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abstract

Since 1989, when Trauth et al. and Yonehara et. al. laid the foundation for a new extrinsic research
field, the apoptotic CD95/Fas signalling pathway, many other scientists have worked on deciphering
this signalling cascade over the past 30 years?. Based on the state of the art information on the pathway,
it has become possible to further identify specific protein interactions using novel biochemical and
computer-based in silico methods and in addition to use this knowledge for improved treatment
strategies to cure diseases such as tumors. In the publication "Long and short isoforms of c-FLIP act as
control checkpoints of DED filament assembly”, the role of two isoforms of the apoptosis-regulating
protein c-FLIP at the CD95-DISC was investigated. This provided the basis for a more detailed analysis
of the pro-apoptotic function of the protein c-FLIP. in the procaspase-8/c-FLIP_ heterodimer. After
extensive interaction analyses, the idea arose to test small molecules, selected by in silico screenings
from the ZINC12 database of over 16 million compounds, in combination with CD95 stimulation in
malignant cells in order to sensitize them towards cell death. "Dissecting DISC regulation via
pharmacological targeting of caspase-8/c-FLIP_ heterodimer" was the follow-up publication for
deciphering the induction mechanisms after combinatorial treatment of small molecules and CD95L of
CD95/Fas-mediated apoptosis. Finally, it could be shown in malignant AML cells with FLT3-ITD
mutation by "Targeting RIPK1 in AML cells carrying FLT3-ITD" that programmed cell death can be
induced by CD95L binding to the receptor and BV6 treatment. The focus of the analyses was on the
sensitisation of tumor cells towards cell death. All three publications were based on the scientific goal
of deciphering new molecular mechanisms for the CD95-dependent induction of programmed cell death
and developing innovative approaches for targeted modifications of the CD95/Fas signalling pathway

in tumor cells.
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Zusammenfassung

Seit 1989 Trauth et al. und Yonehara et. al den Grundstein fur die Erforschung des extrinsischen,
apoptotischen CD95/Fas Signalweges gelegt haben, haben in den vergangenen 30 Jahren viele weitere
Wissenschaftler an der Entschliisselung dieser Signalkaskade gearbeitet’2. In Folge dessen wurde es
mittels neuartiger biochemischer und computer-basierter in silico Methoden mdglich, spezifische
Protein-Interaktionen zu identifizieren und dieses Wissen fiir verbesserte Behandlungsstrategien zur
Bek&dmpfung von Krankheiten wie zum Beispiel Tumorerkrankungen einzusetzen. In der Publikation
,,Long and short isoforms of c-FLIP act as control checkpoints of DED filament assembly” wurde die
Rolle zweier Isoformen des Apoptose-regulierenden Proteins c-FLIP am CD95-DISC untersucht. Dabei
entstand die Basis fiir die detailliertere Analyse der pro-apoptotischen Funktion des Proteins c-FLIP. im
Procaspase-8/c-FLIP -Heterodimer. Nach ausgiebigen Interaktionsanalysen entstand die ldee small
molecules, die durch in silico Screenings aus der ZINC12 Datenbank aus tber 16 Millionen
Verbindungen ausgewahlt wurden, in Kombination mit CD95-Stimulation in malignen Zellen zu testen,
um diese zu sensitivieren. ,,Dissecting DISC regulation via pharmacological targeting of caspase-8/c-
FLIPL heterodimer< setzte demnach einen weiteren Grundstein fiir die Entschliisselung der
Induktionsmechanismen der CD95/Fas-vermittelten Apoptose. Final konnte in malignen AML-Zellen
mit FLT3-ITD Mutation durch ,,Targeting RIPK1 in AML cells carrying FLT3-ITD* gezeigt werden,
dass programmierter Zelltod durch CD95L-Bindung an den Rezeptor und BV6 Behandlung ausgeldst
werden kann. Dabei stand die Sensitivierung von Tumorzellen im Fokus der Analysen. Alle drei
Publikationen basierten auf dem wissenschaftlichen Ziel: einer Entschliisselung neuer molekularer
Mechanismen zur CD95-abhdngigen Induktion des programmierten Zelltods und der Entwicklung

innovativer Ansdtze zur gezielten Modifikation des CD95/Fas Signalweges in Tumorzellen.



Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Nichts existiert in der Natur allein. (Rachel Carson)

So existiert auch ein notwendiges Gleichgewicht zwischen Leben und Tod. Dysregulationen dieser
empfindlichen Balance flihren zu schwerwiegenden Erkrankungen. Das lymphoide Wachstum und die
damit verbundene Bildung unreifer Lymphozyten im Thymus ist ein zentraler Prozess in der
Entwicklung eines gesunden Immunsystems. Durch negative Selektion kommt es zur Beseitigung
autoreaktiver Thymozyten®. Eine Storung dieses Prozesses kann ein Ausloser fir
Autoimmunerkrankungen wie Diabetes Typ 1 sein®. Der Verlust der Homdostase in Bezug auf eine
Dysregulation des Zelltods ist oftmals mit der Ausbildung schwerwiegender Erkrankungen wie Morbus
Parkinson®, Morbus Alzheimer® und Tumorerkrankungen’ assoziiert. Dies sind nur einige Beispiele, die

die Notwendigkeit dieses sensiblen Gleichgewichts verdeutlichen.

1.1 DERPROGRAMMIERTE ZELLTOD

Die wissenschaftliche Historie lber die Erforschung des regulierten Zelltods begann 1842 mit der
Untersuchung des deutschen Naturforschers Carl VVogt, welcher sterbende Zellen in Geburtshelferkréten
bemerkte. Jedoch waren es J. F. R. Kerr, A. H. Wyllie und A. R. Currie im 20. Jahrhundert, die mittels
Elektronenmikroskopie den bis dato unbekannten, programmierten Zelltod wissenschaftlich
beschrieben. Der Begriff Apoptose wurde das erste Mal in ihrer Publikation von 1972 verwendet und
gepragt®. Dabei wurden die morphologischen Eigenschaften einer apoptotischen Zelle sehr genau
beschrieben. Das Schrumpfen der Zelle, die Kondensierung des Chromatins, als auch die
Fragmentierung der Membran, bis hin zur Ausbildung der Apoptosekdrperchen und final der
Phagozytose mittels Makrophagen sind bis heute markante apoptotische Merkmale. Im Detail ist dieser
regulierte Prozess abhangig von Signalkaskaden, die enzymatische Proteine wie Proteasen und
Nukleasen aktivieren®. Nur ein Jahr spater 1973 beschrieben J.-U. Schweichel und H.-J. Merker drei
Typen des Zelltods. Einerseits entdeckten auch sie mittels mikroskopischer Aufnahmen
charakteristische Eigenschaften einer apoptotischen Zelle (Typ I). Andererseits wurde Autophagie als
2. Typ des Zelltods beobachtet. Dabei stellten sie zahlreiche Autophagie-Vakuolen und keine
beziehungsweise keine starke Verdnderung des Nukleus fest. Der 3. Typ des Zelltods zeichnete sich
durch das Anschwellen der Zelle, einem schnellen Verlust der Membranintegritat und das Ausschiitten
intrazellularer Bestandteile in die extrazellulare Matrix aus®. Diese Form des Zelltods hat oftmals

Entziindungsreaktionen zur Folge.



Einleitung 2

In den letzten Jahren wurden weitere Signalwege zur Aktivierung eines programmierten, nicht-
apoptotischen Zelltods entdeckt wie zum Beispiel Nekroptose!!, Entose!?, Pyroptose®® oder Ferroptose®4.
Trotz dieser Vielzahl an wissenschaftlichen Entdeckungen sind noch nicht alle regulatorischen

Mechanismen in humanen Zellen entschlisselt worden.

1.1.1  Apoptose

Der aus dem Griechischen stammende Begriff dnontwoig (apoptosis) oder Apoptose bedeutet ibersetzt
,,Abfall“ oder ,,Niedergang®. Diese Ausdriicke beschreiben lediglich das Resultat eines stark regulierten
Prozesses-des programmierten Zelltods.

Apoptose zeichnet sich durch spezifische morphologische als auch biochemische Merkmale aus. Der
apoptotische Prozess beginnt mit dem Zell- und Nucleusschrumpfen, wobei es zur Kondensation des
nukledren Chromatins und zur DNA Fragmentierung durch endogene DNasen kommt. Letztendlich
fuhrt dies zur Karyorrhexis, der destruktiven Fragmentierung des Nukleus. Die Zelle im Ganzen bildet
blasenartige Strukturen aus, die spater zu Apoptosekdrperchen werden. Diese engbepackten Zellreste
enthalten zelluldre Organelle und Teile des fragmentierten Nukleus und werden durch Phagozytose
durch zum Beispiel Makrophagen beseitigt. Dabei tritt dieser apoptotische Prozess charakteristisch ohne

Inflammationsaktivierung auf®.

Die Unterscheidung zwischen zu phagozytierenden Apoptosekdrperchen und gesunden Zellen ist
evolutionar von niedrigeren Organismen wie Caenorhabditis elegans bis zu Saugetieren konserviert>1,
Das Phospholipid Phosphatidylserin (PS) ist in gesunden Zellen auf der Innenseite der Plasmamembran
lokalisiert. Durch Apoptoseinduktion werden die Phosphatidylserine auf der AuRenseite der
Zellmembran prasentiert. Dies ist ein Caspase-abhangiger Prozess'’, der sich durch Scramblase
Aktivierung und Flippase Inaktivierung in der Zellmembran auszeichnet!®!®. Daraufhin erkennen
Makrophagen durch Phosphatidylserin-Rezeptoren auf ihrer Oberflache oder abgesonderter,

Phosphatidylserin-bindender Proteine apoptotische Zellen und phagozytieren diese?>?,

Nach heutigem Wissensstand kann Apoptose durch zwei regulatorische Signalwege induziert werden.
Der intrinsische oder mitochondriale Signalweg wird durch die Permeabilisierung der mitochondrialen
AuRenmembran (MOMP, engl. Mitochondrial Outer Membrane Polarization) initiiert?2, Dabei kommt
es zur Ausschittung mitochondrialer Proteine wie CytochromC und DIABLO/SMAC (engl. direct IAP
binding protein with low pl, second mitochondria-derived activator of caspases). Darauffolgend
formiert sich intrazellular das Apoptosom, ein Komplex bestehend aus CytochromC, Apaf-1 (Apoptotic
protease activating factor 1) und Caspase-9 (engl. Cysteinyl-aspartate specific protease), der die

Effektorcaspase-3 aktiviert?>2,
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Caspase-3 aktiviert eine Vielzahl verschiedener Substrate in der Zelle, die meist durch Spaltung die

zellul&ren, biochemischen Apoptose-Mechanismen auslésen (Abbildung 1).

Der extrinsische, apoptotische Signalweg wird durch die Aktivierung eines Todesrezeptors mittels
seines Liganden initiiert. Todesrezeptoren wie zum Beispiel TNF-Rezeptor (Tumornekrosefaktor-
Rezeptor), TRAIL-R1/2 (Tumornekrosefaktor-verwandter Apoptose-induzierender Ligand-Rezeptor)
oder CD95/Fas (engl. Cluster of Differentiation 95/ engl. Factor activating ExoS) gehdren zur
Todesrezeptor-Familie, die wiederum eine Untergruppe der TNF-Rezeptor Superfamilie ist. Sie haben
verschiedene biologische Funktionen wie die Regulation des Zelltods und des Zelluberlebens, sowie die

Zelldifferenzierung und die Immunregulation.

1.1.2 Tumornekrosefaktor-Rezeptor Superfamilie (TNF-Rezeptor Superfamilie)

Am Ende der 1960er und am Anfang der 1970er Jahre wurden die Zytokine Lymphotoxin und TNF als
Ausscheidungsprodukte von Lymphozyten und Makrophagen identifiziert?2’. Nach naheren Analysen
wurde eine groRe strukturelle Homologie in ihrer Ektodomane festgestellt?®. So kam es nicht
uberraschend, dass auch die dazugehdrigen Rezeptoren in die TNF-Rezeptor Superfamilie nach

Sequenzierungen mittels expressed sequence tags eingegliedert werden konnten?,

TNF-Rezeptor Superfamilie Rezeptoren und ihre dazugehorigen Liganden bieten die Grundlage fir
wichtige Kommunikationssignale zwischen verschiedenen Zelltypen wéhrend der gesamten
Zellentwicklung. Sie sind Typ | Membran-Rezeptoren und zeichnen sich durch eine signifikante
Homologie in ihrer extrazellularen Doméne aus, die durch bis zu 6 Cystein-reiche Doménen
charakterisiert ist und die ihre Liganden-Spezifitat definiert?®. Die Mitglieder der TNF-Rezeptor
Superfamilie kénnen in drei untergeordnete Familien eingegliedert werden: Todesrezeptoren, die nach
Aktivierung Zelltod durch ihre zytoplasmatische Todes-Doméne (DD, engl. death domain) auslésen wie
CD95/Fas und TRAIL-R1/2; Nicht-Todesrezeptoren, die meist Uber ein oder mehrere TNF-R-
assoziierte Faktoren (TRAF, engl. TNF receptor-associated factor) ein Signal weiterleiten wie CD40
und I6sliche Rezeptoren, die Liganden binden, aber es nicht zur Signalweiterleitung kommt wie Decoy-
Rezeptor 3%3L, Bei den meisten Rezeptoren fuhrt Lingandenbindung zur Trimerisierung des Rezeptors

und somit zur Aktivierung der intrazellularen Signalkaskade®?.

1.1.3  Der CD95/Fas-vermittelte, apoptotische Signalweg

1989 wurde ein monoklonaler Antikérper namens anti-APO-1' oder CH11? von zwei unabhéngigen

Gruppe aus Mausen isoliert.



Einleitung 4

Dabei wurde der oberflachengebundene Rezeptor CD95 (APO-1/Fas) als Zielprotein dieser Antikérper

in zum Beispiel einer malignen humanen B-Lymphozyten Tumorzelllinie SKW 6.4 identifiziert.

CD95/Fas ist ein meist glykosylierter Transmembran-Rezeptor Typ I, welcher in vielen Zellsystemen
exprimiert wird®. Durch Bindung des CD95L an den CD95/Fas-Rezeptor kommt es zur
Trimerisierung/Oligomerisierung des Rezeptors und damit zur Initiation der Signalkaskade®. Der C-
terminale, intrazellulare Teil des Rezeptors ist durch eine DD gekennzeichnet®, welche durch
Konformationsanderung fur Adapterproteine wie FADD (engl. Fas-associated protein with death
domain) frei zuganglich wird®*?’. DD-besitzende Proteine gehdren zur groRen DD Superfamilie und
zeichnen sich durch 60-helikale Strukturen aus, die sowohl in ihrer Lange als auch in ihrer Ausrichtung
variieren kénnen. Allerdings weisen diese Proteine auch eine geringe Sequenzhomologie auf und
besitzen damit unterschiedliche Oberflacheneigenschaften, die wiederum flr die Spezifitat der einzelnen
Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich sind*%38-4°, Das Adapterprotein FADD besitzt sowohl eine
DD als auch eine Todeseffektor-Doméne (DED, engl. death effector domain). Durch homotypische DD-
Interaktion mit dem Rezeptor, sowie DED-Interaktion mit DED-besitzenden Proteinen wie Procaspase-
8, -10 oder c-FLIP (engl. FLICE-like inhibitory protein) kommt es zur Formation des Todes-induzierten
Signalkomplexes (DISC, engl. death-inducing signalling complex). Dieser Komplex dient zur
Rekrutierung und damit Dimerisierung sogenannter Initiatorcaspasen wie Procaspase-8, die flr die
apoptotische Signalkaskade von groRer Bedeutung sind*.. Die Dimerisierung und somit Procaspase-8
Aktivierung findet am DISC statt, sodass es je nach Stérke des Stimulus zur Formation der aktiven
Protease kommt, die ins Zytosol abgegeben wird*?. Fu et al. verdffentlichten 2016 die Kristallstruktur
der DED-Procaspase-8 Region und eréffneten dadurch eine neue Sichtweise auf die hierarchische DED-
Filamentbildung. Diese Komplexbildung basierend auf Typ I, I, 11l Interaktionen zwischen 3 DED-
Ketten in dem DED-Filament dient als Plattform zur Procaspase-8 Dimerisierung/Aktivierung®. In der
weiteren Signalkaskade spaltet der aktive Heterotetramer spezifische Substrate wie zum Beispiel die
Effektorcaspase-3 und induziert somit Apoptose in der Zelle (Abbildung 1)*. Darauf folgend spalten
diese Proteasen Struktur- und DNA-Reparaturproteine wie zum Beispiel die Polymerase PARP
(Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1), sodass es zur charakteristischen Apoptoseinduktion kommt, indem

die DNA fragmentiert wird und das Chromatin kondensiert*>-,
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des extrinsischen CD95/Fas-vermittelten und intrinsischen, apoptotischen
Signalweges.

Die CD95L-vermittelte Stimulation des membrangebundenen CD95/Fas-Rezeptors fiihrt zur Oligomerisierung des Rezeptors
und anschlieend Formation des Todes-induzierten Signalkomplexes (DISC). Der DISC besteht aus dem CD95/Fas-Rezeptor,
dem Adapterprotein FADD (braun) und den DED-besitzenden Proteinen Procaspase-8 (blau), Procaspase-10 (nicht abgebildet)
und c-FLIP (gelb). Die CD95 Todesdoméne (DD) interagiert mit der FADD DD. Die Todeseffektordoméne (DED) des
Adapterproteins FADD bindet wiederum an Procaspase-8 und c-FLIP. Procaspase-8 Dimerisierung und anschlieende
Formation der DED-Filamente filhren zu einer Induktion der Signalkaskade, welche final Apoptose in der Zelle ausldst. Die
Initilerung der intrinsischen, mitochondrialen Apoptose fiihrt zur Permeabilisierung der mitochondrialen Auenmembran
(MOMP), gefolgt von CytochromC Ausschittung aus den Mitochondrien ins Zytosol. Das Apoptosom (Caspase-9, Apaf-1 und

CytochromC) formiert sich. Es kommt zur Aktivierung einer Signalkaskade, welche ebenfalls Apoptose in der Zelle ausldst.
modifiziert nach*®
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1.1.4 Caspasen- eine Familie von Cysteinyl-Aspartat-spezifischen Proteasen

Caspasen sind eine evolutiondr konservierte Familie von intrazelluldren Cysteinyl-Aspartat-
spezifischen Proteasen, die essenzielle Funktionen in der Apoptose, in Entziindungsreaktionen, dem
Zelluberleben, der Zellproliferation und —differenzierung haben. 1993 wurde die erste humane Caspase
von Yuan et al. identifiziert und als IL-1B-konvertierendes Enzyme (ICE) und spéter als Caspase-1
benannt>. Caspasen werden in der Zelle in inaktiver Form als sogenannte Zymogene oder Procaspasen
synthetisiert®. Basierend auf deren Funktion kénnen humane Caspasen in zwei Gruppen unterteilt
werden: inflammatorische und apoptotische Caspasen. Caspase-1, -4, -5, -11 und -12 gehéren zu den
inflammatorischen Caspasen, wobei Caspase-2, -3, -6, -7, -8, -9, -10 an apoptotischen Signalwegen
beteiligt sind. Apoptotische Caspasen lassen sich weiter in Initiator- (Caspase-2, -8, -9, -10) und
Effektorcaspasen (Caspase-3, -6, -7) gruppieren. Funktionell spalten und aktivieren Initiatorcaspasen
Effektorcaspasen und Iésen damit eine Signalkaskade aus. Caspase-14 kann funktionell in keine Gruppe
eingegliedert werden. Diese Protease ist an epidermaler Differenzierung beteiligt®2®. Alle Caspasen
besitzen eine C-terminale Caspase-Domane, die proteolytisch Zielproteine spaltet. Zusatzlich haben alle
Initiatorcaspasen eine nicht-enzymatische Domane wie eine DED (Caspase-8/-10) oder eine Caspase
Aktivierungs-und Rekrutierungs-Domane (CARD) (z. B. Caspase-1/-2) am N-Terminus. Die DED- als
auch die CARD-besitzenden Proteine gehoren wie DD-besitzende Proteine auch zur DD Superfamilie

und ermdglichen den Aufbau von groRRen, oligomeren Signalkomplexen34,

Im zelluldren System existieren Proteine, die die Funktion spezifischer Caspasen mittels Interaktion
inhibieren. Beispielsweise XIAP (engl. x-linked inhibitor of apoptosis protein), ein Mitglied der IAP
(engl. inhibitors of apoptosis protein) Familie blockiert Caspase-3, -7 als auch -9 durch spezifische

Bindung mittels BIR-Domanen (engl. baculoviral 1AP repeat)®.

1.1.4.1 Die Initiatorcaspase- Caspase-8

In der extrinsischen, apoptotischen Signalkaskade ist Procaspase-8 die wichtigste Initiatorcaspase. Sie
wird auch als CAP4, FLICE, MACH oder MCH5 bezeichnet. Nach derzeitigem Wissen sind zwei
Procaspase-8 Isoformen Procaspase-8a (p55) und -8b (p53) bekannt, die an der DISC-Formation
beteiligt sind*®. Beide Isoformen besitzen aufeinanderfolgende DED (Tandem-DED): DED1 und
DED2%. Zusatzlich besitzt Procaspase-8a eine 2 kDa groRe Sequenz zwischen der zweiten DED und
der groRen katalytischen Untereinheit*. DED1 und DED2 sind N-terminal lokalisiert, wohingegen sich
am C-Terminus die katalytisch aktiven Domanen p18 und p10 befinden. Nach detaillierten Procaspase-
8 Kryo-Elektronenmikroskopie-Analysen wurde die Proteinzusammensetzung und -faltung der

Procaspase-8 Molekiile am DISC entschliisselt.
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Diese formen filamenttse Strukturen, die als DED-Filamente bezeichnet werden®’*. Davor dachte man,
dass lediglich lineare Procaspase-8 Ketten fiir die Dimerisierung und anschlieende Procaspase-8
Aktivierung am DISC erforderlich sind. Mittlerweile wurde gezeigt, dass diese Ketten lediglich
Substrukturen der Procaspase-8 DED-Filamente sind. Drei Procaspase-8 Ketten bilden eine funktionelle
Triplehelix aus**°-%°. In den Filamenten erfolgt die Aktivierung mittels Homodimerisierung zweier
Procaspase-8 Molekiile durch DED-DED-Interaktion gefolgt von proteolytischer Spaltung an
bestimmten Aspartatresten (Asp). Dabei kommt es bei der Homodimerisierung in den DED-Filamenten
zu Konformationsédnderungen der Procaspase-8a/b, die zur Formation des aktiven Procaspase-8
Zentrums und damit zur Aktivierung filhren>®, Darauf folgt eine stufenweise Procaspase-8 Spaltung,
die auf zwei verschiedene Wege ablaufen kann. Der erste Abspaltungsweg beginnt mit der Bildung der
p43/p4l Spaltprodukte (Abbildung 2). Die p43/p4l Spaltungsvariante ist initialisiert durch die
Procaspase-8a/b Spaltung am Asp374, dass die Produkte p43/p41 und p12 zur Folge hat. Des Weiteren
werden die Fragmente autokatalytisch am Asp384 und Asp210/216 getrennt. Final fuhrt dies zum
aktiven Caspase-8 Heterotetramer p182/p10,51-%. Dieser besteht aus zwei groRen (p18) und zwei kleinen
(p10) Untereinheiten, wobei p18 das aktive, enzymatische Zentrum beinhaltet®*%8, Zusatzlich wurde ein
paralleler Spaltungsweg entdeckt. Procaspase-8a/b kann ebenfalls am Asp216 gespalten werden. Dies
fihrt zur Formation des C-terminalen Spaltproduktes p30. Die anschlieBende Proteolyse dieses
Fragments bildet auch die Untereinheiten p18 und p10, die schlieflich zum aktiven Heterotetramer
formieren (Abbildung 2)%. An die Procaspase-8 Aktivierung sind weitere Signalwege angeschlossen.
Die aktive Caspase-8 ist nun in der Lage weitere spezifische Substrate wie zum Beispiel die

Effektorcaspasen Procaspase-3/7 zu spalten und final Apoptose auszulGsen*6%7°,
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Abbildung 2: Die zwei Varianten der Procaspase-8 Spaltung am DISC.

Zwei Procaspase-8 Spaltungswege am DISC sind shematisch dargestellt. Der auf der linken Seite dargestellte p43/p41 Spaltweg
beinhaltet die Trennung in p43/p41 am Asp374 gefolgt von der finalen Spaltung am Asp216 in p18. Die auf der rechten Seite
dargestellte Spaltvariante zeigt die Spaltung von p30 am Asp216, die zur Bildung von p18 und p10 nach weiterer Spaltung an
Asp374 und Asp384 fiihrt. Der nach beiden Spaltungswegen resultierende, aktive Caspase-8 Heterotetramer p182/p10: aktiviert
daraufhin zum Beispiel Procaspase-3, sodass letztendlich Apoptose ausgeldst wird.

1.1.5 c-FLIP-Regulator des extrinsischen, apoptotischen Signalweges

c-FLIP fungiert als ein wichtiger Apoptoseregulator direkt am DISC™. Kurz bevor das humane c-FLIP
entdeckt wurde, identifizierten Thome et al. ein virales Protein (v-FLIP). Dieses DED-besitzende
Protein wurde in humanen Zellen durch verschiedene Viren exprimiert, um Todesrezeptor-vermittelte
Apoptose in der spaten Phase der Infektion zu blockieren’?. Strukturell ist das Protein c-FLIP ein

Procaspase-8 Homolog und besitzt auch wie Procaspase-8 zwei DEDs.
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Es sind drei c-FLIP Isoformen c-FLIPong (C-FLIPL), ¢-FLIPshort (C-FLIPs) und c-FLIPg4ji (c-FLIPg) und
zwei Spaltprodukte p43 und p22 bekannt (Abbildung 3)7. Alle drei Isoformen besitzen N-terminal zwei
DEDs, wobei lediglich c-FLIP. eine katalytisch inaktive Caspase-8-ahnliche Region am C-Terminus
aufweist. Funktionell inhibieren die kurzen Isoformen c-FLIPs und c-FLIPr die Procaspase-8

Aktivierung am DISC durch Formation von inaktiven Heterodimeren.
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Abbildung 3: c-FLIP Isoformen und ihre Spaltprodukte.

c-FLIP besitzt drei, in der Zelle auftretende Isoformen: c-FLIPL (c-FLIPLong), C-FLIPs (C-FLIPshort) und c-FLIPR (c-FLIPRaji).
Die Isoformen haben anti-apoptotische Effekte nach CD95-DISC-Formation. Jedoch kann c-FLIPLong auch pro-apoptotisch je
nach Konzentration am DISC wirken. Die Spaltung der c-FLIP Proteine filhrt zur Bildung zweier Spaltprodukte p43 und p22.
modifiziert nach ™

Des Weiteren bewiesen Hughes et al. durch in vitro Analysen mit rekombinanten Proteinen, dass c-
FLIPs als ,Kettenbrecher fungiert und somit die Filamentformation und Caspase-8 Aktivierung
blockiert™. c-FLIP.hat im Gegensatz dazu eine konzentrationsabhangige pro- als auch anti-apoptotische
Doppelfunktion. Fricker et al. zeigten, dass es bei geringer c-FLIP_-Konzentration und starker CD95L -
Stimulation zu einer Verstarkung des apoptotischen Signals kommt. Existiert eine Uberexpression des
c-FLIP_ Proteins in der Zelle, inhibiert das Protein die Procaspase-8 Homodimerisierung durch Bildung
von Procaspase-8/c-FLIP. -Heterodimeren’’. Des Weiteren kann c-FLIP, durch Procaspase-8 am DISC
gespalten werden. Die resultierenden Spaltprodukte p43 und p22 sind nun in der Lage mit am NF-xB
(engl. nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells)-Signalweg beteiligten Proteinen
zu interagieren. Dies fihrt zur Aktivierung des NF-kB Transkriptionsfaktors und somit zur

Signalweiterleitung von tberlebenswichtigen Ablaufen in der Zelle™.
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In den letzten Jahren wurden viele wissenschaftliche Verdffentlichungen zur funktionellen Rolle des
regulatorischen Proteins c-FLIP publiziert. Eine Hypothese lautete, dass sowohl c-FLIP als auch
Procaspase-8 direkt an FADD binden und somit um die Bindung am DISC konkurrieren. Weiterhin
wurde nach Mutagenese-Analysen die Relevanz beider c-FLIP DED1/DED2 Regionen fiur die
Interaktion mit FADD DED festgestellt®®8l, 2014 belegten Majkut et al., dass nach Rezeptor-
Stimulation FADD DED bevorzugt mit seiner strukturellen Bindungsoberfliche der al/a4 Helizes mit
der DED2 Region von c-FLIP interagiert. Im Gegensatz dazu besteht eine hdhere Affinitat zwischen
den FADD a2/a5 Helizes und der DED1 Region von Procaspase-8%2. Im Widerspruch dazu steht das
hierarchische DISC-Modell, das eine FADD-Procaspase-8-Interaktion voraussetzte, um im Anschluss
c-FLIP am DISC zu detektieren®. Durch die 2016 veroffentliche DED-Procaspase-8 Kryo-
Elektronenmikroskopie-Struktur konnte eine neue Hypothese entwickelt werden, in der sowohl c-FLIP

Proteine als auch Procaspase-8 Molekiile in die Filamentstruktur einbaut werden®’.

1.1.6  Der CD95/Fas-vermittelte, nekroptotische Signalweg

Die Aktivierung des CD95/Fas-Todesrezeptors resultiert nicht nur in einer apoptotischen Signalkaskade.
Durch Caspase-8 Inhibierung kénnen auch andere Signalwege zur Initiierung eines programmierten
Zelltods wie zum Beispiel der Nekroptose ausgeldst werden. RIPK1 (engl. receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase 1) bildet dabei ein Schllsselprotein in der apoptotischen und
nekroptotischen Signalkaskade am CD95-DISC in Abhangigkeit von einer Caspase-8 Aktivierung oder
Inhibierung®®*. Das Protein gehort zur RIP Kinase Familie und besitzt strukturell eine DD Region am
C-Terminus®. Des Weiteren wird die Proteinfunktion durch post-translationale Modifikationen wie
Ubiquitinylierung oder Phosphorylierung reguliert. RIPK1 wird durch clAP1/2 (engl. cellular inhibitor
of apoptosis protein 1 and 2), die wie auch das Protein XIAP zur Familie der IAP Proteine gehdren,
ubiquitinyliert. Geserick et al. zeigten, dass die Inhibierung von clAPs in Kombination mit
pharmakologischer Caspase Inhibierung zu einer verstarkten RIPK1 Rekrutierung am DISC und zu
einer erhéhten Formation des Komplexes 1, bestehend aus FADD, RIPK1, Procaspase-8 und c-FLIP,
kommt und schlieRlich der programmierte Zelltod induziert wird®. Deubiquitinyliertes,
phosphoryliertes RIPK1 interagiert durch seine RHIM-Domane (engl. RIP homotypic interaction motif)
mit RIPK3 (engl. receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3) und phosphoryliert es®’. Die
aktivierte Kinase RIPK3 phosphoryliert die Pseudokinase MLKL (engl. mixed lineage kinase domain-
like protein), die final durch Komplexbildung die Porenformation in der Plasmamembran auslost

(Abbildung 4). Diese Form des programmierten Zelltods nennt man Nekroptose®®.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des apoptotischen als auch nekroptotischen CD95/Fas-vermittelten
Signalweges.

Die CD95L-vermittelte Stimulation des membrangebundenen CD95/Fas-Rezeptors fiihrt zur Oligomerisierung des Rezeptors
und anschliefend Formation des Todes-induzierten Signalkomplexes (DISC). Der DISC besteht aus dem CD95/Fas-Rezeptor,
dem Adapterprotein FADD (braun) und den DED-besitzenden Proteinen Procaspase-8 (blau), Procaspase-10 (nicht dargestellt)
und c-FLIP (gelb). Die CD95 Todesdoméne (DD) interagiert mit der FADD DD. Die Todeseffektordomane (DED) des
Adapterproteins FADD bindet wiederum an Procaspase-8 und c-FLIP. Procaspase-8 Dimerisierung und anschliefende
Formation der DED-Filamente filhren zu einer Induktion der Signalkaskade, welche final Apoptose in der Zelle ausldst. Die
Inhibierung der Proteine clAP1/2 mittels SMAC mimetics wie BV6 flihrt zur Deubiquitinylierung des Proteins RIPK1 und
somit zur Formation des Ripoptosoms bestehend aus RIPK1, Procaspase-8, FADD und c-FLIP. Dieser Komplex aktiviert die
Caspasekaskade und initiiert Apoptose. Caspase-8 Inhibierung mittels zum Beispiel zZVAD (pan-Caspase-Inhibitor) fordert
Nekroptose durch die Formation des Nekrosoms. In diesem Komplex phosphoryliert die Kinase RIPK1 RIPK3. Es folgt eine

MLKL Aktivierung durch Phosphorylierung, die final durch Oligomerisierung die Porenformation in der Plasmamembran
auslost. Es kommt zur Nekroptose. modifiziert nach*®
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1.1.7 bekannte Behandlungsstrategien gegen Tumorerkrankungen mittels spezifischer

Beeinflussung der Zelltodsignalwege

Veranderungen im apoptotischen Signalweg kdnnen verschiedenste Krankheitsbilder wie
Tumorerkrankungen oder Autoimmunerkrankungen hervorrufen. In den letzten Jahren wurde vermehrt
versucht Therapeutika zu entwickeln, die lediglich die apoptotische Dysregulation beheben. Dazu
gehdren auch sogenannte small molecules. Diese niedermolekularen Verbindungen binden spezifisch
an ihre direkten Zielproteine und beeinflussen damit deren Funktion. Small molecules haben eine
molekulare Masse von maximal 900 Da und sind somit in der Lage ohne aktive Hilfe durch die
Zellmembran ins Innere der Zelle zu diffundieren®. Die Inhibitoren Necrostatin-1 (inhibiert RIPK1
Phosphorylierung), S63845 (inhibiert Mcl-1 (engl. induced myeloid leukemia cell differentiation
protein)) und BV6 (engl. bivalent SMAC mimetic 6) sind nur einige, in den letzten Jahren entwickelte

Anwendungsbeispiele fiir small molecules®®-*2,

Die intrazellulare Aktivierung der verschiedenen Zelltodmechanismen kann durch verschiedene Stimuli
induziert werden. Ein negativer Regulator der IAP Proteinfamilie ist zum Beispiel das mitochondriale
SMAC Protein, welches nach apoptotischem Stimulus aus den Mitochondrien in das Zytosol
ausgeschittet wird und mittels Interaktion an speziellen N-terminalen Aminoséureresten (Ala-Val-Pro-
lle) die Funktion der IAP Proteine blockiert®®®3%, Des Weiteren wurde in mehreren Publikationen
festgestellt, dass explizit AML (Akute Myeloide Leukamie)-Patienten eine Uberexpression der IAP
Proteine und ein Verlust des endogenen Inhibitors SMAC aufwiesen, welche mit schlechten Prognosen
assoziiert sind®*-%°. Diese Erkenntnis bot einen Angriffspunkt zur Entwicklung von spezifischen
Medikamenten, die die Funktion des IAP Regulators SMAC nachahmen. Dabei war die Entdeckung der
SMAC Kiristallstruktur im Jahr 2000 von wesentlicher Bedeutung®. In den darauffolgenden Jahren
wurden verschiedenste SMAC mimetics (Nachahmer) synthetisiert, um sie als innovative Medikation

fir AML-Patienten einzusetzen.

Der 2007 zum ersten Mal publizierte, bivalente IAP Antagonist BV6 ist ebenfalls ein SMAC mimetic®.
Im Detail initiiert BV6 die proteasomale Degradation von clAP1/2, sodass es zur RIPK1
Deubiquitinylierung kommt. Des Weiteren konnte belegt werden, dass die clAP- und XIAP(X-linked
inhibitor of apoptosis protein)-vermittelte Caspase Inhibierung aufgehoben wurde®21%11 pPetersen et
al. stellten allerdings fest, dass eine Behandlung mit SMAC mimetics wie BV6 zu einer riickgekoppelten
clAP2 Hochregulierung fiihrt'%2, Um diese Resistenz zu reduzieren, wurden in den vergangenen Jahren
kombinatorische Behandlungsstrategien fur verschiedene Tumorerkrankungen getestet. Die
Kombination aus IAP Antagonisten und Chemotherapeutika wie zum Beispiel Gemcitabin, Etoposid
und Cisplatin zeigten in verschiedenen Tumormodellen eine Sensitivierung der malignen Zellen%3-10,
Die Medikationen losten trotzdem leider starke Nebenwirkungen aus und beeinflussten das

Immunsystem der Patienten drastisch.
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1.2 AKUTE MYELOIDE LEUKAMIE (AML)

Die erst im 19. Jahrhundert als ,,Leukdmie* von Rudolf Virchow erstmalig beschriebene maligne
Erkrankung wurde nach neuesten Datenauswertungen des Robert-Koch-Institutes bei knapp 14.000
erwachsenen Menschen in Deutschland allein 2016 diagnostiziert'%. Bei Kindern unter 15 Jahren sind
Leukdmieerkrankungen mit etwa ein Drittel die haufigste Tumorerkrankung (Abbildung 5). Es
existieren diverse Leukdmietypen wie zum Beispiel akuter myeloider Leukdmie (AML) oder akute
lymphatische Leuk&mie (ALL). Dabei ist die lymphatische Leuk&mie mit 24,9 % die hdufigste
Einzeldiagnose bei Kindern unter 15 Jahren. Ein Viertel aller deutschen erwachsenen Patienten und 4,1

% aller Kinder (am haufigsten bei unter 2-Jahrigen) erkrankt an Akuter Myeloider Leukédmie (AML).

0.20% Andere und unspezifizierte
2.50% Karzinome
3.30% Keimzelltumor
5.60% Woeichteilsarkome
4.20% Knochentumore
1.50% Lebertumore

5.40% Nierentumore
2.30% Retinoblastome

32.20% Leukimien

6.70% Periphere Nervenzelltumoren

7 10.80% Lymphome

o

25.30% ZNS-Tumore

Abbildung 5: Grafische Darstellung der Tumorerkrankungen bei Kindern unter 18 Jahren in Deutschland.
Darstellung der ermittelten Tumorerkrankungen bei Kindern unter 18 Jahren in Deutschland) Die Daten wurden ab 2008 bis
2017 generiert. modifiziert nach

Dabei liegt das relative 5-Jahres-Uberleben bei adulten Erkrankten lediglich bei 21 %%, Zwar
erkranken weniger Kinder unter 15 Jahren an AML, jedoch ist die Uberlebenswahrscheinlichkeit
dieser deutlich niedriger im Vergleich zu anderen auftretenden Leuk&mieformen. Prozentual sind
11 % aller Zweitneoplasien basierend auf AML. Eine Ursache fur die Aggressivitat dieser
Erkrankung sind verschiedene chromosomale Translokationen und Genmutationen, die wiederum die
hamatopoetische Entwicklung und Differenzierung beeinflussen, sodass es zu Anh&ufungen nicht
ausdifferenzierter, myeloider Zellen kommt. Ein Drittel dieser heterogenen Erkrankung lasst sich auf

eine Mutation im FLT3-(engl. Fms-like tyrosine kinase 3)Rezeptor zurlickfiihren®.
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1.2.1 Der FLT3-Rezeptor

Der Rezeptor FLT3 gehort zur Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen Klasse 111, welche sich durch flinf
zusammengehorige, extrazellulare Immunglobulin-ahnliche Domanen, eine Transmembrandomane,
eine zytosolische Juxtamembran-Region und eine zytoplasmatische Kinase-Domane charakterisieren
lassen!®. Im Zellgleichgewicht hat der FLT3-Rezeptor eine wichtige Funktion als Wachstumsregulator
in myeloiden und in B-Progenitorzellen. Auf Grundlage dessen, kénnen durch Mutationen des
Rezeptors ein unkontrolliertes Wachstumsverhalten und ein unendliches Zelliiberleben resultieren. Die
haufigsten, bekannten Genmutationen sind interne Tandem-Duplikationen (ITD), die zwischen 3-400
Basenpaare lang sein kénnen und die im Exon 14 oder 15 vorkommen. Des Weiteren treten
Punktmutationen, die in der Kinase-Doméne (PKD) lokalisiert sind, auf. Beide Formen fuhren zu einer
Phosphorylierung des Rezeptors und damit zu einer Ligand-unabhéngigen, konstitutiven Aktivierung
der Uberlebenssignalwege in der Zelle?®!°, Die Signalkaskade aktiviert durch Phosphorylierung zum
Beispiel STAT 5 (engl. signal transducer and activator of transcription 5)!, den RAS/MAPK
Signalweg (engl. rat sarcoma /Mitogen-activated protein kinase)'*!, den PI3K/AKT (Phosphoinositide
3-kinase/ protein kinase B)!? Signalweg und NF-xB'®, die fur das Zellwachstum, die

Zelldifferenzierung und das Zelltberleben von groRer Bedeutung sind (Abbildung 6).

‘Rezep‘ror-Ligand
FLT3-ITD-Rezeptor

B
Juxtamembran-Domane [{ [ intrazelluldr extrazellular
0 [ Doppellipidmembran

SHC | [ 1aK2 v
[Gre2 | v (AT |
SOS STATS

Nukleus
Aurora-Kinase

v K\ v v

Abbildung 6: Schematische Darstellung des FLT3-Rezeptors und dessen beeinflusster Signalwege.
Durch die interne Tandem-Duplikation im FLT3-Rezeptor kommt es zu einer Ligand-unabhdngigen Dimerisierung des

Rezeptors und somit zu einer Autophosphorylierung, die zu einer konstitutiven Rezeptoraktivierung fiihrt. Diese Aktivierung
initiiert verschiedene Signalkaskaden wie zum Beispiel den STAT 5 Signalweg, den ERK Signalweg, den PI3K/AKT
Signalweg und die NF-kB Aktivierung. Diese filhren wiederum zum Zellliberleben und zu einer verstérkten Proliferation.
modifiziert nach 114
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Diese konstitutive Signalweiterleitung fiihrt zu einem gestérten Zellzyklus. Daraufhin besteht dadurch
ein erhohtes Risiko zur Ausbildung onkogener Mutationen. Im Gegensatz dazu wurden auch
Verénderungen des apoptotischen Signalweges, bezogen auf eine Hochregulierung der anti-
apoptotischen Schlisselproteine Bcl-2 (engl. B-cell lymphoma 2) und Mcl-1, festgestellt!'>116, Jedoch
wurde die Regulation des extrinsischen, apoptotischen Signalweges dabei nicht detailliert untersucht.
Nach Studien von Mead et al. ist die 10-Jahres-Uberlebensrate von Patienten mit FLT3-ITD Mutation

signifikant schwacher im Vergleich zu Patienten mit PKD-Mutationen®'’.
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1.3 ZIELSTELLUNG

Wahrend meiner Doktorarbeit beschéftigte ich mich mit einem der bedeutendsten Zelltod-ausldsenden
Signalwege, dem CD95/Fas-vermittelten Apoptose Signalweg. Im Speziellen galt mein Interesse dem
Entschlisseln neuer molekularer Mechanismen zur CD95-abhédbgigen Induktion des programmierten
Zelltods in Tumorzellen, als auch der Entwicklung innovativer Ansatze zur gezielten Modifikation des

Signalweges in Tumorerkrankungen.

In den meisten Tumorerkrankungen ist die Homoostase und somit das Gleichgewicht zwischen
Zelluberleben und programmiertem Zellsterben gestort. Eine Ursache dafir ist beispielsweise eine
zellulare Uberproduktion von anti-apoptotischen Proteinen wie c-FLIP. Um den Einfluss beider
bekannter c-FLIP Isoformen c-FLIP_und c-FLIPs im CD95-Signalweg in Tumorzellen zu untersuchen
sollten neuartige biochemische und computer-basierte in silico Methoden angewendet werden, um ein
detailliertes Wissen Uber die inhibitorische Funktion und Komplexinteraktion dieser Proteine im CD95-
DISC zu erlangen (Abbildung 7). Um nun diese analysierte Protein-Interaktion zwischen Procaspase-8
und c-FLIP. im Komplex zu stabilisieren sollten spezifische small molecules, welche die Procaspase-
8/c-FLIP_-Heterodimerbildung beeinflussen, mittels in silico Screening ausgewéhlt werden. Diese
kombinatorische Behandlung des small molecules mit einer CD95-Stimulation in malignen Zellen sollte
mittels in vitro Analysen untersucht werden, um eine Sensitivierung der Tumorzellen festzustellen
(Abbildung 7). Danach CD95 Aktivierung nicht nur Apoptose sondern auch Nekroptose ausgeldst
werden kann, war ein weiteres Ziel die Entschliisselung eines Zielproteins in malignen AML-Zellen mit
FLT3-1TD Mutation, welches an beiden Signalwegen beteiligt ist. Dabei sollten die Tumorzellen mittels
CD95L und SMAC mimetic Behandlung in Richtung programmierten Zelltod sensitiviert und dessen

molekularer Mechanismus analysiert werden (Abbildung 7).

Zusammenfassend koénnen die Ziele meiner wissenschaftlichen Arbeit also in zwei Hauptteile

aufgegliedert werden:

1. Entschlisselung neuer Induktionsmechanismen der CD95/Fas-vermittelten Apoptose
2. Entwicklung innovativer therapeutischer Behandlungsansatze zur gezielten Beeinflussung des

CD95/Fas Signalweges
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der zu untersuchenden, komplexen CD95/Fas-vermittelten Signalwege.

Die CD95L-vermittelte Stimulation des membrangebundenen CD95/Fas-Rezeptors fiihrt zur Oligomerisierung des Rezeptors
und anschliefend Formation des Todes-induzierten Signalkomplexes (DISC). Der DISC besteht aus dem CD95/Fas-Rezeptor,
dem Adapterprotein FADD (braun) und den DED-besitzenden Proteinen Procaspase-8 (blau), Procaspase-10 (nicht abgebildet)
und c-FLIP (gelb). Die CD95 DD interagiert mit der FADD DD. Die DED des Adapterproteins FADD bindet wiederum an
Procaspase-8 und c-FLIP. Procaspase-8 Dimerisierung und anschlieBende Formation der DED-Filamente filhren zu einer
Induktion der Signalkaskade, welche final Apoptose in der Zelle ausldst. Die Initiierung der intrinsischen, mitochondrialen
Apoptose filhrt zur Permeabilisierung der mitochondrialen AuBenmembran (MOMP), gefolgt von CytochromC Ausschiittung
aus den Mitochondrien ins Zytosol. Das Apoptosom (Caspase-9, Apaf-1 und CytochromC) formiert sich. Es kommt zur
Aktivierung einer Signalkaskade, welche ebenfalls Apoptose in der Zelle ausldst. Die Inhibierung der Proteine clAP1/2 mittels
SMAC mimetics wie BV6 flihrt zur Deubiquitinylierung des Proteins RIPK1 und somit zur Formation des Ripoptosoms
bestehend aus RIPK1, Procaspase-8, FADD und c-FLIP. Dieser Komplex aktiviert die Caspasekaskade und initiiert Apoptose.
Caspase-8 Inhibierung mittels zum Beispiel zZVAD (pan-Caspase-Inhibitor) fordert Nekroptose durch die Formation des
Nekrosoms. Die Kinase RIPK1 phosphoryliert RIPK3. Es folgt eine MLKL Aktivierung durch Phosphorylierung, die final
durch Oligomerisierung die Porenformation in der Plasmamembran ausldst. Es kommt zur Nekroptose. Die in den drei

Publikationen analysierten Interaktionsschnittstellen und Signalwegmechanismen wurden mit einer Markierung (rote Ellipsen)
hervorgehoben. modifiziert nach*®
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2 WISSENSCHAFTLICHE ERGEBNISSE-PUBLIKATIONEN

2.1 ENTSCHLUSSELUNG NEUER INDUKTIONSMECHANISMEN DER CD95/FAs-

VERMITTELTEN APOPTOSE

2.1.1  neueste Erkenntnisse zum regulatorischen c-FLIP Mechanismus am CD95-DISC

Die zusammengefassten Ergebnisse dieses Kapitels wurden in der Publikation ,,Long and short isoforms
of c-FLIP act as control checkpoints of DED filament assembly* von Hillert et al. 2020 in Oncogene,

welches im VVorwort aufgelistet ist, verdffentlicht.

Die Entdeckung der pro- und anti-apoptotischen Doppelfunktion der Isoform c-FLIP., sowie die
deutliche Caspase Inhibierung durch die kurzen Isoformen c-FLIPs und c-FLIPr lieen einige Fragen
zu mechanistischen Details dieses Prozesses offen. In der Publikation ,,Long and short isoforms of c-
FLIP act as control checkpoints of DED filament assembly” konnte mittels CD95-DISC-
Immunprézipitationen (CD95-DISC-IP) von Caspase-8-defizienten malignen T-Lymphozyten eine
Caspase-8-unanhédngige c-FLIP Rekrutierung am DISC gezeigt werden (Abbildung 8 A). Eine
lentivirale, stabile Uberexpression der einzelnen c-FLIP Isoformen c¢-FLIP. und c¢-FLIPs in humanen
Zervixkarzinomzellen ergab nach zellbasierten Zelltodanalysen, dass sowohl c-FLIPs (in HeLa-CD95-
FS) als auch c-FLIP. (in HeLa-CD95-FL) eine deutliche Resistenz in Bezug auf CD95/Fas Aktivierung
entwickelten (Abbildung 8 B-E). Die friih als auch spéat apoptotischen Zellen der unterschiedlichen
Tumorzelllinien wurden nach CD95L-Stimulation mittels AnnexinV-FITC/Sytox™Orange gefarbt und
durch bildgebende Durchflusszytometrie quantifiziert (Abbildung 8 B-D). Im Gegensatz dazu zeigten
parentale HeLa-CD95 Zellen eine zeit-abhangige Erhéhung der frih apoptotischen Zellpopulation
(AnnexinV-FITC-positive Zellen) als auch der spét apoptotischen Zellpopulation (AnnexinV-

FITC/Sytox™Orange-positive Zellen).
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Abbildung 8: c-FLIP Isoformen binden Caspase8-unabhéngig am CD95-DISC und inhibieren nach Uberexpression den
extrinsischen, apoptotischen CD95-Signalweg.

(A) Jurkat Wildtyp-Zellen (wt) als auch Caspase-8-defiziente Jurkat Zellen (C87) wurden mit 650 ng/mL CD95L fiir 20 min
stimuliert. Die CD95-DISC-IP wurde mittels APO-1 Antikdrper (anti-CD95) durchgefihrt. Im Anschluss wurden die CD95-
DISC-IP als auch die dazugehdrigen Zelllysate durch Western Blot Analysen untersucht. Aktin diente als Ladekontrolle. BC—>
IP-Kontrolle, das Lysat wird lediglich mit beads ohne Antikdrper inkubiert, um unspezifische Bindungen zu detektieren. Ein
reprasentatives Experiment aus 5 unabhéngigen Experimenten wurde gezeigt. (B-D) HeLa-CD95 (B), HeLa-CD95-FL (C) und
HelLa-CD95-FS Zellen (D) wurden mit 125 ng/mL CD95L fiir die dargestellten Zeitpunkte stimuliert. Der Zelltod wurde mittels
AnnexinV-FITC- und Sytox™Orange-Farbung visualisiert und durch das bildgebende Durchflusszytometer Amnis®
FlowSight® (Luminex) gemessen. Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhdngigen Experimenten sind
dargestellt. (E) Jeweils drei représentative Aufnahmen zu den drei untersuchten Zellpopulationen (gesunde Zellen, frih
apoptotische Zellen und spat apoptotische Zellen), die durch das bildgebende Durchflusszytometer Amnis® FlowSight®
(Luminex) generiert wurden, sind dargestellt. HF = Hellfeld; A = AnnexinV-FITC; S - Sytox™Orange. modifiziert nach 118
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Detailliertere Untersuchungen des CD95-DISC mittels CD95-DISC-Immunprazipitation verdeutlichten
daraufhin die unterschiedlichen Wirkungsweisen beider Isoformen. Bei c-FLIP_-Uberexprimierenden
Zellen (HeLa-CD95-FL) kam es zu einer deutlich verringerten Caspase-8 Aktivierung, wohingegen in
der c-FLIPs-tberexprimierenden Tumorzelllinie (HeLa-CD95-FS) die komplette Signalkaskade
blockiert wurde (Abbildung 9 A-C). Jedoch zeigten alle drei untersuchten Zelllinien (HeLa-CD95,
HeLa-CD95-FL und HeLa-CD95-FS) die Bildung des CD95-DISC mit den bekannten Bestandteilen
wie CD95, FADD, Caspase-8/-10 und den c-FLIP Proteinen. Die quantitative AQUA-basierte
Massenspektrometrie*?™ des CD95-DISC eroffnete die Moglichkeit zur naheren Analyse der DED-
Kettenformation und damit der DED-Filamentbildung in Abh&ngigkeit zur c-FLIP./s-Konzentration in
der Zelle. Uberexpression der c-FLIP Isoformen veranderten das Verhaltnis von DED-besitzenden
Proteinen am CD95-DISC drastisch*>®, c-FLIPs-liberexprimierende Zellen (HeLa-CD95-FS) haben
doppelt so viele c-FLIP Proteine am DISC im Vergleich zu Procaspase-8 und FADD (Abbildung 9 D,
E). Dies wies auf eine verkirzte DED-Filamentformation hin. Das Verhéltnis von FADD:Procaspase-
8:c-FLIP am CD95-DISC von c-FLIP,-lberexprimierenden Zellen (HeLa-CD95-FL) ergab ungeféhr
1:1:1 (Abbildung 9 D, E). Auch diese Ergebnisse lassen auf eine verkirzte Filamentbildung schlieRRen.
Darauf aufbauend, zeigten die strukturellen Modellierungen des CD95-DISC-Komplexes, dass sowohl
das hierarchische Model von Hughes et al. als auch die Filamentbildung, entdeckt durch Fu et al., eine
entscheidende Rolle in der CD95-Komplexbildung einnehmen (Daten sind in der Publikation
dargestellt). Die Interaktion mit FADD DED ist sowohl in einer ,,vorwérts* als auch in einer ,,riickwérts*
Orientierung maglich, sodass es zu einer FADD/Procaspase-8-Interaktion als auch zu einer FADD/c-
FLIP-Interaktion ohne sterische Behinderungen der einzelnen Interaktionspartner kommen kann. Diese
neuesten Erkenntnisse zur regulatorischen Funktion des Proteins c-FLIP am CD95-DISC lassen auf eine

multidirektionale Filament-Komplexformation schlief3en, die bis dato noch nicht analysiert wurde.
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Abbildung 9: c-FLIP Isoformen regulieren in unterschiedlicher Weise die CD95L-induzierte CD95-DISC-Formation.
(A-C) HeLa-CD95 (A), HeLa-CD95-FL (B) und HeLa-CD95-FS (C) Zellen wurden mit 125 ng/mL (A) oder 250 ng/mL

CD95L (B+C) fiir 1 h bis 3 h stimuliert. Die CD95-DISC-Immunprazipitationen (IPs) wurden mit dem Antikérper anti-APO-
1 (anti-CD95) durchgefiihrt. Mittels Western Blot Analyse wurden die bekannten CD95-Proteine detektiert. Aktin wurde als
Ladekontrolle verwendet. Das Zelllysat der verwendeten stimulierten Bedingungen wurde dargestellt. BC - IP-Kontrolle, das
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(D+E) Caspase-8-, ¢c-FLIP- und FADD-Quantifizierung am DISC nach AQUA-basierter Massenspektrometrie. Die CD95-
DISC-IP der HeLa-CD95, HeLa-CD95-FL und HeLa-CD95-FS Zelllysate nach zweistiindiger Stimulation mit 125 ng/mL
(HeLa-CD95) oder 250 ng/mL (HeLa-CD95-FL oder HelLa-CD95-FS) wurde durchgefiihrt (identisch zu A-C) und im
Anschluss mittels 1D SDS-PAGE separiert. Daraufhin wurden die Proben mit der AQUA-basierten Massenspektrometrie
quantifiziert. Absolute Peptidmengen am CD95-DISC wurden mittels Box Plot (Median, 25/75 % Konfidenzintervall)
dargestellt (D). Das Caspase-8:c-FLIP:FADD Verhéltnis am CD95-DISC (Mittelwert und Standardabweichung) wurde im
Balkendiagramm présentiert (E). Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden unter den Diagrammen dargestellt.
Werte, die sich auerhalb des dargestellten Bereiches befinden, sind mit Pfeilen markiert. Statistische Signifikanz wurde durch
# markiert (p<0,05) und basiert auf dem Mann-Whitney-Test. modifiziert nach!®

2.2 ENTWICKLUNG INNOVATIVER THERAPEUTISCHER BEHANDLUNGSANSATZE

ZUR GEZIELTEN BEEINFLUSSUNG DES CD95/FAS SIGNALWEGES

2.2.1 Entwicklung innovativer small molecules zur gezielten Beeinflussung des CD95/Fas

Signalweges

Die zusammengefassten Ergebnisse dieses Kapitels wurden in der Publikation ,, Dissecting DISC
regulation via pharmacological targeting of caspase-8/c-FLIP. heterodimer* von Hillert et al. 2020 in

Cell Death and Differentiation, welches im Vorwort aufgelistet ist, veréffentlicht.

Die neusten wissenschaftlichen Erkenntnisse zur Regulation von Apoptose durch DISC-Formation und
der multidirektionalen Filamentbildung bildeten die Basis flr weitere Interaktionsanalysen zur
Entschliisselung der Protein-Protein-Interaktionen am DISC**76, Dabei wurde vermehrt das
Hauptaugenmerk auf die pro-apoptotische Rolle des regulatorischen Proteins c-FLIP_ und dessen
Mechanismus gerichtet. Die pro-apoptotische Funktion von c-FLIP, basiert auf der Formation von
Procaspase-8/c-FLIP_-Heterodimeren. Es wird vermutet, dass die Caspase-8 L2 Schleife in der aktiven
Konformation durch c-FLIP, stabilisiert wird und damit die katalytische Caspase-8 Aktivitat verstarkt
wird'?®12 Im Speziellen wurde in der Struktur des Heterodimers eine ,,geschlossene* Konformation
des unprozessierten L2‘ Fragments festgestellt, die offenbar das aktive Caspase-8 Zentrum stabilisiert'°.
Die Spaltung der Caspase-8 L2 Schleife fiihrt vermutlich zu einer Translokation der L2 Schleife an der
Heterodimerschnittstelle. Dies fiihrt zu einer Konformationsdnderung von einer ,,geschlossenen® zu
einer ,,offenen” Konformation. Letztendlich resultiert daraus eine Destabilisierung des aktiven Zentrums
und es kommt zu einer verringerten Caspase-8 Aktivierung. Um diese Hypothese zu belegen, wurden
in silico Screenings durchzufuhren, welche small molecules detektierten, die die ,,geschlossene®
Konformation der Caspase-8 L.2¢ Schleife im Caspase-8/c-FLIP_-Heterodimer nachahmen (Abbildung
10 A, B). Small molecules haben eine molekulare Masse von hdchstens 900 Da (Dalton)®. Aus der
ZINC12 Datenbank wurden tiber 16 Millionen small molecules stufenweise berpriift'?2. Es ist gelungen
18 verschiedene small molecules zu identifizieren, die daraufhin mittels zellbasierter Verfahren auf ihre
Wirkungsweise in Kombination mit CD95-Stimulation getestet wurden. Dabei zeigte eine Verbindung
FLIPinB (FLIP inhibitor B) in Kombination mit der Aktivierung des apoptotischen Signalweges eine
erhohte Apotoseinduktion (Daten sind in der Publikation dargestellt).



wissenschaftliche Ergebnisse-Publikationen

23

Nach weiteren Modifikationen des small molecule FLIPinB konnte ein wasserldsliches small molecule

namens FLIPinBy entwickelt und synthetisiert werden.

A

.w’"

""6aspase—8
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-
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Abbildung 10: Caspase-8/c-FLIPL-Heterodimerstruktur zur in silico-Bestimmung von putativen small molecules.

(A) Vorhergesagte FLIPinBy-Interaktion mit den Bindungsstellen des Caspase-8/c-FLIPL-Heterodimers. c-FLIPL-/ und
Caspase-8-Aminosdurereste wurden in hellblau (c-FLIPL) und in blau (Caspase-8) dargestellt. Reste, die potenziell an der
allosterischen Stabilisation der Caspase-8-Schleife L2 beteiligt sind, wurden in rot hervorgehoben. Das aktive Zentrum C360
wurde als Kalottenmodell présentiert. (B) Schematische Présentation des vorgeschlagenen FLIPinBy-Mechanismus. FLIPinBy
bindet am Caspase-8/c-FLIPL-Komplex nach der einleitenden Caspase-8-Spaltung zu p43 und p10. Dies fiihrt zu einer erhéhten
Caspase-8 Aktivierung im FLIPinBy/p43/p10/c-FLIPL-Komplex. Procaspase-8 wurde in rot, p43 und p10 wurden in blau,

FLIPinBy in griin und c-FLIPLwurde in hellblau dargestellt. modifiziert nach?®



wissenschaftliche Ergebnisse-Publikationen 24

FLIPinBy in Kombination mit einer CD95-Stimulation zeigte in Leben/Tod-Analysen mittels
bildgebender Durchflusszytometrie und Echtzeit-Untersuchungen (IncuCyte) in Tumorzellen eine
Aktivierung des apoptotischen Signalweges sowie eine erhthte Apotoseinduktion (Abbildung 11 A+B
& D+E). Biochemisch konnte belegt werden, dass es nach kombinierter FLIPinBy/CD95L Behandlung
zu einer verstarkten Caspase-8 Aktivierung (Abbildung 11 C) und zu einer erhghten Effektorcaspase-
3/7-Aktivitat kommt (Abbildung 11 D+E). Resultierend aus diesen Daten wurde in silico die erste
chemische Substanz entwickelt, die die Effekte der Procaspase-8/c-FLIP_-Heterodimere in Bezug auf
Apoptose verstirkte. Die Publikation ,,Dissecting DISC regulation via pharmacological targeting of
caspase-8/c-FLIP. heterodimer setzte zusammenfassend einen weiteren Grundstein zur
Entschlisselung des CD95/Fas Signalweges, um in Zukunft gezieltere Behandlungen zu entwickeln und

daraufhin schwerwiegende Nebeneffekte oder Rezidive zu reduzieren.
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Abbildung 11: Kombinierte FLIPinBy/CD95L Behandlung induziert einen erhéhten Verlust der Zellviabilitat und
verstarkt Apoptose in Tumorzelllinien.
(A+B) HeLa-CD95-FL Zellen wurden mir 30 uM FLIPinBy fiir 2 h behandelt und im Anschluss mit 1667 ng/mL CD95L fur

weitere 4 h stimuliert. Der Zelltod wurde mittels AnnexinV-FITC- (A) und Sytox™Orange (S)-Farbung bestimmt und durch
das bildgebende Durchflusszytometer Amnis® FlowSight® (Luminex) analysiert. Mittelwerte und Standardabweichungen von
frih (AnnexinV-FITC-positiven Zellen) als auch von spét apoptotischen (AnnexinV-FITC- und Sytox™Orange-positiven
Zellen) Zellen aus drei unabh&ngigen Experimenten wurde gezeigt. * >p < 0,05. Drei reprasentative Aufnahmen von friih und
spat apoptotischen Zellen (B) wurden durch das bildgebende Durchflusszytometer Amnis® FlowSight® (Luminex) generiert
und dargestellt. HF - Hellfeld; A = AnnexinV-FITC; S = Sytox™Orange. (C) HeLa-CD95 Zellen wurden mit 20 pM
FLIPinBy behandelt und im Anschluss mit 60 ng/mL CD95L fiir 3 h stimuliert. Mittels Western Blot Analyse wurden die
Zelllysate mit den entsprechenden Antikorpern analysiert. Aktin wurde als Ladekontrolle genutzt. Ein représentatives
Experiment aus drei Experimenten wurde dargestellt. Die Proteinquantifizierung wurde mit der Software Image LabBeta 5.1
(BioRad) durchgefiihrt, wobei die Proteinmenge auf das Aktinsignal normalisiert wurde. k.B. - kurze Belichtungszeit; I.B. >
lange Belichtungszeit (D+E) HeLa-CD95 Zellen wurden mit 40 pM FLIPinBy behandelt und im Anschluss mit 50 ng/mL
CD95L fur die dargestellte Zeit stimuliert. Die Zellen wurden mittels Caspase 3/7 Green Apoptosis Assay Reagent (Sartorius)
angeféarbt. Die Caspase-Aktivitdt wurde durch Lebend-Zellaufnahmen visualisiert. Die Fluoreszenz Caspase-3/7-positiver
Zellen wurde mit Hilfe des IncuCyte Lebend-Zell-Analyse Systems (Sartorius) detektiert (D). Représentative Aufnahmen nach
2 h CD95L-Stimulation wurden dargestellt (E). HF = Hellfeld; C - 50 ng/mL CD95L; F+C - 40 uM FLIPinBy + 50 ng/mL
CD95L. modifiziert nach'?®

2.2.2 RIPK1- ein Schlisselprotein entscheidet Gber Zelltod und -tberleben in AML-Zellen mit
FLT3-1TD Mutation

Die zusammengefassten Ergebnisse dieses Kapitels wurden in der Publikation ,, Targeting RIPK1 in
AML cells carrying FLT3-ITD* von Hillert et al. 2019 im International Journal of Cancer, welches im

Vorwort aufgelistet ist, verdffentlicht.

Die Protein-Kinase RIPK1 ist funktionell an vielen zelluldren Signalwegen in Bezug auf Zelliberleben
als auch Zellsterben beteiligt. Die ITD-Mutation im FLT3-Rezeptor flihrt zu einer konstitutiven
Aktivierung verschiedener hintereinander geschalteter Signalwege wie dem NF-xB Signalweg. Dieses
Ungleichgewicht filhrt wiederum zu einer Verringerung des apoptotischen Signalweges'!®>!?*, Nach
Proteinexpressionsanalysen des CD95/Fas Signhalweges in der FLT3-ITD-Rezeptor (human) mutierten,
murinen AML-Zelllinie 32D im Vergleich zu Wildtyp-FLT3-Rezeptor exprimierenden Zellen stellte
sich eine interessante Entdeckung heraus. Die ,klassischen” Proteine des apoptotischen DISC-
Netzwerkes wie FADD und Procaspase-8 waren unverandert in malignen AML-Zellen mit FLT3-ITD-
Rezeptormutation (Abbildung 12 A). Im Gegensatz dazu zeigte sich eine deutliche Hochregulierung des
Proteins RIPK1 in AML-Zellen mit mutiertem FLT3-Rezeptor (FLT-ITD) (Abbildung 12 A). Der 2007
zum ersten Mal publizierte, bivalente IAP Antagonist BV6 erwies sich nach diesen Erkenntnissen als
ideale Substanz, um diese malignen Zellen mittels gezielter RIPK1-Modifikation zu sensitivieren
(Abbildung 12 B-E)*2. Maligne Leukamiezellen mit mutiertem FLT3-Rezeptor zeigten nach
kombinierter BV6/CD95L Behandlung eine starke konzentrationsabhdngige Verringerung der
Zellvitalitat von bis zu 50 % (Abbildung 12 C). Dieses spezifische Zellsterben konnte auch mittels
Lebend-Tod-Féarbung und anschlieRender mikroskopischer Analyse in Abhangigkeit der Zeit bestétigt
werden (Abbildung 12 D).
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Kombinierte BV6/CD95L-Stimulation flihrte zu einer abnehmenden GFP-positiven (engl. green
fluorescent protein), lebenden Zellpopulation und zu einer erhdhten Zahl CytotoxRed-positiver,
sterbender Zellen. Auch nach Western Blot Analysen stellte sich eine Apoptoseaktivierung durch die
Detektion aktiver, gespaltener Caspase-3 und des PARP-Spaltproduktes dar (Abbildung 12 E).
Zellbasierte Analysen mittels spezifischer Zelltod-Inhibitoren ergaben daraufhin, dass es sich dabei um

einen RIPK1-vermittelten, Caspase-abhangigen Zelltod handelte (Daten in der Publikation dargestellt).



wissenschaftliche Ergebnisse-Publikationen 28

”\\{b A~
& K
QQ@ g\)
M [kDa] %>
78 | =~ wmmw| 4—RIPK1

47 | ww— s | <~ GAPDH

55 « | 4=Procaspase-8

23 |we s «-FADD

42 |+ ww»| «~GAPDH
B 32D parental C 32D-FLT3-ITD
3 DMSO == | uM BV6 mmm 5 1M BV6 3 DMSO == ] uMBV6ommm 5.MBV6
3% % 3 ok
¥ %k %k .
* 3k *
kK k| sk sk K] * * * 5 3k %
100- 1004l 1, ’ﬂ T *
_ T e AL 8
$ 80 < 80 "‘ *
S 60- S 60 —‘
Ei Ei
Z 404 Z 40
-5 @
N N
20 20
0-H 0-
CD95L [ng/mL]| 30 60 120 | 240 | 500 CD95L [ng/mL][ 30 60 120 | 240 | 500

D E 32D-FLT3-ITD

- - - | + | + |CD95L

-l - T |t ] - |BVS
CytotoxRed GFP Uberlagerung M kDa]| - [+ | -] - |- |pmso
55/53| M- T T y—— Procaspase-3
T k.B.)

3 5%4_ Procaspase-3

(. B)
. 19
L =S
116/89 — < gespaltenes PARP
42 — <~ Aktin
62 < CIAP1

42| e w— v w— o | €= Aktin

1 2 3 4 5

Abbildung 12: Kombinierte BV6/CD95L Behandlung fuhrt zur Sensitivierung von FLT3-1TD-positiven AML-Zellen.

(A) Western Blot Analyse von parentalen 32D und 32D-FLT3-1TD Zelllysaten mittels dargestellter Antikorper. Ein Experiment
aus drei unabhéngigen Experimenten ist gezeigt. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. (B+C) parentale 32D Zellen (B)
als auch 32D-FLT3-ITD Zellen (C) wurden mit zwei unterschiedlichen BV6-Konzentrationen (1 uM & 5 uM) fiir 1 h
behandelt. Danach wurden die Zellen fiir weitere 6 h mit den dargestellten CD95L-Konzentrationen (30-500 ng/mL) stimuliert.
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Die Zellviabilitat wurde mittels Cell Titer Glow®-Luminescent Cell Viability Assay bestimmt, indem der ATP-Gehalt gemessen
wurde. Die Ergebnisse sind in Prozent (%) angegeben, wobei alle Werte auf den Mittelwert der unstimulierten Zellen
normalisiert wurden. Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten wurden dargestellt. *> p
< 0,05; **-> p<0,01; ***-> p<0,001. (D) 32D-FLT3-ITD Zellen wurden mit 5 uM BV6 fiir 1 h behandelt und im Anschluss
mit 60 ng/mL CD95L stimuliert. Sterbende Zellen wurden durch den Farbstoff CytotxRed angeféarbt und mittels bildgebender
Lebend-Zell-Analyse IncuCyte™ (EssenBioscience) detektiert. GFP wird in lebenden Zellen (iberexprimiert. Repréasentative
Bilder nach 7 h CD95L-Stimulation wurden dargestellt. (E) 32D-FLT3-1TD Zellen wurden mit 5 uM BV6 fiir 1 h behandelt.
Danach wurden die Zellen mit 60 ng/mL CD95L fiir 3 h stimuliert. Mittels Western Blot Analyse wurden die Zelllysate mit
den entsprechenden Anitkdrpern analysiert. Aktin wurde als Ladekontrolle genutzt. Ein représentatives Experiment aus zwei
Experimenten wurde dargestellt. k.B. = kurze Belichtungszeit; .B. = lange Belichtungszeit. modifiert nach'?

Diese beschriebenen Erkenntnisse wurden weiterhin durch knockdown Experimente gestiitzt. Nach
Herunterregulierung des Proteins RIPK1 zeigte sich eine Resistenz gegeniiber der kombinierten
BV6/CD95L Behandlung (Abbildung 13 A). Die Caspase Inhibition mittels zZVAD als auch die
Necrostatin-1s Behandlung hemmten den BV6/CD95L-abhéngigen Zelltod (Abbildung 13 B+C).
Spezielle Untersuchungen zur Detektion des programmierten Zelltods mittels bildgebender
Durchflusszytometrie!?® prasentierten, dass eine kleine Zellpopulation apoptotisch und viele Zellen
nekroptotisch nach Doppelstimulation starben (Abbildung 13 C+D). Daraufhin wurden primére
Patientenproben mit speziellen FLT3-ITD Rezeptormutationen getestet. Die Analysen ergaben auch in
diesen Féllen eine Sensitivierung mittels kombinierter BV6/CD95L Behandlung (Daten sind in der
Publikation dargestellt). Zusammenfassend stellten Hillert et al. fest, dass die Beeinflussung des
Proteins RIPK1 mittels SMAC mimetics in Kombination mit einer CD95L-Stimulation als Basis zur
Weiterentwicklung neuerer Behandlungsstrategien in AML-Zellen mit FLT3-1TD Mutation verwendet
werden kann. Diese neusten Erkenntnisse bilden eine weitere Grundlage zur gezielteren,

krankheitsbasierten Entwicklung neuartiger Behandlungsstrategien.
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Abbildung 13: Kombinierte BV6/CD95L-Stimulation fuhrt zu einem RIPK1- und Caspase-abhangigen Zelltod in 32D-

FLT3-ITD Zellen.

(A) Mittels RIPK1-siRNA (SMARTpool siRNA von Dharmacon) wurde der RIPK1-Proteingehalt in 32D-FLT3-ITD Zellen
herunterreguliert. Kontroll-siRNA wurde als Negativkontrolle genutzt. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und in 96-Well
Platten ausgesat. Danach wurden die Zellen mit 1 uM BV6 fiir 1 h behandelt und direkt im Anschluss mit den beschriebenen
CD95L-Konzentrationen (30-500 ng/mL) fir 6 h stimuliert. Die Zellviabilitat wurde mittels Cell Titer Glow®-Luminescent
Cell Viability Assay bestimmt, indem der ATP-Gehalt gemessen wurde. Die Ergebnisse sind in Prozent (%) angegeben, wobei
alle Werte auf den Mittelwert der unstimulierten Zellen normalisiert wurden. Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei
unabhéngigen Experimenten wurden dargestellt. *> p < 0,05; **-> p<0,01; ***-> p<0,001.
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Die Zelllysate siRNA-behandelter Zellen wurde mit Hilfe eines Western Blots analysiert. Aktin wurde als Ladekontrolle
verwendet. (B+C) 32D-FLT3-ITD Zellen wurden mit 5 uM BV6, 50 uM zVVAD-fmk (pan-Caspase-Inhibitor) und 10 uM Nec-
1s (RIPK1-Inhibitor) fiir 1 h behandelt. Danach wurden die Zellen mit 60 ng/mL CD95L fiir 4 h (C) oder 6 h (B) stimuliert.
(B) Die Zellviabilitat wurde mittels Cell Titer Glow®-Luminescent Cell Viability Assay bestimmt, indem der ATP-Gehalt
gemessen wurde. Die Ergebnisse sind in Prozent (%) angegeben, wobei alle Werte auf den Mittelwert der unstimulierten Zellen
normalisiert wurden. Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten wurden dargestellt. *> p
< 0,05; **-> p<0,01 (C) Zelltod wurde durch den DNA-Farbstoff Pl detektiert und mittels bildgebender Durchflusszytometrie
(Amnis® FlowSight®, Luminex) analysiert. Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhéangigen Experimenten
wurde dargestellt. (D) 5 reprasentative Aufnahmen fiir jede gemessene Bedingung (gesunde Zellen, spét apoptotische Zellen,
nekroptotische Zellen), die mittels Amnis® FlowSight®, Luminex gemessen wurden, wurden dargestellt. Abkiirzungen: HF>
Hellfeld; GFP-> engl. green fluorescent protein; P1-> Propidiumiodid. modifiziert nach?®
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3 DISKUSSION

3.1 ENTSCHLUSSELUNG NEUER INDUKTIONSMECHANISMEN DER CD95/FAs-

VERMITTELTEN APOPTOSE

3.1.1 c-FLIP Isoformen fungieren als Kontrollpunkte in der DED-Filamentformation

In den letzten Jahren wurden viele wissenschaftliche Verdffentlichungen zur funktionellen Rolle des
regulatorischen Proteins c-FLIP publiziert. Die Initialidee lautete, dass sowohl c-FLIP als auch
Procaspase-8 direkt an FADD binden und somit um die Bindung am DISC konkurrieren. Weiterhin
wurde nach Mutagenese-Analysen die Relevanz beider c-FLIP DED1/DED2 Regionen fir die
Interaktion mit FADD DED festgestellt®®8l, 2014 belegten Majkut et al., dass nach Rezeptor-
Stimulation FADD DED bevorzugt mit seiner strukturellen Bindungsoberfliche der al/a4 Helizes mit
der DED2 Region von c-FLIP interagiert. Im Gegensatz dazu besteht eine hdhere Affinitdt zwischen
den FADD a2/a5 Helizes und der Procaspase-8 DED1 Region®2. Im Widerspruch dazu steht das
hierarchische DISC-Modell, das eine FADD-Procaspase-8-Interaktion voraussetzte, um im Anschluss
c-FLIP am DISC zu detektieren®®’®. Durch die 2016 veroffentlichte DED-Procaspase-8 Kryo-
Elektronenmikroskopie-Struktur konnte gezeigt werden, dass sich sowohl c-FLIP Proteine als auch

Procaspase-8 Molekiile in die Filamentstruktur einbauen®’.

Aufbauend auf diesen widerspriichlichen Erkenntnissen entstand die Basis zur wissenschaftlichen
Arbeit von Hillert et al. zur funktionellen Untersuchung des Regulators c-FLIP und zur Analyse
molekularer Mechanismen am CD95-DISC mittels biochemischer Verfahren und in silico entwickelter
Behandlungsansatze!!8, Des Weiteren konnten in dieser Veroffentlichung weitere Einblicke in die
DISC-Architektur gewonnen werden, um die Rolle der beiden c-FLIP Proteine c-FLIP. und c-FLIPs in
den DED-Filamenten zu entschlisseln. Dies war nur durch die Anwendung quantitativer
Massenspektrometrie-Analysen in Kombination mit strukturbezogener Modellierung moglich. Letzteres
ist ein machtiges Werkzeug, das neue Erkenntnisse in molekulare Signalwegmechanismen ermaglicht.
Unter Verwendung dieser Technologie wurde ein in silico Strukturmodell des CD95-DISC entwickelt.
Dieses Modell erlaubte es, molekulare Mechanismen der DED-Filamentformation vorzuschlagen, sowie

mehrere Mdglichkeiten der c-FLIP-Interaktionen mit dem DED-Filament zu erklaren.

Einer der wichtigen Aspekte dieses Modells war die Vorhersage von unterschiedlichen Procaspase-8-
als auch c-FLIP-Bindungsstellen am FADD DED. Die Verbindung zwischen DEDs dieser Proteine wird
durch alle drei Arten von DED-Interaktionen (Typ I, I1 und 111) vermittelt. Anhand dieses Modells wurde
gezeigt, dass FADD- und Procaspase-8-Interaktion mittels Bindung an der Procaspase-8 DED1 la/lllb-

Schnittstelle entsteht, um das Filamentwachstum in einer "Vorwaértsrichtung" auszubilden.



Diskussion 33

Im Gegensatz dazu kann FADD DED mitder c-FLIP DED2 Ib/Illa-Schnittstelle interagieren und fordert
damit das Filamentwachstum in entgegengesetzter "Rlckwartsrichtung”. Aulerdem entschllsselten
diese Ergebnisse die bestehenden kontroversen Diskussionen zur c-FLIP-Bindung an den DISC. Wie
bereits erwahnt, wurde einerseits berichtet, dass c-FLIP iiber die a2/a5-Schnittstelle seiner DED2 (Ib-
Schnittstelle) mit der al/a4-Region der FADD DED (la-Schnittstelle) interagiert, wahrend Procaspase-
8 die andere Bindungsstelle zur Interaktion mit FADD nutzt, die sich in der o2/05-Region der FADD
DED (Ib-Schnittstelle) befindet®2. Demgegeniiber wurde eine kooperative Bindung von c-FLIP an
FADD in Abhéngigkeit von Procaspase-8 beschrieben’. Hillert et al. kombinierte beide Hypothesen
und zeigte, dass beide Mechanismen eine wichtige Rolle bei der DED-Filamentorganisation spielen.

Die molekularen Mechanismen zur beginnenden DED-Filamentformation am FADD DED und die
sterischen Beschrédnkungen dieses Prozesses sind fur das Verstandnis der Apoptoseinitiation von grol3er
Bedeutung. In diesem Zusammenhang wurde festgelegt, dass die Procaspase-8 Bindung durch DED1an
FADD fir die Initiation des Filamentwachstums notwendig ist. Gleichzeitig gab es bisher keine
Erkenntnisse, ob die hypothetische c-FLIP DED2-Bindungsstelle mit FADD sterisch zuganglich ist und
ob es strukturelle Einschrankungen gibt, die diese Interaktion verhindern. Mit Hilfe des Strukturmodells
wurde gezeigt, dass die FADD DD/DED-Plattform kein sterisches Hindernis flir die Bindung von c-
FLIP DED2 darstellt, sodass die Grundlage fir ein "multidirektionales” Filamentwachstum und den
Aufbau von "kooperativen" DED-Filamenten geschaffen wird. Der Modellierungsansatz demonstrierte,
dass die Flexibilitat der Schleife zwischen FADD DD und FADD DED eine wichtige strukturelle
Funktion besitzt, indem sie eine Konformationsanderung ermdglicht, die wiederum die DED-Filament-
Initiation auslosen kann!8, In zukiinftigen Studien kénnten Mutationen in dieser FADD-Schleife oder
gezielte Beeinflussungen mittels small molecules neue Erkenntnisse lber die Apoptoseregulation

liefern.

Das in Hillert et al. vertffentlichte DED-Filamentstrukturmodell beantwortete mehrere Fragen. Die
erste Frage, die sich stellte, war, wie Caspase-8 bei hoher c-FLIP-Uberexpression aktiviert werden kann.
Die Analyse des 3D-Strukturfilamentmodells zeigte, dass die Bildung von Procaspase-8-Dimeren auch
in kurzen DED-Filamenten stattfindet. Dies kdnnte durch die Interaktionen zwischen benachbarten
Procaspase-8 DED2 aus nah aneinander liegenden DED-Ketten tber Typ-1I-Schnittstellen unterstiitzt
werden (Abbildung 14). Diese architektonische Formation ist nur durch die unabhangigen, spezifischen
Procaspase-8/c-FLIP-Bindungsstellen mit FADD in der FADD DED-Plattform mdglich. Die FADD-
spezifische Procaspase-8-Bindungsstelle ermdglicht eine korrekte rdumliche Lage der Procaspase-8
DED, die zu einer Procaspase-induzierten Dimerisierung der C-terminalen Domanen und somit zu einer
Caspase-8 Aktivierung fuhrt. c-FLIP DEDs wiederum kontrollieren die rdumliche Anordnung der DED-
Filamente im DISC, indem sie die Menge an Procaspase-8 begrenzen und gleichzeitig die DISC-
Struktur Uber die Bindung an FADD DED stabilisieren. Des Weiteren stabilisiert die c-FLIP-induzierte

Bildung eines langen DED-Filaments, wie zum Beispiel im kooperativen DISC-Netzwerk, den DISC
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und erhoht die Wahrscheinlichkeit fur die Procaspase-8 Homo- und Heterodimerisierung (Abbildung
14 C).

Diese Vorhersagen stimmen mit den in Hillert et al. generierten, experimentellen Daten zur Caspase-8
Aktivitat Gberein. Die Daten zeigen, dass selbst bei hoher c-FLIP./s-Uberexpression Procaspase-8 am
DISC aktiviert wird!,

A FADD Plattform
a-c Interaktion

) FADD Procaspase-8/c-FLIP

! I J Caspase-8 c-FLIP

B  DISC-Model

c-FLIP, Uberexpression c-FLIP; Uberexpression normale c-FLIP,/c-FLIP; Expression

C kooperatives DISC-Modell

einzelner DISC kooperativer DISC

CDS5DD
FADD DD

c-FLIP:FADD:Casp8 DED Filament

o 08 0 oA 8 I __

Abbildung 14: Kooperatives DED-Filamentformationsmodell.

(A) Schematische Darstellung der FADD-Plattform, die final zur DISC-Formation fiihrt. Die drei DED-Ketten a (griin), b (rot)
und ¢ (blau), die durch Typ-1-Wechselwirkung im DED-Filament gebunden sind, sind durch Linien in den jeweiligen Farben
gekennzeichnet. Die Wechselwirkungsstellen der Ketten a und ¢ im DED-Filament sind durch Verdoppelung in transparenter
Farbe oberhalb und unterhalb des Schemas dargestellt. Dies impliziert die Verschiebung auf -6 und + 6 Positionen in der DED-
Kette, entsprechend der DED-Filamentsymmetrie. (B) Das schematische Modell der einzelnen DISC-Formationen in HeLa-
CD95-FS (links), HeLa-CD95-FL (Mitte) und HeLa-CD95 (rechts) Zellen wurde dargestellt. (C) Das strukturelle (oben) und
das schematische Modell (unten) der kooperativen DISC-Formation in HeLa-CD95-FL Zellen ist gezeigt. Die Anordnung der
FADD-PIlattform ist hervorgehoben. c-FLIP DED1 und DED?2 sind in orange und gelb gekennzeichnet. Procaspase-8 DED1
und DED?2 sind in dunkelblau beziehungsweise hellblau dargestellt. FADD DED ist in braun gezeigt. Die C-terminalen
Domanen von c-FLIP und Procaspase-8 sind als gelbe (c-FLIP) und blaue (Caspase-8) Rechtecke présentiert. CD95 DD und
FADD DD sind in griiner bzw. violetter Farbe dargestellt. modifiziert nach8
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Nach néheren Untersuchungen mittels Massenspektrometrie wurde festgestellt, dass es nach c-FLIP-

Uberexpression zu einer erhdhten Anzahl an DISC-Formationen kommt.

Offensichtlich fuhrt die c-FLIP-abhdngige Bildung von kooperativen DISC-Netzwerken zu einer
erhohten Filament-Stabilitit, die eine erhohte DISC-Anzahl bei c-FLIP-Uberexpression zur Folge hat.
Das Phanomen der Langen-abhédngigen Stabilisierung einer filamentdsen Struktur ist bereits bekannt
und wurde fir andere Systeme umfassend untersucht!?’. Eine weitere bereits verdffentlichte
Beobachtung zur DISC-Formation ist die Internalisierung und Degradation des DISC!%12°, Es wurde
gezeigt, dass die Internalisierung des DISC von der Caspase-8 Aktivitat abhéngig ist. Somit kommt es
bei einem héheren Gehalt an c-FLIP-Proteinen zu einer Verringerung der Caspase-8 Aktivitat am DISC
und somit auch zur verringerten DISC-Internalisierung. Die beschriebenen Faktoren tragen zu den

héheren DISC-Anzahlen bei, die Hillert et al. nach c-FLIP-Uberexpression feststellten.

Die kooperative DED-Filamentformation kdnnte ein wichtiger Mechanismus fir das Filamentwachstum
darstellen. Tats&chlich konnte eine hohe, lokale Konzentration von kurzen DED-Filamenten eine
Plattform bilden, um Filamentwachstum auszuldsen. Benachbarte Filamente, die verschiedene FADD-
Plattformen als Ursprung haben und die somit unabhéngig voneinander gebildet wurden, kénnen
aufgrund ihrer radumlichen Né&he zu einer Einheit assoziieren. Letzteres konnte auch durch lokale Néahe

von CD95-Rezeptoren auf der Membranoberflache erleichtert werden.

Die quantitativen Massenspektrometriedaten aus Hillert et al. deuten daraufhin, dass die Stérke der c-
FLIP/c-FLIP-Interaktionen innerhalb des DED-Filaments eher gering ist. Nach Uberexpression beider
c-FLIP Isoformen wurde keine Formation von langen c-FLIP-Ketten beobachtet!®. Leider sind die
molekularen Mechanismen, die das Wachstum von c-FLIP-DED-Filamenten begrenzen, noch nicht
aufgeklart. Gleichzeitig kann man nach den experimentellen Daten die Hypothese aufstellen, dass
mehrere c-FLIP_-induzierte kooperative Netzwerke auf Grund des hoheren, experimentell ermittelten
Procaspase-8-Anteils am DISC und daraus folgend der putativ erhéhten Procaspase-8/Procaspase-8-
Interaktionen zwischen benachbarten DISC-Formationen und der Procaspase-8/c-FLIP.-Interaktionen
mittels C-terminaler Domanen entstehen kénnen. (Abbildung 14 C). Daruiber hinaus wurde ein weiterer
DED-Filament-Bestandteil des DISC, Procaspase-10, in dem Modell von Hillert et al. nicht
beriicksichtigt, da das Protein am DISC nur in geringer Menge detektiert wurde. Trotzdem wurde in
friiheren Veroffentlichungen eine anti-apoptotische Procaspase-10 Funktion nach extrinsischer
Apoptoseinduktion beschrieben!®132, Somit ist es fiir weitere Analysen essenziell die Rolle dieser

Initiatorcaspase in der DED-Filamentdynamik zu analysieren.

Die veroffentlichten Daten in Hillert et al. zeigten, dass c-FLIP Isoformen funktionell eine Art von
Kontrollpunkten in der Dynamik der DED-Filamente darstellen, indem sie deren Wachstum und
Stochiometrie beeinflussen. Insbesondere kdnnen c-FLIP Isoformen die Zusammensetzung der DED-
Filamente modulieren, indem sie kurze DED-Filamente aufbauen oder die Bildung langer kooperativer

Netzwerke von DED-Filamenten férdern. Diese Analysen bilden die Basis fiir weitere Untersuchungen



Diskussion 36

Uber die Signaltbertragung des CD95-DISC-Modells oder anderen Zelltod-induzierenden Komplexen

und eréffnen neue Blickweisen zur Entwicklung therapeutischer Anwendungsansétze.

3.2 ENTWICKLUNG INNOVATIVER THERAPEUTISCHER BEHANDLUNGSANSATZE

ZUR GEZIELTEN BEEINFLUSSUNG DES CD95/FAS SIGNALWEGES

3.2.1 pharmakologische Beeinflussung des Caspase-8/c-FLIP_-Heterodimers am DISC

Die Kombination aus in silico und damit computergestitzter Analysen und in vitro Experimenten bietet
eine erstaunliche Bandbreite an Anwendungsbereichen und ermdglicht einen enormen Wissensgewinn
in den heutigen wissenschaftlichen Fragestellungen. In der Veréffentlichung von Hillert et al. wurden
in silico Verfahren verwendet, um ein kleines Molekdl (engl. small molecule) zu entwerfen, das
spezifisch mit dem Heterodimer Procaspase-8/c-FLIP._ interagiert. Die Modifikation dieses kleinen
Komplexes bot eine gezielte Angriffsflache, um Apoptose in der Zelle zu aktivieren. Die Strategie zur
Entwicklung eines spezifischen small molecules bestand darin, durch Interaktion mit dem Caspase-8/c-
FLIP_-Heterodimer die L2'-Schleife in einer "geschlossenen™ Konformation zu stabilisieren, dadurch
die Caspase-8 Aktivitat am DISC zu erhdhen und effektiv Apoptose zu induzieren. Letzteres basierte
auf der Hypothese, dass der Wechsel von einer "geschlossenen” zu einer "offenen” Konformation der
L2'-Schleife, wie er durch die L2-Schleifenprozessierung induziert wird, zur Destabilisierung des
p43/p10/c-FLIP.-Komplexes fiihren kénnte. Die experimentellen Daten in Hillert et al., die mit dem
small molecule FLIPinBy gewonnen wurden, unterstiitzten den in silico vorhergesagten
Mechanismus'%, Die Experimente wiesen stark daraufhin, dass die Stabilisierung des aktiven Caspase-
8 Zentrums im Heterodimer Procaspase-8/c-FLIP. fiir dessen Aktivierung essenziell ist. Dartiber hinaus
unterstlitzten die Ergebnisse die Hypothese der L2'-Schleifen-Translokation als Schliisselereignis fir
die Deaktivierung dieses Heterodimers®3, Es konnte gezeigt werden, dass die gleichzeitige Behandlung
mit FLIPinBy und CD95L oder TRAIL zu einem verstérkten apoptotischen Zelltod und einer erhéhten
Caspase-8 Aktivitdt am DISC fiihrte, was den in silico vorgeschlagenen Mechanismus fir die Wirkung

von FLIPinBy stérkte?*,

Uberdies konnte eine allosterische Regulation im Heterodimer am vermuteten, molekularen FLIPinBy
Mechanismus beteiligt sein. Im Hinblick auf andere Caspasen wurde uber diese Eigenschaft bereits
berichtet. Caspasen besitzen eine allosterische Stelle in der Homodimerisierungsschnittstelle in ihrer
Untereinheit®**'%, Insbesondere die allosterischen Regulationsmechanismen der Caspase-1, -7 und -8
wurden bereits auf mogliche Interaktionen mit small molecules untersucht. Es wurde gezeigt, dass
allosterische Inhibitoren von Caspase-7 und Caspase-1 die inaktive Zymogenkonformation
blockieren!3*135 Dementsprechend wurde in Hillert et al. auch die Existenz einer bisher
unbeschriebenen allosterischen Stelle innerhalb der Procaspase-8/c-FLIP,.

Heterodimerinteraktionsstelle vermutet, die zur Caspase-8 Aktivierung fiihrte. Des Weiteren
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veroffentlichten Bucur et al. ein small molecule, das mit der Schnittstelle des Caspase-8-Homodimers
interagiert und TRAIL-induzierte Apoptose verstarkt. Leider konnte dieser kombinatorische Effekt in

den Experimenten nur nach hoher small molecule Konzentration gezeigt werden®3,

Trotz dessen wurde in Hillert et al. vorausgesetzt, dass die gezielte, kombinierte Behandlung der
Heterodimerisierungsinteraktionsstelle des Procaspase-8/c-FLIP_-Komplexes mit der Aktivierung des
Todessignalweges durch CD95L oder TRAIL eine vielversprechendere Strategie fur die weitere

Entwicklung von small molecules bietet.

Die intrazelluléare Signalweiterleitung, die final Apoptose reguliert und auslost, stellt ein ideales System
fUr quantitative Studien zur Entwicklung von innovativen Methoden im Bereich der Systembiologie
dar'®. Die computergestiitzte Modellierung dynamischer Prozesse des apoptotischen Signalweges ist
sehr weit fortgeschritten. Es sind bereits sehr detaillierte, experimentell validierte Modelle entwickelt
wurden, die sich auf verschiedene Aspekte der apoptotischen Induktion konzentrierten'*”. In dieser
wissenschaftlichen Arbeit von Hillert et al. wurde eine Verbindung zwischen in silico Methoden zur
Modellierung der apoptotischen Signalwege und der Entwicklung neuartiger Medikamente fiir neue
Tumortherapieansétze hergestellt, indem das Modell der DISC- und Apoptose-Signalkaskade um die
Wirkung des spezifischen small molecules FLIPinBy erweitert wurde. Die durch Einzelstimulation mit
CD95L ausgeldste Procaspase-8/c-FLIP. Heterodimersaktivitat und final die Apoptoseinduktion wurde
durch kombinierte Behandlung mit FLIPinBy und CD95L erhéht oder verstarkt. Im Speziellen ist es
gelungen, dass das generierte Modell die biochemische Reaktionskinetik der FLIPinBy-Wirkung am
DISC beschreiben konnte, eine Erhéhung der Heterodimerkonzentration vorhersagte, welche zur
Erhdhung der Caspase-8 Aktivitat fihrte und die Wirkung nach FLIPinBy-Zugabe auf die
Tumorzellpopulation bestimmte. Dariiber hinaus erlaubte das Modell, die FLIPinBy Wirkung in
Abhéngigkeit der intrazellularen c-FLIP_-Proteinkonzentration vorauszusehen. Dieses Verfahren bot
eine entscheidende Mdglichkeit fur die Weiterentwicklung von Therapien, wobei durch Modellierungen
Wechselwirkungen von Medikamenten spezifisch fur Zelltodsignalwege hervorgesagt werden kdnnten.
Interessanterweise hat die modellbasierte Wirkstoffentwicklung fur wachstumsfaktorbezogene

Signalwege bereits den Schritt zu klinischen Studien gemacht®,

Das ausgearbeitete in silico Modell hat gezeigt, dass die erhdhte Procaspase-8 Aktivitat in den ersten
Stunden nach CD95L/TRAIL-Stimulation zu einer verstarkten Apoptoseinduktion fiihrte. Letzteres
kann durch eine hohe Degradationsrate des DISC-Komplexes in Abhangigkeit zur Zeit sowie durch den
limitierenden Prozess der Procaspase-8-Oligomerisierung zur Bildung Kkatalytisch aktiver
Untereinheiten erklart werden. In der Publikation von Kallenberger et al. wurde die Halbwertszeit des
DISC auf nur 1 h geschétzt, wahrend nach dem verwendeten Modell in Hillert et al. deutlich mehr Zeit
benotigt wurde, um die Procaspase-8 Molekiile am DISC zu aktivieren?**°, Dariiber hinaus ist eine
weitere Schlussfolgerung, dass die Erh6hung der Procaspase-8 Prozessierungsrate in den ersten Stunden

nach der Todesrezeptor-Stimulation ein innovativer Ansatz ist, Apoptoseinduktion in einer Population
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zu erhohen. Bezogen darauf zeigten friihere Publikationen ebenfalls, dass die intrazelluldre Procaspase-

8 Aktivierungsrate in Abhéangigkeit zum induzierten Zelltod steht'39:140,

In diesem Zusammenhang belegte der wissenschaftliche Ansatz in Hillert et al., dass durch
stabilisierende Effekte mittels small molecules die Heterodimer Aktivitat verlangert werden konnte und

dies als vielversprechende Strategie in zukinftigen Forschungsbereichen genutzt werden koénnte.

Die moderate pro-apoptotische Aktivitat des small molecules FLIPinBy konnte durch mehrere Faktoren
erklart werden. Eine kurze Halbwertszeit des Procaspase-8/c-FLIP_-Komplexes kdnnte eine hohe
FLIPinBy-Konzentration erfordern, um einen stabilisierenden Effekt zu erzielen. Des Weiteren kénnte
die limitierende FLIPinBy Wirkung auf eine geringere c-FLIP_ Présenz in den DED-Filamenten erklart
werden. Tatsdchlich zeigte eine quantitative DED-Filament-Proteomanalyse, dass c-FLIP in den
Filamenten in einer zehnmal geringeren Konzentration vorhanden ist als Procaspase-8+. Auf Grund
dessen kann man davon ausgehen, dass nur eine begrenzte Anzahl von Procaspase-8/c-FLIP..
Heterodimeren in jeder Kette vorhanden sind, die im Umkehrschluss die Auswirkungen von FLIPinBy
am DISC begrenzen. In diesem Zusammenhang ist zu bemerken, dass verschiedene Tumorzellen eine
hohere intrazellulére c-FLIP_-Konzentration aufweisen, und aus diesem Grund die Entwicklung von

small molecules basierend auf FLIPinBy generell ein extrem hohes therapeutisches Potenzial besitzt*.

Im Gegensatz zu den Hauptregulatoren des intrinsischen Apoptoseweges, fiir die bereits spezifische
niedermolekulare Inhibitoren erfolgreich entwickelt wurden und sich derzeit in klinischen Studien
befinden, steht man mit der Entwicklung von small molecules zur Modifikation des extrinsischen Weges
erst am Anfang®*2. Zusammenfassend bietet die Arbeit von Hillert et al. eine erste Grundlage fiir die
Entwicklung neuer Tumortherapien mittels spezifischer Aktivitatsverstarkung des extrinsischen,
apoptotischen Schliisselenzyms — der Caspase-8 - und ertffnet neue Wege, um die Todesrezeptor-

induzierte Apoptose gezielt zu verstarken.

3.2.2 gezielte Behandlungsstrategie zur BekAmpfung von AML mit FLT3-1TD Mutation

AML ist eine heterogene Erkrankung mit diversen Mutationen, die es erschweren eine perfekte
Behandlung mit Chemotherapeutika zu gewéhrleisten. Auf Grund dessen werden neue Technologien
wie zum Beispiel das next generation sequencing genutzt, um Therapieansatze zu erforschen und zu
entwickeln!®, Eine der haufigsten Mutationen bei AML-Erkrankungen befindet sich in der
Juxtamembran-Region im Tyrosinkinase-Rezeptor FLT3 (FLT3-ITD). Diese Mutation bewirkt eine
konstitutive Aktivierung des Rezeptors. Patienten mit dieser spezifischen Mutation weisen eine im
Krankheitsverlauf schlechte Prognose auf'’1% Um die FLT3-ITD Mutation im Hinblick auf

Veranderungen der Zelltodsignalwege néher zu analysieren, ist es entscheidend ein zelluldres System



Diskussion 39

wie zum Beispiel die murine hdmatopoetische Progenitor-Zelllinie 32D zu verwenden, die lediglich den

humanen, mutierten FLT3-Rezeptor Gberexprimiert!4414°,

Dieses Zellmodell verhindert den Einfluss eines stark heterogenen Hintergrunds, der oftmals bei AML-
Patienten vorhanden ist, auf die zu untersuchenden Effekte. Damit war es mdglich lediglich die
Auswirkung der Rezeptormutation FLT3-1TD in 32D Zellen in Bezug auf Todesrezeptor-Signalwege
zu analysieren. Damit wurde ein guter Ansatz geboten, um einzelne Signalknoten zu identifizieren,
die zur Sensitivierung von AML-Zellen gegenuber Zelltod-induzierter Stimuli beitragen, ohne alle
moglichen Nebenwirkungen des heterogenen Genotyps dieser Zellen einzubeziehen. Im Speziellen
konnte so in Hillert et al. gezeigt werden, dass das Kinaseprotein RIPK1 als Zielprotein fiir
Behandlungsanséatze gegen AML-Zellen mit FLT3-ITD Mutation verwendet werden kann. Dartber
hinaus wurde beobachtet, dass die Intensitdt des Zelltods nach CD95L-Stimulation und BV6
Behandlung in priméren AML-Zellen stark mit der RIPK1-Expression korrelierte. Bildgebende
Durchflusszytometrie konnte belegen, dass die Zellen an einem nekroptotischen Zelltod starben,
wahrend die zusétzliche Behandlung mit Necrostatin-1s (Nec-s), einem nekroptotischen Inhibitor, die
Zellen effektiv vor Zelltod schitzte. Dariliber hinaus boten die experimentellen Ergebnisse die
Erkenntnis, dass eine kombinierte Todesrezeptor/BV6-Stimulation Nekroptose ausléste und
ermdglichten die Grundlage fur die Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze, um AML-Zellen Uber

nekroptotische Stimuli im Falle einer apoptotischen Signalblockade zu sensitivieren!?,

Um die klinische Relevanz der experimentellen Analysen zur CD95L-Stimulation zusatzlich zu stutzen,
wurden Patientenproben mit FLT3-ITD Mutation auch mit TRAIL, einem weiteren Mitglied der TNF
Superfamilie behandelt. TRAIL ist ein potenzielles Tumormedikament, das sich in mehreren klinischen
Studien befindet!#":148, Herbst et al. veroffentlichten eine Phase | Studie, in der 71 Patienten mit dem
humanen, rekombinanten TRAIL (Apo2L) behandelt wurden*®. Die Behandlung erwies sich als sicher
und gut vertraglich. In Hillert et al. wurde gezeigt, dass die kombinatorische Behandlung mit TRAIL
und dem SMAC mimetic BV6 primare AML-Zellen, die eine FLT3-ITD Mutation trugen, in Richtung
Zelltod sensitivierte. Dies bietet also weitere Mdglichkeiten fiir die Entwicklung neuer therapeutischer

Anwendungen in Bezug auf AML.

Dariiber hinaus wurde in friheren Studien eine verstarkte Hochregulierung verschiedener Mitglieder
der anti-apoptotischen Bcl-2-Familie in AML-Zellen festgestellt?®-1%2, Diese Proteine sind Teil des
intrinsischen Todessignalweges und sind Zielgene des Transkriptionsfaktors NF-kB*, Insbesondere
die Studie von Kasper et al. ergab eine signifikante Hochregulierung von Mcl-1 in AML-Zellen und
zeigte, dass die Herunterregulierung dieses Proteins in 32D-FLT3-ITD Zellen eine effektive
Zelltodsensitivierung zur Folge hatte. Im Umkehrschluss ist allerdings die Hochregulierung des anti-
apoptotischen  Proteins auch  wesentliche  Ursache fir die  FLT3-ITD-vermittelte

Medikamentenresistenz®.
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Neben der anti-apoptotischen Signallibertragung wurden bereits Schliisselproteine des Todesrezeptor-
Netzwerks wie RIPK3 und Procaspase-8 als essentiell fiir die Sensibilisierung in Richtung Zelltod von
AML-Zellen mit einer FLT3-ITD Mutation beschrieben®-1%,

Insbesondere wurde berichtet, dass das Kinaseprotein RIPK3 in AML-Zellen mit einer FLT3-ITD
Mutation unterdriickt wird™’. Interessanterweise konnte in Hillert et al. keine verringerte Expression
von RIPK3 in 32D-FLT3-ITD Zellen beobachtet werden, sodass man dies auf eine mdgliche
Einschrankung dieses Zelllinienmodells zuriickfihren konnte. Trotzdem deuten auch diese Studien
daraufhin, dass die Induktion des nekroptotischen Signalweges eine mdogliche Strategie ist, um der

konstitutiven Aktivierung von anti-apoptotischen Signalkaskaden entgegenzuwirken.

In Hillert et al. setzte man den Fokus auf die Analyse der Todesrezeptor-Netzwerke in AML-Zellen, die
eine FLT3-1TD Mutation beinhalten. Diese beschriebenen, experimentellen Ergebnisse haben eine hohe
klinische Relevanz insbesondere in Bezug auf die Verdffentlichung von Dominguez et al.. In dieser
Publikation wurde gezeigt, dass TRAIL-R2 Aktivierung in myeloid-abgeleitete Suppressorzellen in vivo
herunterreguliert werden kann'®®. Diese Erkenntnisse erhohten das Interesse an Analysen der
verschiedenen Todesrezeptor-Netzwerke in AML-Zellen insbesondere mit Fokus auf spezifische
Mutationen. Daruber hinaus unterstrich die Identifizierung des Zielproteins RIPK1 in AML-Zellen, die
eine FLT3-ITD Mutation tragen, die Relevanz der kombinierten Behandlungsstrategien mit z.B. SMAC
mimetics. In diesem Zusammenhang ist auBerdem zu bemerken, dass sich mehrere SMAC mimetics wie
z. B. Birinapant derzeit in klinischen Studien zur AML Behandlung befinden®®. Im Speziellen zeigte
bereits Birinapant allein und in Kombination mit anderen Medikamenten eine wirksame
Antitumoraktivitat bei AML. Darauf aufbauend wurde auch die kombinierte Behandlung mit
Birinapant und einem Caspase-Inhibitor analysiert, wobei eine Zelltoderhéhung festgestellt werden
konnte. Die Caspase Inhibition und damit die Apoptoseblockade fiihrte zur Aktivierung von
Nekroptose'® und kann die Analysen aus der Ver6ffentlichung von Hillert et al. stiitzen!?,
Zusammenfassend zeigten die Resultate zur gezielten Behandlung des Proteins RIPK1 in Kombination
mit der Aktivierung des CD95 Signalweges eine hohe Klinische Relevanz und férdern damit die

Entwicklung von kombinierten SMAC mimetic-basierten Therapien fur AML-Erkrankungen.
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