siehe Beschreibung des Versuchsablaufs in Abschnitt 2.6.3) auf den Gehalt an c-FLIP und die
Aktivierung von Caspasen analysiert. Die Behandlung mit CD95L erfolgte mit 100 ng/ml fiir 16 h.
Die Kontrolle mit STS wurde mit 1 uM fiir 16 h durchgefiihrt.

Auf Proteinebene wurde die Wirkung von HZI 15 auf Leervektorzellen, c-FLIP.- und c-FLIPg
untersucht. Bei den Leervektorzellen ist kein Rickgang der Expression von c-FLIP nach
16 oder 24 h zu erkennen (Abb. 3.35 B). Die Caspase-8 wird durch HZ| 15-Behandlung
leicht aktiviert, Caspase-3 jedoch nur sehr minimal nach 24 h. Auch PARP wird durch HZI 15
nicht aktiviert. In Leervektorzellen werden also Caspasen durch HZI 15 leicht aktiviert, diese
Aktivierung fahrt jedoch nicht zur Apoptose. Werden c-FLIP -Zellen mit HZI 15 behandelt,
so zeigt sich ohne CD95L-Stimulation, dass nach 16 h c-FLIP_ noch exprimiert wird, nach
24 h kein c-FLIP. mehr nachgewiesen werden kann (Abb. 3.35 C). Da zu diesen Zellen
nur HZI 15 gegeben wurde, ist HZI 15 far die Abnahme von c-FLIP_-Protein nach 24 h
verantwortlich. Mit zusatzlicher Stimulation durch CD95L ist kein c-FLIP_ mehr nachweisbar.
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3 Ergebnisse

Ob dies durch HZI 15 hervorgerufen ist oder durch generelle Abbauprozesse wahrend
der Apoptose, lasst sich hier aber nicht bestimmen. Es ist auch zu sehen, dass in den
unbehandelten und CD95L-stimulierten Zellen c-FLIPg und c-FLIPR schwach sichtbar sind,
die in den HZ| 15-behandelten Zellen nicht mehr sichtbar sind. HZI 15 scheint also nicht nur
eine Wirkung auf c-FLIP, sondern auf alle c-FLIP Isoformen zu haben.

Daher wurden auch c-FLIPs exprimierende HT 1080 Zellen mit HZI 15 behandelt und
im Western Blot analysiert (Abb. 3.35 D). Dabei fallt auf, dass c-FLIPg unabhangig von
der CD95L-Stimulation durch HZI 15-Einfluss nicht mehr bzw. nur noch sehr schwach
exprimiert wird. Dies fuhrt auch ohne CD95L-Stimulation zu einer schwachen Aktivierung
von Caspase-8 und Caspase-3. Wesentlich starker ausgepragt ist die Aktivierung der
Caspasen bei der Behandlung mit HZI 15 und gleichzeitiger Stimulation mit CD95L. Dies
ist besonders im Vergleich zur CD95L-Kontrolle zu betrachten, bei der keine Caspasen-
Aktivierung hervorgerufen wird. HZI 15 vermag also die c-FLIPg-Zellen stark auf die CD95L-
induzierte Apoptose zu sensitivieren.
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4 Diskussion

4.0.1 Identifizierung von c-FLIP-modulierenden Substanzen

Das wichtige Apoptose-modulatorische Protein c-FLIP spielt eine Rolle in vielen Krank-
heiten, z.B. bei Infektionen, Autoimmunerkrankungen, neurodegenerativen Erkrankungen
oder bei Tumoren. Daher wirden c-FLIP-beeinflussende Medikamente eine breite klinische
Anwendung finden. Es ist noch keine Substanz bekannt, die direkt auf c-FLIP wirkt, daher
ist das Ziel dieser Arbeit, Wirkstoffe zu finden und zu charakterisieren, die c-FLIP modulie-
ren. Eine Bibliothek von 259 Substanzen aus myxobakteriellen Reinsubstanzen wurde auf
ihre c-FLIP-modulierende Wirkung getestet. Die Substanzen dieser Bibliothek sind far ihre
ungewohnlichen und vielfaltigen Wirkmechanismen bekannt und die immunmodulatorische
Wirkung einer Substanz aus der Bibliothek, Soraphen A, wurde schon genauer charakterisiert
(Berod et al., 2014). Fir das Screening wurden c-FLIP_-Uberexprimierende HT 1080 Zellen
in einem Viabilitatsassay verwendet. Es wurden ausschlieBlich c-FLIP-inhibierende Sub-
stanzen gefunden. Die Parameter des Screenings favorisierten destabilisierende Wirkstoffe
gegeniber c-FLIP-Stabilisatoren. So war die eingesetzte Konzentration des Todesliganden
CD95L dafur optimiert, dass eine moglichst hohe Konzentration eingesetzt wurde, bei der die
c-FLIP-Uberexprimierende Zellen trotzdem Uberlebten. Dies stellt sicher, dass eine Redukti-
on von c-FLIP zum Tod der Uberexprimierenden Zellen fihrt. Daher ist zum Identifizieren
von c-FLIP-stabilisierenden Substanzen ein neues Screening mit anderen Parametern, vor
allem der CD95L-Konzentration, notwendig. Dabei misste das Screening auf die Detektion
von Resistenzen gegeniber CD95L optimiert werden. Daflir ware eine mdglichst geringe
CD95L-Konzentration nétig, bei der HT 1080-Zellen gerade so Apoptose begehen. Dazu
ware eine Anpassung der Inkubationszeit vorteilhaft, damit sowohl sterische stabilisierende
Effekte als auch eine Hochregulierung der c-FLIP-Expression detektiert werden kann.

Von den 259 Substanzen wurden 13 als ,Hits* klassifiziert. Davon konnten elf genauer
charakterisiert werden. Die Strukturen von zehn der elf genauer getesteten Substanzen
sind in Abb. 4.1 dargestellt. Die drei Wirkstoffe Sorangiolid A, Ripostatin A und Maltepolid
A weisen alle einen Makrolidring auf (Irschik et al., 1995b; Irschik et al., 1995a; Irschik et
al., 2013). Eine ahnliche Struktur ist bei Angiolam A mit einem Makrolaktamring zu finden
(Kunze, 1985). Antibiotika mit Makrolid- und Makrolaktamringen wirken Gber die Inhibie-
rung der Proteinbiosynthese (Irschik et al., 1995b; Kunze, 1985). Die beiden Substanzen
Argyrin C und Myxovalargin A sind Peptide (Sasse et al., 2002; Irschik und Reichenbach,
1985). Dabei besitzt Argyrin C eine Tryptophan-Gruppe, die als ,Anker” in einer lipophilen
Umgebung wie etwa der Zellmembran oder einer hydrophoben Tasche (wie sie in c-FLIP
eine fUr die Funktion essentielle Struktur darstellt) dienen kénnte. Insgesamt weisen die
meisten Strukturen Ketten auf, die Polyketidelemente haben und vermutlich Uber die Poly-
ketidsynthese hergestellt wurden. Diese lipophilen Seitenketten kdnnten dazu notwendig
sein, dass die Substanzen in die Zelle gelangen oder sich in die Zellmembran einlagern.
Zudem sind die meisten Substanzen eher asymmetrisch aufgebaut, mit einem Ringsystem
einerseits und der lipophilen Seitenkette andererseits. Eine optimale c-FLIP inhibierende
Substanz wirde die Interaktion von c-FLIP und Caspase-8 oder FADD direkt am DISC
verhindern. Fur die Rekrutierung von c-FLIP zum DISC ist der hydrophobe Fleck notwendig
(Ueffing et al., 2008a; Majkut et al., 2014). Eine Substanz, die an der hydrophoben Stelle die
Interaktion zwischen c-FLIP und dem DISC verhindern soll, sollte also sowohl hydrophobe
als auch hydrophile Eigenschaften aufweisen. Einige der gefundenen Wirkstoffe, z.B. Argyrin
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C, Angiolam A, Jerangolid H oder Sorangiolid A erflillen diese Voraussetzungen. Ob sie
jedoch direkt mit dem DISC interagieren, konnte in dieser Arbeit nicht ermittelt werden.

Im Annexin V/7AAD-Test konnte gezeigt werden, dass alle Substanzen zusammen mit
CD95L Apoptose in HT 1080 Zellen auslosen. Myxothiazol A trat dabei als relativ toxische
Substanz zutage, die auch ohne zusatzliche Stimulation Apoptose in den Zellen auslost. Die
einzelnen Apoptosetests wie Resazurintest, Nicoletti-Test, Caspase-3/7-Test und Annexin
V/7AAD-Test ergaben relativ heterogene Ergebnisse. Diese kdnnten sich einerseits mit
unterschiedlicher Sensitivitat der Nachweise erklaren lassen, aber auch damit, dass in
unterschiedlichen Apoptosetests unterschiedliche Apoptosestadien untersucht werden.

Der Resazurintest weist zum Beispiel metabolisch inaktive Zellen nach, diese kénnen
entweder tot, in einem Ruhestadium oder durch einen Wirkstoff metabolisch gehemmt
sein. Apoptotische Zellen sind nicht unbedingt metabolisch inaktiv. Der Resazurintest ist
zwar dafur bekannt, dass insbesondere mitochondrielle Aktivitat fir die Reduzierung von
Resazurin verantwortlich ist, da aber auch Mycoplasmen- und andere bakterielle Proliferation
mit diesem Test ausgewertet werden kann, kbnnen mitochondrielle Proteine nicht die einzige
Reduktionsquelle fir Resazurin sein. Da eine Mycoplasmeninfektion eine Fehlerquelle fur
den Resazurintest darstellt, wurden die in dieser Arbeit verwendeten Zellen regelmafig
auf Mycoplasmen getestet. AusschlieBlich Mycoplasmen-negative Zelllinien wurden flr die
Versuche verwendet.

Der Nicoletti-Test hat eine hohe Fehlerrate und auch bei den Kontrollen teilweise eine niedrige
Apoptoserate angezeigt. Mikroskopisch waren die Zellen jedoch apoptotisch, sodass eine
Optimierung dieses Experimentes notwendig ist, um belastbare Schliisse aus diesem Test
ziehen zu kénnen.

Auch beim Caspase-3/7-Test waren teilweise nur sehr niedrige Apoptoseraten messbar. Die
Aktivierung von Caspasen ist zwar der bedeutendste Schritt zur Definition von Apoptose,
wann jedoch nach Zugabe der Substanzen und der Stimulation von CD95L die Aktivierung
der Caspasen am hdéchsten ist, kann durchaus substanzspezifisch sein. Messungen nach
kurzer Inkubationszeit (4-8 h, Ergebnisse nicht dargestellt) haben kaum eine Aktivierung von
Caspasen gezeigt, wahrend eine langere Inkubationszeit zu héheren Apoptoseraten gefiihrt
hat (sichtbar z.B. in Abb. 3.15).

In den hier durchgeflihrten Experimenten zeigte der Annexin V/7AAD-Test hdhere Apopto-
seraten als der Caspase-3/7-Test. Er scheint also, mit den hier verwendeten Protokollen,
sensitiver apoptotische Zellen nachzuweisen. Bei beiden Tests sind aktive Caspasen fir
ein positives Ergebnis notwendig. Caspasen sind unter anderem auch notwendig, um die
Flippasen zu spalten, die Phosphatidylserin (PS) von der auBeren Seite der Zellmembran
zur innen Seite der Zellmembran verlagern (Muthusamy et al., 2009). Daher muss eine
Aktivierung von Caspasen stattgefunden haben, bevor der Annexin V-Test positiv ausfallen
kann.

4.0.2 Argyrin C als c-FLIP-inhibierende Substanz

Argyrin C war die Substanz, die c-FLIP_-Zellen im Screening am effektivsten auf CD95L-
Behandlung sensitiviert hat. Diese Substanz ist aus mehrfacher Hinsicht ein sehr interessan-
ter Kandidat far weitere Untersuchungen.
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Myxobakterien und anderen Mikroorganismen 1996.
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Argyrine sind eine Gruppe aus bislang acht bekannten Mitgliedern (Argyrin A-H) und beste-
hen aus zyklischen Peptiden. Sie werden von Stdmmen des Myxobakteriums Archangium
und Cystobacter produziert und wurden erstmals von Sasse et al. im Jahr 2002 beschrieben.
Argyrine haben eine wachstumsinhibierende Wirkung auf murine L929-Zellen und auch auf
humane Zelllinien, wobei die cytotoxische Wirkung stark von der jeweiligen Zelllinie abhangt
(Sasse et al., 2002). Sie zeigen eine eher leichte antibakterielle und antifungische Aktivitat.
Die hichste Sensitivitat zeigen zwei Pseudomonas-Arten. Hefen konnten mit Argyrinen
nicht im Wachstum beeintrachtigt werden und auch filamentése Pilze zeigen in Gegenwart
von Argyrin A-D, wenn Uberhaupt, nur eine unvollstandige Inhibition (Sasse et al., 2002).
Schon diese erste Veroffentlichung beschreibt eine immunmodulatorische Wirkung von
Argyrinen. Argyrin B zeigt eine starke inhibitorische Aktivitat auf die T-Zell-unabhangige
Antikérperproduktion muriner B-Zellen (Sasse et al., 2002). Dabei wurden Milzzellen von
C57BL/6 nu/nu und C57BL/6 Mausen entweder mit 2,4,6-Trinitrophenylhapten (TNP)-LPS
oder mit 2,4-Dinitrophenyl-Alanylglycylglycyl (DAGG)-Ficoll stimuliert und auf ihre IgM An-
tikdrperproduktion gegen Dinitrophenyl-Ovalbumin untersucht. Argyrin B konnte die B-Zell-
unabhangige Antikdrperproduktion in Antwort auf TNP-LPS Stimulation deutlicher inhibieren
als die AntikOrperproduktion nach DAGG-Ficoll Stimulation. Argyrin B zeigt auch eine
inhibitorische Wirkung bei der sogenannten Zwei-Wege Reaktion muriner gemischter Lym-
phozyten (MLR), die ein in vitro Modell fir alloantigen-gesteuerte T-Zell Aktivierung und
Proliferation ist (Meo, 1979). Auch bei menschlichen B-Zellen konnte Argyrin B deutlich die
IgG-Antikorperproduktion nach CD40/IL-4 oder S. aureus Cowan I-Stimulation hemmen.
Argyrin B wurde auch als Substanz im Screening getestet. Da sie allerdings eine Toxizitat
von etwa 50 % gegen Leervektorzellen gezeigt hat, wurde sie als ,zu toxisch* eingestuft und
nicht weiter untersucht. Im Screening konnte aber auch durchaus eine starke Verringerung
der Viabilitat der c-FLIP| -Zellen nach Argyrin B-Behandlung und CD95L-Stimulation zu ca.
40 % festgestellt werden. Argyrin C wurde in dieser Arbeit nicht spezifisch auf die Inhibierung
der Antikorperproduktion von B-Zellen getestet. Bei der Untersuchung anderer Blutzellen
wurde kein starker Einfluss auf die Viabilitat von humanen PBMCs oder muriner T-Zellen
gefunden (siehe Abb. 3.17 und 3.18).

Argyrin A wurde zudem als apoptoseinduzierende Substanz beschrieben, die eine Wirkung
auf Krebszelllinien besitzt. Der Mechanismus beruht auf einer Stabilisierung von p27<P1,
da die S20-Untereinheit des Proteasoms inhibiert wird (Nickeleit et al., 2008). Die Stabilitat
von p27KP1 hat mehrere Auswirkungen auf die untersuchten Krebszellen gezeigt, wie die
Induktion von Apoptose und der Einfluss auf bestehende Blutgefaf3e und die Verhinderung
der Neubildung von BlutgefaBBen zum Tumor (Nickeleit et al., 2008).

Das Protein c-FLIP ist sehr schnelllebig und wird durch Ubiquitinylierung im Proteasom
abgebaut (Fulda et al., 2000; Schmitz et al., 2004; Poukkula et al., 2005). Somit scheint die
proteasominhibierende Wirkung von Argyrinen gegensatzlich zu einer c-FLIP-inhibierenden
Wirkung zu sein. Argyrin A wurde im Screening auf eine c-FLIP| -sensitivierende Wirkung
getestet. Es konnte aber auf3er einer leichten toxischen Wirkung von etwa 20 % auf Leervek-
torzellen und eine Sensitivierung auf etwa 85 % Viabilitat bei c-FLIP -Zellen keine Wirkung
festgestellt werden.

Die Argyrin C-Behandlung im Western Blot fihrte zu einer leichten Abnahme der 55 kDa-
langen Form von c-FLIP_ (Abb. 3.20 B). Bei zusatzlicher Todesligand-Stimulation ist die
c-FLIP_-Expression stark vermindert. Unterhalb des p43-Fragments ist bei etwa 40 kDa
noch ein kleineres c-FLIP Fragment sichtbar, das auch bei der STS-stimulierten Probe zu
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sehen ist, nicht jedoch bei CD95L unstimulierten Proben oder bei den anderen Substanz-
behandelten Proben. Ob die Abnahme der c-FLIP| -Expression mit zuséatzlicher CD95L -
Stimulation die Ursache oder eine Folge von Apoptose ist, istim Western Blot nicht erkennbar.
Die Blockierung des Proteasoms durch Argyrin, wie in anderen Publikationen beschrieben,
ist aber anscheinend nicht ausreichend, um den Abbau von c-FLIP zu verhindern.

Eine andere Veroffentlichung zeigt, dass Argyrin F eine apoptoseinduzierende Wirkung auf
Bauchspeicheldriisenkarzinomzellen besitzt (Chen et al., 2017). Es wurde im Mausmodell im
Vergleich zum Zytostatikum Gemcitabin getestet und konnte zusammen mit Gemcitabin das
Tumorwachstum stérker verringern als Gemcitabin allein. Argyrin F konnte die Zellproliferati-
on, Migration, Invasion und Zusammenlagerung von Bauchspeicheldriisenkarzinomzellen in
vitro beeinflussen. Zudem flihrte es zu Apoptose und Seneszenz in den behandelten Zellen
und hatte einen Einfluss auf den Ubergang der Zellen von der G1- zur S-Phase. Argyrin
F war keine Substanz im durchgefiihrten Screening, daher ist keine Aussage Uber eine
c-FLIP_-inhibierende Wirkung moglich.

Schon geringfligige strukturelle Unterschiede zwischen den Isoformen von Argyrin haben
verschiedene biologische Wirkungen zur Folge, wie die antibakterielle Wirkung Gber den
Elongationsfaktor G von Argyrin B und die proteasominhibitorische Wirkung von Argy-
rin A zeigt (Stempel et al., 2018). Im Screening wurden verschiedene natirliche Derivate
von Argyrin getestet (siehe Tab. 3.1). Dabei zeigte nur Argyrin B eine deutliche Toxizitat
gegenlber Leervektorzellen. Argyrin B und C zeigten eine deutliche Verringerung der c-
FLIP_-Sensitivitat, das heif3t, die c-FLIP_-Zellen waren nach Substanzbehandlung sensitiver
gegeniber CD95L-Stimulation. Die anderen Isoformen zeigten keine oder nur eine gerin-
ge Sensitivierung von c-FLIP_ Zellen auf CD95L-Stimulation. Dies ist ein Hinweis darauf,
dass die c-FLIP_-Inhibierung durch Argyrin C sehr strukturspezifisch ist und auch bei eng
verwandten Strukturen keine ahnliche Wirkung festzustellen ist.

Verschiedene chemische Derivate der Argyrine standen zur Verfigung. Daher konnten
anhand dieser auch strukturelle Informationen Uber Argyrin C und dessen Wirkweise ge-
wonnen werden. Da die Derivate keine c-FLIP-inhibierende Aktivitat mehr besaf3en, lasst
dies den Schluss zu, dass die veranderten chemischen Gruppen notwendig fur die Aktivitat
sein kdnnten. Eine andere mdgliche Erklarung ist, dass die Azulen-Gruppe die chemischen
Eigenschaften der Argyrine derartig verandert hat, dass sie ihre Wirkung verliert. Griinde
daflr konnen sein, dass das Molekil schlechter in die Zelle und damit zu ihrem Wirkort
gelangen kann oder dass sich die Léslichkeit in DMSO oder im Medium verschlechtert hat.

Die Azulen-Gruppe besitzt sowohl eine tiefblaue Farbe als auch fluoreszierende Eigenschaf-
ten. Leider wurden in den eingesetzten Konzentrationen von max. 25 uM die Substanzen
so stark verdiinnt, dass keine Blaufarbung oder Fluoreszenz mehr detektierbar war. Da die
verwendeten Derivate keine Wirkung auf c-FLIP_ -Zellen mehr gezeigt haben, konnte auch
leider keine Immunpréazipitation des DISCs durchgefihrt werden. Mit diesem hétte eventuell
nachgewiesen werden kdnnen, ob Argyrin C direkt am DISC wirkt. Wenn der prazipitierte
DISC ebenfalls eine blaue Farbung gehabt hatte, ware dies ein Hinweis darauf gewesen,
dass Argyrin sich im DISC anreichert. Eventuell hatte auch eine durch die Argyrin-Derivate
hervorgerufene Fluoreszenz im prazipitierten DISC nachgewiesen werden kénnen. Die
eingesetzten Substanzmengen waren auch zu gering, um per Fluoreszenzmikroskop den
Wirkort der Argyrin C-Derivate in der Zelle bestimmen zu kénnen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Argyrin A und F in der Literatur als apoptose-
auslésende Substanzen gegen Krebszelllinien beschrieben wurden (Nickeleit et al., 2008;
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4 Diskussion

Chen et al., 2017). Dies passt zu der Beobachtung, dass auch Argyrin C in héheren Konzen-
trationen toxisch auf die humane Fibrosarkomzelllinie HT 1080 wirkt. Ein toxischer Effekt
wurde bisher jedoch immer der proteasominhibierenden Wirkung auf die S20-Untereinheit
zugeschrieben, ein Zusammenhang mit dem extrinsischen Apoptosesignalweg wurde bisher
nicht untersucht. Daher erklart die beschriebene mogliche Wirkweise nicht, dass Argyrin
C in Gegenwart von CD95L c-FLIP-Uberexprimierende Zellen auf Apoptose sensitivieren
kann. Im Screening wurde nur bei Argyrin C eine deutliche Apoptosesensitivierung ohne
starke toxische Wirkung festgestellt. Interessanterweise wurde schon 2002 eine immunmo-
dulatorische Wirkung von Argyrin B auf B-Zellen beschrieben (Sasse et al., 2002). Es ist
bekannt, dass die meisten Immunzellen fir ihre Entwicklung und ihr Uberleben auf c-FLIP
angewiesen sind (Koenig et al., 2014; Kataoka und Tschopp, 2004; Golks et al., 2006;
Plaza-Sirvent et al., 2017). Daher waren Untersuchungen, ob eine c-FLIP-Reduzierung fur
die inhibitorische Wirkung von Argyrin B und C auf andere Immunzellen (wie z.B. B-Zellen)
verantwortlich ist, sinnvoll. Ebenso ist eine weitergehende Untersuchung der Wirkung von
Argyrin C auf B-Zellen bzw. von Argyrin B auf andere Immunzellen interessant, um die
immunmodulatorische Wirkung der Argyrine weiter zu charakterisieren.

4.0.3 Aurachin D als c-FLIP-inhibierende Substanz

Aurachine werden von den Myxobakterien Stigmatella oder den Actinobakterien Rhodococ-
cus produziert. Sie sind charakterisiert durch einen Quinolon oder einen Quinolin-Kern, mit
einer Farnesylkette an der Position C3 oder C4. Sie wurden urspringlich als Atmungsket-
teninhibitoren beschrieben, die spezifische Cytochromkomplexe inhibieren kdnnen (Li et al.,
2013). Sie sind dafiir bekannt, dass insbesondere Aurachin C und D in Saugetierzellen die
NADH-Oxidation in submitochondriellen Partikeln inhibieren kénnen (Kunze et al., 1987).
Dies geschieht durch die Inhibierung der Komplexe | und Ill in der mitochondriellen Atmungs-
kette (Friedrich et al., 1994). Aurachine sind aber auch flr die Inhibierung des Photosystems
Il und des Cytochrom bf Komplexes in photoaktiven Mikroorganismen und der Quinol-
Oxidationsstelle der bakteriellen Cytochrome bo und bd bekannt (Aurachin D inhibiert
spezifisch Cytochrom bd) (Oettmeier et al., 1990; Meunier et al., 1995). Durch diese Aktivitat
sind Aurachine bisher vor allem als Antibiotika bekannt, vor allem fir Gram-positive Bakterien.
Ein Effekt auf Gram-negativen Bakterien ist nur flr E. coli TolC bekannt, der einen Defekt
in einer Membranpumpe zum AusstrOmen von Substanzen hat (Li et al., 2013). Aurachine
haben keinen Effekt auf Hefen oder Pilze, dafir aber auf Parasiten wie Plasmodium oder
Trypanosoma (Li et al., 2013).

Aurachin D gilt mit Aurachin C als eines der am starksten wirksamen Aurachine. Es wirkt
in einigen Zelllinien cytotoxisch, so in der humanen Darmkrebszellline HCT-116, in der
Leukamiezelllinie K562 sowie in humanen U2 OS Osteosarkomzellen (Li et al., 2013). Als
Wirkmechanismus wird die Induktion intrinsischer Apoptose angenommen, da das mit-
ochondrielle Membranpotential abnimmt (Li et al., 2013). Ein chemisches Derivat, das auch
toxisch auf die Osteosarkomzellen wirkt, verringert allerdings nicht das mitochondrielle
Membranpotential. Bei diesem wird eine vermehrte ROS-Produktion als Ursache fir den
Zelltod angenommen (Li et al., 2013). Aurachin D ist zusammengefasst in der Literatur
als apoptoseauslésende Substanz bekannt, die den intrinsischen Apoptosesignalweg sti-
muliert. Bei Langzeituntersuchungen wurden auch in dieser Arbeit toxische Effekte von
Aurachin D beobachtet, jedoch nicht in den 16 h der typtischen Versuchsanordnung. In
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diesem Zeitraum sind jedoch die apoptosesensitivierenden Effekte auf den extrinsischen
Signalweg aufgetreten. Es sind verstarkende Zusammenhange zwischen dem intrinsischen
und dem extrinsischen Apoptosesignalweg bekannt, sodass eine sensitivierende Wirkung
auf den intrinsischen Apoptosesignalweg auch eine Sensitivierung auf den extrinsischen
Apoptosesignalweg bedingen kdnnte. Dagegen spricht allerdings, dass Aurachin D bei
Caspase-9-defizienten Zellen keine andere Wirkung zeigt als bei Caspase-9-rekonstituierten
Zellen. Dies spricht dafur, dass Aurachin D noch eine andere Wirkweise besitzt, die fir die
Wirkung auf den extrinsischen Apoptosesignalweg verantwortlich ist. Um dies zu Uberprifen,
sind Bindungsassays von Aurachin D an c-FLIP oder andere Molekile des extrinsischen
Apoptosesignalwegs notwendig.

4.0.4 HZI 15 als c-FLIP-inhibierende Substanz

Die Substanz HZI 15 zeigt in einigen Assays, insbesondere dem Annexin V/7AAD-Test,
interessante Eigenschaften. Die Wirkkonzentration reicht bis zur geringsten getesteten
Konzentration von 10 nM und der apoptoseausldsende Effekt ist homogen mit allen getes-
teten Methoden nachweisbar. Daher wurde in Zusammenarbeit mit der Ascenion GmbH,
dem Technologietransferpartner der Helmholtz-Gemeinschaft, beschlossen, dass die Sub-
stanz verblindet und keine Struktur veréffentlicht wird, um eine méglichen Patentierung der
Substanz durch das Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung nicht zu gefahrden.

4.0.5 Mogliche Wirkmechanismen der myxobakteriellen Substanzen

Fir das Naturstoffscreening wurden HT 1080 Zellen mit einer Uberexpression von c-FLIP.
im Vergleich zu Leervektorzellen verwendet. Im Western Blot und per Durchflusszytometrie
wurde gezeigt, dass sich diese Zellen sowohl in der Rezeptorexpression als auch in der
Expression der Proteine des extrinsischen Apoptosesignalwegs (abgesehen von der c-FLIP-
Expression) nicht unterscheiden (siehe Abb. 3.1). Daher kann davon ausgegangen werden,
dass die im Screening als Hits* bezeichneten Substanzen einen Einfluss auf c-FLIP_
haben. Auf welcher Ebene die Inhibition von c-FLIP stattfindet, wurde durch verschiedene
Experimente untersucht.

Die Versuche mit Jurkat-Zellen mit Defekten im extrinsischen und intrinsischen Apopto-
sesignalweg haben gezeigt, dass alle drei naher charakterisierten Substanzen Argyrin C,
Aurachin D und HZI 15 auf den extrinsischen Signalweg der Apoptose flr ihre Wirkung
angewiesen sind (siehe Abb. 3.16, 3.25, 3.31). Zudem haben die Substanzen auf Jurkats
mit einem Defekt im intrinsischen Signalweg nicht anders gewirkt als auf die rekonstituierten
Zellen, sodass auch die bisher bekannte Wirkung von Aurachin D als Atmungsketteninhibitor
nicht mit der Wirkung als c-FLIP-inhibierende Substanz erklart werden kann.

Alle drei genauer charakterisierten Substanzen haben den RNA-Gehalt von c-FLIP| oder
c-FLIPg nach 24 h nicht verringert. Einzig die mit HZI 15 behandelten Proben wiesen nach
langeren Inkubationszeiten eine Reduktion des c-FLIP-RNA-Gehalts auf. Eine Verringerung
der c-FLIP Expression auf RNA-Ebene ist also nicht der Wirkmechanismus der untersuchten
Substanzen.
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4 Diskussion

Im Western Blot verringerte sich die c-FLIP| -Expression nach der Behandlung mit Argyrin C
kaum. Bei der Behandlung mit Aurachin D ist eine Verringerung der c-FLIP| Expression
im Vergleich zu unbehandelten c-FLIP_-Zellen sichtbar. HZI 15 zeigt einen Effekt auf die
c-FLIP_-Expression, da nach 16 h noch c-FLIP_-Protein nachweisbar ist, nach 24 h jedoch
nicht mehr. Nach 16 h HZI 15 Behandlung ist bei c-FLIPg-lberexprimierenden Zellen eine
deutliche Reduktion von c-FLIPg sichtbar. Dabei ist gleichzeitig eine Zunahme von c-FLIP|
sichtbar. Wird eine zusatzliche Stimulation mit CD95L durchgefihrt, so nimmt der c-FLIP -
Gehalt nach Argyrin C- und Aurachin D- und HZI 15-Behandlung deutlich ab, teilweise bis
unter die Nachweisgrenze. Da c-FLIP wahrend der Apoptose abgebaut wird (Oztirk et al.,
2012), kann die Kausalitat nicht geklart werden, ob die Verringerung von c-FLIP Protein zur
Apoptose flihrt oder ob die Apoptose der Zelle zum Abbau von c-FLIP fihrt. Die Vermutung,
dass der Wirkmechanismus auf Protein-Ebene liegt und entweder mit der Regulierung von
c-FLIP oder mit der Protein-Protein-Interaktion am DISC zu tun hat, liegt nahe.

Uber die Frage des genauen Wirkmechanismus der drei genauer charakterisierten Sub-
stanzen kann also nur spekuliert werden. Eine Mdglichkeit ist, dass der Abbau von c-FLIP
beschleunigt wird, indem etwa eine E3-Ubiquitin-Ligase (z.B. ltch) aktiviert wird. Die E3-
Ligase ltch ist daflr bekannt, dass sie c-FLIP ubiquitinyliert und so zur Regulation der
c-FLIP Expression beitragt (Chang et al., 2006). Dieser Mechanismus kdnnte fir Aurachin D
zutreffen, da hier eine Verringerung der c-FLIP-Expression durch Behandlung mit Aurachin D
sichtbar war. Auch die c-FLIPg-Expression wurde durch HZI 15 verringert, auch hier konnte
die Aktivierung einer spezifischen E3-Ligase Vorliegen. Dies wirde auch den Unterschied
zur c-FLIP_-Expression in c-FLIPg-Zellen erklaren, die nach HZI 15 Behandlung sogar
angestiegen ist und erst nach CD95L-Stimulation abnimmt.

Eine andere Moglichkeit der Wirkung von Argyrin C, Aurachin D und HZI 15 ist, dass diese
Substanzen direkt auf c-FLIP wirken und bei der Anlagerung an c-FLIP zur Konformati-
onsanderung der c-FLIP-Proteine fihren. Eine Misfaltung von Proteinen flhrt zu deren
Ubiquitinierung (Esser et al., 2004). Dies flhrt dann ebenfalls zum Abbau von c-FLIP und zu
einer Sensitivierung der Zellen.

Ob die Substanzen direkt an c-FLIP oder den DISC binden kénnen und so die Protein-
Protein-Interaktionen direkt dort modifizieren kdnnen, kann durch Experimente wie den
Thermal-Shift-Assay (direkte Messung, ob Liganden an Proteine binden) oder dem In-vitro
FLICE-assay (Medema et al., 1997) (indirekte Messung, ob die Aktivierung von Caspase-8
in Gegenwart von c-FLIP und den Substanzen méglich ist) herausgefunden werden. Eine an-
dere Mdglichkeit ist die chemische Modifizierung der Substanzen etwa durch Biotinylierung,
wodurch dann ein Pull-Down-Assay moglich ist.
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4.0.6 Schlussbemerkungen

Bei vielen Krankheiten, von Autoimmunkrankheiten tber Infektionen, neurodegenerativen
Krankheiten bis hin zur Krebsentstehung spielt die Regulation von Apoptose eine entschei-
dende Rolle. c-FLIP als Apoptoseregulator ist dabei ein entscheidender Faktor, flr den
jedoch noch keine spezifischen Wirkstoffe gefunden wurden. Eine Inhibierung oder Stabili-
sierung von c-FLIP wiirde bei der Feinregulierung einer gestérten Apoptose nitzlich sein
und somit bei vielen Krankheiten eine Anwendung finden konnen. Daher war das Ziel dieser
Arbeit die Identifizierung und Charakterisierung von c-FLIP-modulierenden Substanzen.

Mit Hilfe einer c-FLIP_-Uberexprimierenden Zelllinie wurde ein Screening von myxobakteriel-
len Substanzen durchgefiihrt, um c-FLIP_-destabilisierende Wirkstoffe zu finden. Von elf als
,Hits“ ausgewahlten Substanzen wurden drei Substanzen naher charakterisiert. In dieser
praklinischen Phase der Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Substanzen tatsachlich
durch die Auslésung von Apoptose wirken und ihre Toxizitat wurde in Kinetiken bewertet.
Auch weiterfihrende Toxizitatsstudien mit murinen T-Zellen und humanen PBMCs wurden
durchgeflhrt. Ein erster Schritt der Mechanismusaufkarung wurde fir alle drei Substanzen
durchgefihrt, da festgestellt wurde, dass sie c-FLIP nicht auf mRNA- sondern auf Protei-
nebene hemmen. Ob diese Hemmung durch eine direkte Interaktion am DISC, durch die
Induktion der Zersetzung von c-FLIP oder einen anderen Mechanismus herbeigefiihrt wird,
ist noch unklar.

Far die Untersuchung von Argyrin C stand die Mdglichkeit zur Verfligung, verwandte che-
misch synthetisierte Derivate zu testen. Obwohl die eingebrachte Azulengruppe nicht direkt
detektiert werden konnte, wurde festgestellt, dass die chemische Veranderung an den ein-
gebrachten Stellen die Toxizitat aber auch die apoptoseauslosende Wirkung von Argyrin
C komplett verhinderten. Andere chemische Derivate kdnnten weitere Erkenntnisse zur
Wirkung notwendiger Strukturen beisteuern und eventuell die Wirkung verbessern oder
die Toxizitat verringern. Weitere Untersuchungen zum genauen Wirkmechanismus sind in
Vorbereitung, so z.B. Interaktionsstudien der Substanzen mit c-FLIP.

Da das Screening auf c-FLIP-inhibierenden Substanzen sich als belastbar erwiesen hat,
ware auch ein neues Screening auf c-FLIP-stabilisierende Substanzen denkbar.
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Verwendete Abkurzungen

7AAD
Abb.
ACC-1
AICD
Apaf-1
ALPS
APC
APP
AzuAla
BAK
BAX
Bcl-2
CARD
Caspasen
DAGG
DAMP
DD
DED
DISC
DMSO
DN

ER
FACS
FADD
FKS
c-FLIP
v-FLIP
LPS
MHC
MLKL
mM

7-Aminoactinomycin

Abbildung

Acetyl-CoA-Carboxylase-1
activation-induced cell death
apoptotic peptidase activating factor 1
autoimmunes lymphoproliferatives Syndrom
Antigen-prasentierende Zelle
amyloides Vorlauferprotein
B-(1-azulenyl)-I Alanin

Bcl-2 antagonist/ Killer

Bcl-2 associated X

B-cell lymphoma 2

Caspase-Rekrutierungsdomane

Cystein-abhangige Aspartat-spezifische Proteasen

2,4-Dinitrophenyl-Alanylglycylglycyl
danger associated molecular pattern
Death Domain

Death Effector Domain

Death-inducing signaling complex
Dimethylsulfoxid

doppelt negative

endoplasmatisches Retikulum
Durchflusszytometrie

Fas-associated protein with death domain
fotales Kalberserum

zellulares FLICE-inhibitory protein

virales FLICE-inhibitory protein
Lipopolysaccharide
Haupthistokompatibilitatskomplex

Mixed lineage kinase domain like pseudokinase

Millimolar
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Verwendete Abkirzungen

NFAT nuclear factor of activated T-cells
NSCLC  non-small cell lung cancer
PARP Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase

PBMCs mononukleare Zellen des peripheren Blutes

PHA Phytoh&dmagglutinin

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

PRR Pattern recognition receptors

PS Phosphatidylserin

gPCR quantitative Polymerasekettenreaktion
RIPK Rezeptor-interagierende Proteinkinase
RSB Reduzierungspuffer

RT Raumtemperatur

tBid trunkiertes Bid

Th2 Typ 2 Helfer-T-Zellen

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TNP 2,4,6-Trinitrophenylhapten

TRADD  Tumornekrosefaktor Rezeptor Typ-l assoziierte Todesdomanenprotein
Tregs regulatorische T-Zellen

SNP single nucleotide polymorphism

STS Staurosporin
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