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lll. Zusammenfassung

Die Suche nach neuen therapeutischen Wirkstoffen ist, aufgrund der geringen Erfolgsquote vor allem
in spateren Phasen der Zulassung, nach wie vor eine groRe Herausforderung. Fir einen mdglichst
effizienten Entwicklung- und Zulassungsprozess zu erhohen, ist eine mdglichst genaue
Charakterisierung des Molekils und der davon ausgehenden biologischen Aktivitat sinnvoll. Eine
wertvolle Quelle an potenziellen Wirkstoffen stellen Sekundarmetaboliten aus Bakterien, Algen,
Pflanzen oder Pilzen dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene, aus Pilzen isolierte Stoffe
naher untersucht, die durch eine phanotypische Wirkstoffsuche gefunden wurden. Im Gegensatz zu
einer Target-basierten Wirkstoffsuche, wird sich bei dieser Methode nicht auf ein bestimmtes
Zielprotein fokussiert, sondern in einem zellbasierten System nach Stoffen gesucht, die einen
phanotypischen Effekt hervorrufen. Das genaue Target bleibt daher zunachst unbekannt.
Hauptsachlich wurde das Makrolacton Oxacyclododecindion (Oxa) bzw. dessen Derivate untersucht.
In phanotypischen Analysen stellte sich Oxa bereits in der Vergangenheit als vielversprechender
Wirkstoff zur Behandlung inflammatorischer und fibrotischer Erkrankungen heraus. Verschiedene
Derivate des Naturstoffs wurden durch die Abteilung fir Organische Chemie der Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz synthetisiert und im Rahmen dieser Arbeit auf ihre biologische Aktivitat
hin untersucht. So konnte der Einfluss verschiedener Derivatisierungen auf die biologische Aktivitat
analysiert und mit bereits publizierten Derivaten verglichen werden. So konnte die optimale Position
fur weitere Funktionalisierungen des Molekiils gefunden werden.

Neben der Analyse globaler Effekte auf BEAS-2B und HepG2 stand vor allem die Identifikation
mdoglicher Targets im Vordergrund. Dazu wurden zunéchst verschiedene Ansatze zur ldentifikation
von Proteinen, die an das besonders aktive Derivat 14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion (DM-
Oxa) binden, durchgefuhrt. So konnten bereits erste Kandidaten, insbesondere das
Hitzeschockprotein HSP90, als mdgliche Interaktoren identifiziert werden. Dieses Protein hat einen
zentralen Stellenwert in zahlreichen zellularen Prozessen, wodurch es bereits als mdgliches Target
fur verschiedene Erkrankungen bekannt ist.

Um erstmals einen Einblick in die globalen Effekte von DM-Oxa auf die Genexpression und das
Proteom in verschiedenen Zelltypen zu erhalten, wurden sowohl mRNA-Sequenzierungs- als auch
MS-Proteomics-Ansatze durchgefiihrt. Somit konnten bereits bekannte Charakteristika verifiziert und
neue Einblicke in beteiligte Signalwege gewonnen werden. Im Rahmen dieser Analysen konnten
potenzielle Zielproteine von DM-Oxa identifiziert werden. Darunter beispielsweise die zentralen
Transkriptionsfaktoren FOXO3 und AP-1.

Auch die Rolle von HSP90 als mdglicher Interaktionspartner von DM-Oxa wurde weiter beleuchtet.
Dazu wurde eine Co-Immunprézipitation mit HSP90 Antikoérpern durchgefuhrt, um Veranderungen in
der Abundanz von Proteinen, die an HSP90 binden, festzustellen. Solche Veranderungen koénnten
auf die Blockade von Bindestellen durch DM-Oxa hinweisen. Tatséchlich wurde die Abundanz von
100 bekannten Interaktionspartnern durch DM-Oxa Behandlung signifikant beeinflusst, sodass die
Rolle von HSP90 als Oxa-Target weiter ins Zentrum riickt.

Neben der Analyse von Oxacyclododecindion und verschiedenen Derivaten wurden zwei weitere
bisher unveréffentlichte Naturstoffe aus einem Pilz der Gattung Alternaria ndher untersucht. Diese
gehoren zu Klasse der Perylenchinone und zeigten zum Teil toxische und oxidative Wirkung in
BEAS-2B-Zellen, was durch verschiedene Versuchsansatze nachgewiesen werden konnte.



V. Abstract

The search for new and effective therapeutic substances remains a major challenge due to the low
success rate, especially in the later phases of approval. To increase the chances of success during
drug approval, it is useful to characterize the molecule and its biological activity as precisely as
possible, before using it in animals or humans. Secondary metabolites from bacteria, algae, plants or
fungi represent a valuable source of potential active ingredients. In this work, several compounds
isolated from fungi were investigated. They all have been found by a phenotypic drug search. In
contrast to a target-based drug search, this method does not focus on a specific target protein, but
searches for substances that cause a phenotypic effect in a cell-based system. The exact target of
the substance therefore remains unclear.

Mainly the derivatives of the macrolactone oxacyclododecindione (Oxa) were investigated. In
phenotypic analyses, Oxa has previously been shown to be a promising candidate for the treatment
of inflammatory and fibrotic diseases. Various derivatives of the natural substance were synthesized
by the Department of Organic Chemistry at the Johannes Gutenberg University in Mainz and their
biological activity was investigated in the course of this work. Thus, the influence of different
derivatizations on the biological activity could be analyzed and compared with already published
derivatives. This information helped to find the optimal position for further functionalization of the
molecule.

Another focus of this work was on the identification of potential targets and the global effects of Oxa-
type macrolactones on BEAS-2B and HepG2 cells. First, different approaches to identify proteins
binding to the particularly active derivative 14-deoxy-14-methyloxacyclododecindione (DM-Oxa) were
performed. Thus, first candidates, especially the heat shock protein HSP90, could already be
identified as possible interactors. This protein has a central role in numerous cellular processes,
making it a known potential target for various diseases.

For the first time, -omics approaches allowed to take a glance at the global effects of DM-Oxa on
gene expression and on the proteome in different cell types. By this, already known characteristics
could be verified and new insights into involved signaling pathways could be gained. Potential target
proteins of DM-Oxa could be identified in the course of these analyses. These include, for example,
the central transcription factors FOXO3 and AP-1.

The role of HSP90 as a potential interaction partner of DM-Oxa was also further elucidated. To this
end, co-immunoprecipitation with HSP90 antibodies was performed to detect changes in the
abundance of proteins that bind to HSP90. Such changes could indicate the blocking of binding sites
by DM-Oxa. Indeed, the abundance of 100 known interaction partners was significantly affected by
DM-Oxa treatment.

In addition to the analysis of oxacyclododecindione and various derivatives, two other previously
unpublished natural products from a fungus of the Genus Alternaria were studied. These belong to
the class of perylenequinones and showed partly toxic and oxidative effects in BEAS-2B cells, which
could be demonstrated by different experimental approaches.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Drug Development
Die Verwendung von Arzneimitteln jeglicher Art hat in der Geschichte der Menschheit wohl unzahlige
Leben verbessert, verlangert und gerettet. Dabei ist die Wirkung von Arzneimitteln generell auf die
Aktivitat von Wirkstoffen zurlickzufihren. Eine der wichtigsten Quellen fur Wirkstoffe sind nach wie
vor natlrlich vorkommende Molekile, wie z.B. von Pflanzen, Pilzen oder Bakterien gebildete
Sekundarmetaboliten, oder davon abgeleitete Derivate (Newman and Cragg 2020). Trotz der Vielfalt
an verfligbaren Arzneimitteln und Wirkstoffen gibt es nach wie vor unheilbare Krankheiten. Solange
dies der Fall ist, wird es auch einen Bedarf fur die Entwicklung neuer und besserer Wirkstoffe geben.
Die Entwicklung neuer Wirkstoffe ist jedoch ein langwieriger und kostspieliger Prozess, der in Uber
90 % der Falle vor der erfolgreichen Zulassung abgebrochen werden muss (Sun et al. 2022). Ein
haufiges Problem ist dabei eine mangelnde klinische Wirksamkeit, die, aufgrund einer schlechten
Ubertragbarkeit von Erkenntnissen aus in vitro und Tiermodellen auf humane Erkrankungen, erst spat
erkannt wird. Haufig werden Naturstoffe zur Verbesserung von ADME (absorption, distribution,
metabolism and excretion) Eigenschaften synthetisch optimiert, um die Erfolgschancen eines Stoffs
in den nachfolgenden Phasen zu verbessern (Cragg and Newman 2013). Auch die Kenntnis des
genauen Wirkmechanismus und der so genannten off-Targets ist ein Schlisselpunkt, der die
Wabhrscheinlichkeit des Scheiterns in spateren Zulassungsphasen verringert und damit die
Erfolgschancen einer Zulassung erhdht (Becker and Villinger 2017). Als Target bezeichnet man die
molekularen Interaktionspartner eines Wirkstoffs, wenn diese Interaktionen zur beobachteten
Wirkung beitragen. off-Targets hingegen sind Interaktionspartner, die von einem Wirkstoff beeinflusst

werden, jedoch nicht zur eigentlich erwlinschten Wirkung beitragen.

: . Optimierung Praklinische Klinische
Screening }::%Leltstruktur \’::%er Leitstruktur’\::% Phase ’\::% Phase \’:>

Abbildung 1 Typischer Verlauf der phanotypischen Wirkstoffsuche. Durch Screening Ansatze konnen Leitstrukturen gefunden werden,
die dann chemisch optimiert werden kdnnen. Nach Erhebung von Daten zur Toxizitdt und Wirkung durch in vitro, in vivo und ex vivo
Studien konnen vielversprechende Kandidaten die klinischen Phasen | bis Ill durchlaufen und bei erfolgreicher Evaluation durch
zustandige Behdrden flir die Verwendung zugelassen werden (Kubota et al. 2019; Réda et al. 2020).

Fur die Entwicklung von neuen Wirkstoffen gibt es verschiedene Herangehensweisen: Einerseits
kénnen von einem bestimmten validierten Target ausgehend Modulatoren gesucht werden (Target-
basierte Wirkstoffsuche), andererseits kdnnen Wirkstoffe anhand ihrer phanotypischen Effekte auf
ein bestimmtes Krankheitsbild identifiziert werden (Ph&notypische Wirkstoffsuche, Abbildung 1)
(Vincent et al. 2022). Ansatze fur die phanotypische Wirkstoffsuche kdnnen aus geplanten
Versuchen, wie zellbasierten Screeningsystemen, aber auch aus zufélligen Entdeckungen, wie der

Nutzung von unerwarteten Nebenwirkungen bekannter Wirkstoffe, entstehen (Vincent et al. 2022).



Einleitung

Ob Target-basierte Vorgehen oder die phanotypische Wirkstoffsuche zu bevorzugen sind ist
umstritten, festzuhalten ist aber, dass beide Ansédtze Vor- und Nachteile aufweisen (Kubota et al.
2019): Wahrend bei der Suche nach Modulatoren eines bestimmten bekannten Targets die
Komplexitat eines Krankheitsbildes vernachlassigt wird und Erkenntnisse daher nur begrenzte
Ubertragbarkeit auf eine Wirksamkeit im Organismus zulassen, wird ein phanotypischen Ansatz
dieser Komplexitat zwar eher gerecht, Targets bleiben aber zunédchst unbekannt. Die aufwendige
Aufgabe der Target-Identifikation bleibt somit vorerst ungeldst. Naheres zur Wichtigkeit der Target-
Identifikation und Strategien zur ldentifikation von Targets und off-Targets werden in folgenden
Abschnitten naher beschrieben. Die in dieser Arbeit beschriebenen Naturstoffe wurden Uber ein
aktivitatsgeleitetes  phanotypisches Screening in  zellbasierten Systemen identifiziert:
Oxacyclododecindion als Inhibitor von Inflammations- und Fibrose-relevanter Signalwege und
verschiedene Perylenchinone als Modulatoren antioxidativer Vorgange. Auf die in diesem Kontext
betrachteten Vorgange und deren Bedeutung in bestimmten Erkrankungen wird im Folgenden naher

eingegangen.

1.2. Oxidativer Stress

Die Erhaltung eines Gleichgewichts zwischen Oxidation und Reduktion ist ein zentraler Teil des
aeroben Lebens. Prozesse, die mit der Oxidation-Reduktion (Redox) Regulation zusammenhangen
finden sich in nahezu allen fundamentalen biologischen Prozessen (Sies et al. 2017). Kommt es dabei
durch ein Ungleichgewicht zwischen oxidativen und reduktiven Vorgangen zu einem Uberschuss an
freien Radikalen, wie reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), so spricht man von oxidativem Stress.
Treten vermehrt ROS in der Zelle auf, so kann dies unter anderem zur Schadigung von
Zellmembranen, DNA, Mitochondrienmembran und von Proteinen flihren (Lang et al. 2019). ROS
kénnen sowohl aus endogenen als auch aus exogenen Quellen entstehen. Zu den endogenen
Quellen zahlen dabei verschiedene Organellen, in denen ein hoher Bedarf an Sauerstoff besteht.
Dazu gehdren vor allem Mitochondrien, aber auch Peroxisomen und das endoplasmatische
Retikulum (ER) (Phaniendra et al. 2015). Zu den exogenen Ursachen fir ROS zahlen z.B. hohe
Temperatur, ultraviolettes Licht und verschiedene Chemikalien (Phaniendra et al. 2015) Allgemein
lasst sich sagen, dass ein kurzzeitiges Ansteigen von ROS als physiologisch, eine langerfristige
Erh6hung des ROS Spiegels als pathologisch angesehen werden kann (Shadel and Horvath 2015).
Physiologisch dienen ROS als wichtige Signalmolekile, die essenziell zur Erhaltung der
Zellhomoostase beitragen. Zentrale Transkriptionsfaktoren wie nuclear factor k-light-chain-
enhancer of activated B cells (NF-kB) und das activator protein 1 (AP-1) aber auch wichtige
Proteinkinasen wie die Proteinkinase A (PKA) sind durch ROS reguliert (Lang et al. 2019).

Das Auftreten von oxidativem Stress l0st eine Reihe an Bewaéltigungsmechanismen aus, wie z.B. die

,unfolded protein response®, die eine Schadigung der Zelle verhindern sollen (Lang et al. 2019). Teil
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dieses Vorgangs ist die erhdhte Aktivitat sogenannter Hitzeschockproteine, die unter anderem bei
der Faltung von Proteinen und Erhaltung der korrekten Sekundarstruktur helfen. Die Neutralisierung
von ROS erfolgt durch Enzyme wie z.B. Superoxid-Dismutasen (SOD) oder Hamoxygenase 1
(HMOX1) (Lang et al. 2019).

1.2.1. Beteiligte Signalwege
Ein wichtiger Signalweg zur Regulation des Redox-Status ist der Nrf2-ARE Signalweg. Nrf2 liegt unter
physiologischen Bedingungen an kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1) gebunden vor,
wodurch es ubiquitiniert und dem proteolytischen Abbau zugefihrt wird. Kommt es durch ROS zur
Dissoziation von KEAP1 und Nrf2, so kann Nrf2 in den Nucleus translozieren, wo es Uber das
antioxidant response element (ARE) an die DNA bindet (Abbildung 2). So werden Gene exprimiert,
die fur detoxifizierende und antioxidative Proteine codieren, z.B. NAD(P)H quinone oxidoreductase 1
(NQO1), SOD oder HMOX1 (Ahmed et al. 2017; Neilson et al. 2020). ROS konnen weitere
Signalwege induzieren, so beispielsweise auch den NF-kB Signalweg. Durch ROS kann die
IkB Kinase (IKK) aktiviert werden, die dann den NF-kB Inhibitor (IkB) phosphoryliert. Durch diesen
Vorgang wird das normalerweise von IkB gebundene NF-kB frei und kann in den Nucleus
translozieren, wo es als Transkriptionsfaktor die Expression inflammatorischer Gene induziert
(Ganesh Yerra et al. 2013). Die Aktivierung von IKK kann auf3erdem durch Bindung von KEAP1

destabilisiert werden, was ebenfalls zu einer Aktivierung von NF-kB fiihren kann (Kim et al. 2010).
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Abbildung 2 Aktivierung von Nrf2 und NF-«B durch oxidativen Stress. Unter physiologischen Bedingungen markiert KEAP1 Nrf2 fiir den
Ubiquitin-abhéngigen Abbau im Proteasom. Durch ROS kommt es zur Dissoziation des Komplexes aus Nrf2 und KEAP1, woraufhin
Nrf2 in den Nucleus transloziert. Dort bindet es an das ARE-Element und reguliert so die Genexpression von detoxifizierenden und
zytoprotektiven Proteinen. Auch die NF-kB abhangige Genexpression wird durch ROS induziert, da diese IKK aktivieren. Aktives IKK
phosphoryliert den Inhibitor IkB welcher dann proteolytisch degradiert wird. NF-kB kann dann in den Nucleus translozieren und die
Expression pro-inflammatorischer Gene induzieren (Ganesh Yerra et al. 2013; Ahmed et al. 2017).
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1.2.2. Therapeutisches Potenzial des Nrf2-Signalwegs

Der Nrf2-ARE Signalweg ist aufgrund seiner zentralen Rolle in der Regulation von oxidativem Stress
und zytoprotektiven Wirkung ein vielversprechender Ansatzpunkt fur die Entwicklung neuer Wirkstoffe
(Copple et al. 2017). Dementsprechend kénnten Aktivatoren des Nrf2 Signalwegs in der Behandlung
von neurodegenerativen Erkrankungen und zur Krebspravention Anwendung finden (Brandes and
Gray 2020; Telkoparan-Akillilar et al. 2021). Eine praventive Wirkung von Nrf2 auf die
Krebsentstehung wurde in Mausmodellen nachgewiesen (Moon and Giaccia 2015). Auch in
neurodegenerativen Erkrankungen kdnnte eine Nrf2 Aktivierung aufgrund der zytoprotektiven
Wirkung positive Auswirkungen zeigen: Durch die Verminderung von Schaden durch oxidativen
Stress und Inflammation und die Verbesserung der Mitochondrienfunktion werden neuroprotektive
Effekte angenommen (Brandes and Gray 2020; Tavakkoli et al. 2019). Eine erhéhte Aktivitat des Nrf2
Signhalwegs wurde andererseits als Biomarker in Krebserkrankungen identifiziert (Taguchi and
Yamamoto 2020). In Krebszellen bewirkt die unregulierte Akkumulation von Nrf2 ein verbessertes
Uberleben in limitierten Mikroumgebungen, sowie eine erhchte Zellproliferation (Telkoparan-Akillilar
et al. 2021; Taguchi and Yamamoto 2020). Eine Inhibition der Nrf2 Akkumulation kdnnte hingegen
den Zelltod induzieren und stellt somit einen moglichen Therapieansatz bei Nrf2 abhangigen
Krebserkrankungen dar (Telkoparan-Akillilar et al. 2021). Aufgrund der beschriebenen ambivalenten
Rolle von Nrf2 kdnnten sowohl Aktivatoren als auch Inhibitoren des entsprechenden Signalwegs
kontextabhangig therapeutische Anwendung finden (Telkoparan-Akillilar et al. 2021; Cuadrado et al.
2019).

1.3. Die epithelial-mesenchymale Transition
Alle Metazoen, zu denen auch der Mensch gehdrt, sind aus verschiedenen Arten von Geweben
aufgebaut. Dazu z&hlen neben Muskel und Nervengewebe auch das Epithel- und Bindegewebe.
Epithelien, aufgebaut aus dicht gepackten flachenhaften Zellverbanden, haben eine abgrenzende
Funktion, sowohl zwischen Kdrperkompartimenten als auch nach au3en. Bindegewebe, zu dem das
mesenchymale Bindegewebe gehort, sind strukturgebende Gewebe mit vielfaltigen Aufgaben
(Sadava et al. 2019). Das Mesenchym besteht aus améboid beweglichen, multipotenten Zellen, die
durch Migration an ihren Zielort in unterschiedliche Zelltypen ausdifferenzieren (Dominici et al. 2006).
Die Epithelial-mesenchymale Transition, also der Ubergang von epithelialen Zellen in Zellen mit
mesenchymalen Merkmalen, ist ein essenzieller Vorgang wahrend der Embryonalentwicklung.
Epitheliale Zellen verlieren wahrend der EMT die fir sie typische Anbindung an ihre basale Membran
und zeigen stattdessen mesenchymale Merkmale, wie eine erhdhte Migrationsfahigkeit, eine erhdhte
Widerstandsfahigkeit gegen apoptotischen Zelltod und die erhdhte Produktion von Bestandteilen der
extrazellularen Matrix (ECM). Durch die EMT kommt es zum Verlust der apikal-basalen Zellpolaritat

von Epithelzellen durch den Abbau von Zell-Zellverbindungen wie Tight Junctions und Desmosomen
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(Brabletz et al. 2021). Insgesamt erfolgt also wahrend der EMT ein Abbau der Basalmembran und
parallel dazu eine Umwandlung der epithelialen Zelle in eine mesenchymalen Zelle, die durch die
ECM migrieren kann (Kalluri and Neilson 2003). Durch den umgekehrten Prozess, die Mesenchymal-
epitheliale Transition (MET) erfolgt die Umkehr dieser Charakteristika zuriick zum epithelialen
Phéanotyp (Pei et al. 2019). Auch nach Abschluss der Embryonal- und Organentwicklung spielen diese
Prozesse weiterhin eine Rolle, beispielsweise in der Wundheilung. Diese EMT wird von der wahrend
der Embryonalentwicklung auftretenden abgegrenzt (Kalluri and Weinberg 2009; Marconi et al. 2021).
Innerhalb der Wundheilung tritt die EMT zusammen mit inflammatorischen Prozessen auf und fihrt
zur Reparatur beschadigter Gewebe (Kalluri and Weinberg 2009). Induziert wird die EMT in diesem
Falle durch verschiedene Signalmolekile und flhrt dann zu einer erhdhten Migrationsfahigkeit von
epithelialen Zellen und deren Umwandlung zu Fibroblasten (Lamouille et al. 2014; Marconi et al.
2021). Dieser Prozess ermdglicht den Wundverschluss und wird anschlie3end mit abklingender

Inflammation durch die Reepithelialisierung der eingewanderten Zellen beendet (Barriere et al. 2015).

1.3.1. Beteiligte Signalwege

Inflammatorische Prozesse filhren zur Rekrutierung verschiedener Zellen, die die EMT durch
Ausschuttung von Faktoren und Anderungen im Mikroumfeld triggern. Als zentraler Induktor der EMT
wird das Zytokin TGF-f (transforming growth factor 8) angesehen (Katsuno and Derynck 2021; Yu et
al. 2015). Zu den Zellen, die EMT induzierende Faktoren ausschitten, gehtren beispielsweise
Makrophagen und Fibroblasten. Diese sekretieren zusatzlich Matrix-Metalloproteasen (MMP-2,
MMP-3, MMP-9) (Kalluri and Weinberg 2009). MMP degradieren und modifizieren die ECM und Zell-
Zell Kontakte, was zu einem Abbau der Basalmembran fihrt (Horejs 2016). Durch diese Aktivitaten
fordern sie die Ablosung epithelialer Zellen von der Basalmembran. In den umliegenden epithelialen
Zellen werden, vermittelt durch z.B. TGF-B, WNT, Notch, Hedgehog und Rezeptor-Tyrosinkinasen,
beteiligte Signalwege aktiviert (Gonzalez and Medici 2014). Einige relevante Signalwege sind in
Abbildung 3 dargestellt. Die Induktion EMT-relevanter Signalwege fuhrt letztendlich zur Aktivierung
zentraler Transkriptionsfaktoren wie ZEB1, SNAIL, SLUG und TWIST. Diese inhibieren die
Expression epithelialer Marker wie E-Cadherin und induzieren die Expression mesenchymaler Marker
wie Vimentin, Fibronektin und N-Cadherin (Brabletz et al. 2021). Das Zusammenspiel aus stimulierten
Immunzellen und Epithelzellen fihrt zudem zum Abbau der Basalmembran, Typ IV Collagen und
Laminin (Kalluri and Weinberg 2009).
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Abbildung 3 Ausgewahlte EMT relevante Signalwege. Die Initiation und Persistenz der EMT beruht auf einer Vielzahl an Signalwegen.
Einige ausgewahlte Signalwege sind hier mit den wichtigsten Komponenten dargestellt. Dabei ist zu beachten, dass es zusatzliche
Querverbindungen zwischen den Signalwegen und weitere regulatorische Proteine gibt, die aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht
dargestellt sind. Von links nach rechts. TGF-B Signalweg: Durch Bindung des Zytokins TGF-B kommt es zur Aktivierung des Rezeptors
TGFRI/Il, woraufhin es zur Phosphorylierung und Aktivierung von SMAD2 und SMAD3 kommt, die daraufhin dimerisieren. Das aktivierte
Heterodimer kann dann mit SMAD4 interagieren und in den Kern translozieren, wo der Komplex durch Bindung an entsprechende
Promotorelemente die Genexpression reguliert. Der Signalweg wird durch weitere Proteine reguliert. Eines davon ist SMAD7, was nach
Aktivierung eine inhibitorische Wirkung auf die SMAD2/3 Phosphorylierung hat. Tyrosinkinase vermittelte Signalwege: Verschiedene
Zytokine (z.B. IFN-y, IL-6, IL-4) kénnen an entsprechende Tyrosinkinase-assoziierte Rezeptoren binden. Durch die Bindung eines
Liganden werden Januskinasen (JAK) aktiviert, die daraufhin STAT-Proteine phosphorylieren. Die so aktivierten STAT kénnen
dimerisieren und in den Kern translozieren. Dort binden sie an entsprechende Promotorbereiche und regulieren so die Genexpression.
Rezeptor-Tyrosinkinasen: Durch Bindung eines Liganden an Rezeptorkinasen kdnnen verschiedene Signalwege aktiviert werden.
Zwei der wichtigsten sind hier dargestellt. Durch die Aktivierung von PI3K wird PIP3 generiert, was die Phosphorylierung von AKT (iber
PDK1 (nicht dargestellt) ermdglicht. AKT aktiviert daraufhin seinerseits Proteine wie mTOR oder FOXO (nicht dargestellt), die dann
direkt oder indirekt die Genexpression im Kern regulieren. Durch Rezeptorkinasen kann auflerdem RAS aktiviert werden, welches dann
Uber RAF bestimmte MAP-Kinasen aktiviert (MEK). Diese phosphorylieren wiederum ERK, welches daraufhin verschiedene
Transkriptionsfaktoren aktiviert. NOTCH Signalweg: Durch Bindung eines Notch Liganden werden Proteasen aktiv, die zur Abspaltung
der intrazellularen Doméne (NICD) des NOTCH Proteins fiihren. Diese kann darauthin in den Nucleus translozieren, wo es zusammen
mit anderen Proteinen die Expression relevanter Gene induziert. WNT Signalweg: Durch Bindung von WNT an den FZD-Rezeptor
kommt es zu Inhibition des Komplexes, der fiir die Degradation von B-Catenin zusténdig ist. Ist diese Inhibition aufgehoben, kommt es
zur Akkumulation von -Catenin. Im Kern kann $-Catenin durch Interaktion mit den Transkriptionsfaktoren TCF oder LEF die Expression
WNT-regulierter Gene induzieren. Sonic-Hedgehog Signalweg: Durch Bindung von Sonic-Hedgehog (SHH) an seinen Rezeptor, wird
dessen inhibitorische Wirkung auf SMO aufgehoben. Die Aktivierung von SMO flihrt zur Inhibition des proteolytischen Abbaus von Gli-
Proteinen, wodurch diese im Kern die Genexpression von SHH regulierten Genen induzieren. Abbildung nach Brabletz et al. 2021;
Crompton et al. 2007; Zhang and Zhang 2019.
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Durch die Aktivitat von TGF-B werden auRerdem Immunzellen wie Makrophagen und Neutrophile
rekrutiert und aktiviert, die ihrerseits inflammatorische Prozesse verstarken, indem sie pro-
inflammatorische Zytokine und Faktoren sekretieren (Lagraoui and Gagnon 1997; Marconi et al.
2021). Dazu gehoren beispielsweise tumor necrosis factor a (TNF-a), aber auch Interleukine (IL) wie
IL-6, IL-1 und Wachstumsfaktoren wie fibroblast growth factor (FGF), epidermal growth factor (EGF)
und platelet derived growth factor (PDGF) (Marconi et al. 2021). Letztere filhren au3erdem zur

Neubildung von Blutgefalien (Angiogenese), wahrend durch die Zytokine TNF-a und IL-6 die
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zentralen pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kB aktiviert werden (Abbildung
4). Ist die Wunde verschlossen, so kommt es zur Terminierung der Inflammation und

Wundheilungsprozesse durch kontraktile Fibroblasten (Myofibroblasten) (Stone et al. 2016).
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Abbildung 4 TNF-a Signalweg. Die Bindung von TNF-a an den Rezeptor TNFR rekrutiert TRADD, welches dann seinerseits die Bildung
eines Komplexes mit Traf Proteinen wie Traf2 und Traf5 sowie der Kinase RIP initiiert. Durch diesen Vorgang kann es zur Aktivierung
von MAP Kinase Kaskaden kommen. So wird JNK aktiv und aktiviert daraufhin die Dimerisierung von JUN und FOS. Dieser Komplex
wird auch als AP-1 bezeichnet und aktiviert als Transkriptionsfaktor die Expression pro-inflammatorischer und apoptotischer Gene
(Holbrook et al. 2019; Wu and Zhou 2010). Auferdem wird durch Bindung von TNF-a die Kinase IKK aktiviert, wodurch IkB abgebaut
und NF-kB als Transkriptionsfaktor die Expression pro-inflammatorischer Gene induziert (Holbrook et al. 2019; Wu and Zhou 2010).

1.3.2. Pathologische Deregulation der EMT

Wie bereits erwahnt spielt die EMT nicht nur in der Embryonalphase, sondern auch spater eine
wichtige Rolle, beispielsweise im Wundheilungsprozess. Eine Deregulation der EMT ist jedoch mit
einer Vielzahl an Krankheiten assoziiert, wie beispielsweise Krebs und fibrotischen Vorgangen, sowie
in Autoimmunerkrankungen wie systemischer Lupus Erythematodes (SLE) Nephritis (Lovisa 2021;
Sisto et al. 2021). Als Fibrose bezeichnet man das Resultat einer chronischen Entziindung, wodurch
epitheliale Zellen im Rahmen der EMT anhaltend zu Myofibroblasten umgewandelt werden (Stone et
al. 2016). Die Fibrose ist gekennzeichnet durch die exzessive Bildung von ECM, was letztendlich zu
einem Funktionsverlust des betroffenen Organs fuhrt (Wynn 2008).

Typische EMT-Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung bis hin zur
Metastasierung von Krebszellen (Nieto et al. 2016). So induzieren sie beispielsweise anti-
apoptotische Vorgange und wirken generell der Onkogen-induzierten Zellseneszenz entgegen

(Puisieux et al. 2014). Obwohl es dabei meist nicht zur vollstandigen Umwandlung epithelialer in
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mesenchymale Zellen kommt, wird dennoch die Migrationsfahigkeit der Krebszellen deutlich erhdht.
Ein weiterer Effekt der EMT-Transkriptionsfaktoren ist die erhdhte Ausschittung pro-
inflammatorischer Zytokine, wie IL-8, IL-1p und TNF-a, was zur Tumor-Progression beitragt (Suarez-
Carmona et al. 2017). Es ist allerdings zu beachten, dass die Effekte EMT-assoziierter Prozesse und
die Auswirkungen von EMT-Transkriptionsfaktoren nicht universal, sondern stark abh&ngig von der
vorliegenden Gewebe- und Krebsart sind (Brabletz et al. 2018). Das fur die EMT zentrale Zytokin
TGF-B wirkt zwar in frihen Phasen der Krebsentstehung durch apoptotische Effekte entgegen, hat
aber in spateren Phasen den gegenteiligen Effekt (Yang et al. 2021). Es tragt dann nicht nur zur
Angiogenese und so zur Versorgung der Tumore bei, sondern inhibiert zusatzlich die
Immunzellaktivitat, was das Tumorwachstum und die Metastasierung beglnstigt. Eine Inhibition von
TGF-B Signalwegen auf verschiedenen Leveln wird zwar als mdgliches Target fir die Behandlung
von Krebserkrankungen diskutiert, ist aber nicht unumstritten (Yang et al. 2021; Gonzalez-Sanchez
et al. 2021; Kim et al. 2021). Ein Grund daflr ist die ambivalente Rolle des Zytokins in der
Tumorentstehung und Progression aber auch die vielen ungeklarten Fragen in Bezug auf die
Gewebespezifitdt und die nicht abschlieRend erforschten Folgen einer TGF-B Inhibition flr den
Organismus.

Ahnliche Probleme ergeben sich auch bei der Evaluation von TGF-B Inhibitoren zur Behandlung
fibrotischer Erkrankungen. Obwohl der TGF-B-Signalweg als vielversprechendes Target flr einige
fibrotische Erkrankungen angesehen wird und bereits einige klinische Studien zu TGF-f Inhibitoren
vorliegen (Sisto et al. 2018; Zhao et al. 2022), fehlen fir viele dieser Substanzen Nachweise, die die
Wirksamkeit im Menschen bestatigen (Fintha et al. 2019; Sisto et al. 2021).

Alles in allem bleiben TGF-B und der TGF-$ Signalweg ein interessantes und vielversprechendes
Target zur Behandlung von Krebserkrankungen und fibrotischer Veréanderungen. Allerdings gibt es
einen groRen Bedarf an zuséatzlichen Daten zu den Auswirkungen einer TGF- Inhibition. Zudem ist
es aufgrund der ambivalenten Rolle des Zytokins besonders wichtig, dass zukinftig Fortschritte fur
TGF-B inhibierende Behandlungen in kombinatorischen Ansatzen gefunden werden. Diese sollten
die Vorteile einer Inhibition nutzbar machen und gleichzeitig die Nebenwirkungen minimieren (Peng
et al. 2022).

Eine Substanz die in vitro eine potente Inhibition TGF-B induzierter Signalwege zeigt ist das
Makrolacton Oxacyclododecindion (Saurin et al. 2022), das im folgenden Abschnitt naher

beschrieben wird.
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1.4. Oxacyclododecindion

Oxacyclododecindion ist ein zwdlfgliedriges makrozyklisches Lacton, das aus dem imperfekten Pilz
Exserohilium rostratum isoliert wurde. Oxacyclododecindion (nachfolgend Oxa genannt) zeigt sowohl
anti-inflammatorische als auch anti-fibrotische Eigenschaften in Zellkultur- und Maus-Modellen:

Es wurde gezeigt, dass Oxa die IL-4 induzierte STAT6 abhangige Signaltransduktion in HepG2-Zellen
hemmt. Eine Hemmung der Phosphorylierung durch die entsprechenden Januskinasen konnte nicht
nachgewiesen werden, allerdings war die Bindung von STAT6 Dimeren an die entsprechende
Konsensus Sequenz verringert (Erkel et al. 2008). Auch die TGF-B induzierte SMAD2/3 abhéngige
Signaltransduktion wird durch Oxa gehemmt. Hier konnte ebenfalls keine Inhibition der
Phosphorylierung durch die zustandigen Kinasen gezeigt werden, wohingegen eine deutlich
verminderte Bindung von SMAD2/3 an die DNA beobachtet werden konnte (Rudolph et al. 2013).
Damit einhergehend konnte eine verringerte Expression TGF-f induzierter Gene gezeigt werden
(Rudolph et al. 2013). In MRL-Fas™ Mé&usen, einem SLE-Modell, konnte eine verringerte Expression
verschiedener Zytokine wie IFN-y, IL-6 und TNF-a in der Niere festgestellt werden. Damit
einhergehend zeigten die mit Oxa behandelten Mause im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
verringerte Histopathologie der Niere (Henke et al. 2014). Es konnte keine Zytotoxizitat auf HepG2-
Zellen bis zu einer Konzentration von 1350 nM festgestellt werden (Erkel et al. 2008). Auch in Mausen
konnten keine adversen Effekte durch Oxa-Behandlung beobachtete werden.

Als problematisch fur die weitere Testung und Charakterisierung von Oxacyclododecindion stellte
sich die sehr geringe Produktionsmenge des verwendeten Pilzstammes heraus. Diese verringert sich
mit zunehmendem Alter des Stammes zusétzlich. Aus diesem Grund wurde in Zusammenarbeit mit
der organischen Chemie der Universitat Mainz (Prof. Dr. Till Opatz) die Synthese des Stoffes
angestrebt. Bisher ist dies flir den Naturstoff Oxacyclododecindion nicht gelungen. Es konnten jedoch
zahlreiche Derivate, mit einer dhnlich starken biologischen Aktivitat synthetisiert werden (Abbildung
5). Diese kodnnen effizienter synthetisiert werden und ermdglichen so eine biologische
Charakterisierung. Die Derivatisierung des Makrolactons ist zuséatzlich zur Evaluation von Struktur-
Wirkungs-Beziehungen essenziell. Dazu wurden Derivate synthetisiert, die an unterschiedlichen
Stellen verandert wurden und auf ihre Hemmung des IL-4 und TGF-B induzierten Signalwegs getestet
wurden (Tabelle 1). So kann herausgefunden werden, welcher Teil des Molekils fur dessen
biologische Aktivitat verantwortlich ist. Diese Information ist besonders hilfreich fir die Aufklarung des

genauen Wirkmechanismus.
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Abbildung 5 Die natlrlichen Makrolactone S-Curvularin, Dehydrocurvularin und Oxacyclododecindion (mit Nummerierung der
Kohlenstoffe im Grundgeriist) sowie dessen synthetische Derivate (Munro et al. 1967; Erkel et al. 2008; Tauber et al. 2015; Weber et
al. 2020; Tauber et al. 2016; Elzner et al. 2008).

Mit dieser gezielten Derivatisierung konnte bereits festgestellt werden, dass das Vorhandensein eines
Chlors an Position 4 fur die biologische Aktivitat essenziell ist. Eine zusatzliche Einfihrung eines
Chlors an Position 6 fuihrt nicht zu einer Steigerung der Aktivitat. Wird Position 4 statt mit Chlor mit
Brom oder Fluor funktionalisiert, so fiihrt dies ebenfalls zu einer Verringerung der biologischen
Aktivitat (12, 13). Derivate, denen die Hydroxygruppe an Position 14 fehlt, sind weiterhin &hnlich stark
aktiv wie Oxacyclododecindion. Eine wichtige Rolle fir die Aktivitt scheint ebenfalls die 3D Struktur
des Molekiils zu spielen. Dies wurde anhand des Derivats 14-Deoxyoxacyclododecindion (4) gezeigt.
(14S,15R)-14-Deoxyoxacyclododecindion (5) hat eine starkere inhibitorische Wirkung auf die
untersuchten Signalwege als (14S,15S)-14-Deoxyoxacyclododecindion (6). (14R,15S)-14-
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Deoxyoxacyclododecindion (7) zeigt nur noch 4 % der Aktivitat auf die SMAD2/3 vermittelte
Signaltransduktion verglichen mit dem aktivsten Stereoisomer (5).

Tabelle 1 Anti-inflammatorische Aktivitat natlrlicher und synthetischer Makrolactone. Die Makrolactone sind nach biologischer Aktivitat
absteigend sortiert. Um die anti-inflammatorische Aktivitat zu analysieren, wurden die Verbindungen mittels Reportergenassays auf die
TGF- induzierte, SMAD2/3 vermittelte Reportergenaktivitat sowie die IL-4 induzierte, STAT6 vermittelte Reportergenaktivitat getestet.
Dargestellt sind die ICso Werte der Verbindungen, also die Konzentration, bei der nur 50 % der Aktivitat im Vergleich zur induzierten
Kontrolle gemessen werden konnte. (Weber et al. 2020; Tauber et al. 2015; Tauber et al. 2016)

Verbindung SMAD2/3 STAT6
vermittelte vermittelte

Promotoraktivitdt Promotoraktivitat

ICso0 [NM] ICso [NM]

14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion (11) 30 79,1
(14S,15R)-14-Deoxyoxacyclododecindion (5) 90,1 20,1
14-Deoxyoxacyclododecindion (4) 137,9 58,4
Oxacyclododecindion (1) 135,6 67,8
(14S,15S)-14-Deoxyoxacyclododecindion (6) 198,2 140
4-Dechloro-14-deoxy-14-methyloxacyclododecindion (9) 87,2 264,7
4-Bromo-4-dechloro-14-deoxy-14-methyloxacyclododecindion (13) 381,7 177,5
14-Deoxy-10-ethyl-14-methyloxacyclododecindion (10) 519,9 105
4-Dechloro-14-deoxyoxacyclododecindion (8) 521,4 138,52
4,6-Dibromo-4-dechloro-14-deoxy-14-methyloxacyclododecindion (14) 852,7 379,4
4-Dechloro-14-deoxy-4-fluoro-14-methyloxacyclododecindion (12) 1264 4424
(14R,15S)-14-Deoxyoxacyclododecindion (7) 2400 343
10,11-Dehydrocurvularin (3) 1700 3400
6-Chloro-14-deoxy-14-methyloxacyclododecindion (15) 4623 1017
(S)-Curvularin (2) 3420
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1.5. Target-ldentifizierung von biologisch aktiven Substanzen

Das Ziel der Entwicklung neuer Wirkstoffe sind Verbindungen, die bei maximaler Effizienz in der
Behandlung einer Krankheit, moglichst wenige Komplikationen und Nebenwirkungen fur das
behandelte Individuum mit sich bringen. Dabei ist umstritten, ob zur Anwendung von Wirkstoffen eine
tiefgehende Kenntnis des Wirkmechanismus nétig ist (Davis 2020). Selbst fur einige Substanzen, die
breite Anwendung finden ist die genaue biochemische Interaktion, auf der die pharmakologische
Wirkung beruht (mechanism-of-action, MOA), nicht vollstandig aufgeklart. Ein Beispiel fir eine solche
Substanz ist Paracetamol (N-acetyl-para-aminophenol), fir das bis heute, obwohl bereits seit 1887
angewendet, der genaue Wirkmechanismus nicht bekannt ist (Ghanem et al. 2016). Fur die
Zulassung eines Wirkstoffs beispielsweise durch die US-Behodrde Food and Drug Administration
(FDA) ist die Kenntnis des genauen Wirkmechanismus nicht zwingend noétig (Mechanism matters
2010). Wichtig ist hier eher die genaue Kenntnis des mode-of-action (MoA), also aller anatomischen
und funktionalen Veranderungen nach Kontakt mit einem Wirkstoff. So kann nachgewiesen werden,
dass die Substanz sowohl sicher in der Anwendung ist als auch eine nachweisbare Wirkung entfaltet.
Dennoch ist festzuhalten, dass fur eine sichere Anwendung vor allem von neuen Wirkstoffen die
Kenntnis des MOA und damit des genauen molekularen Wirkorts die Wahrscheinlichkeit auf eine
erfolgreiche Zulassung erhdht (Alex 2016; Khanna 2012). Ein Grund hierflr ist auch, dass mit
Kenntnis aller Targets toxische Effekte und Nebenwirkungen schon vor der Anwendung in klinischen
Studien besser abgeschatzt werden kénnen (Trusheim et al. 2007; Trapotsi et al. 2020). Die
Identifikation des MOA ist jedoch ein besonders herausfordernder und zeitaufwendiger Teil der
Erforschung neuer Wirkstoffe.

Die Wirkungsweise einer Substanz kann neben der direkten Interaktion mit Proteinen auch auf
zahlreichen anderen Mechanismen beruhen. So kann die Wirkung beispielsweise die Membran von
Zellen beeinflussen, Einfluss auf die DNA, die RNA oder den pH Wert haben oder auf proteolytischen
Effekten basieren (Lai and Crews 2017; Trapotsi et al. 2022; Disney 2019). Zudem muss bei der
Suche nach molekularen Targets beachtet werden, dass die meisten Wirkstoffe mehr als nur eine
Interaktion eingehen (Lounkine et al. 2012). Diese Interaktionen kénnen sowohl nichtkovalent als
auch kovalent sein.

Aufgrund der Annahme, dass strukturell &hnliche Substanzen an ahnliche Targets binden, kann durch
bioinformatische Analysen, auch fur Substanzen ohne bekannten MOA, eine Voraussage uber
mogliche Targets getroffen werden. Allerdings ist diese Annahme aufgrund der hohen Komplexitét
eines biologischen Systems nur begrenzt giltig (Trapotsi et al. 2020). Da die in silico Analysen auf
Daten zu bereits bekannten Interaktionen beruhen, sind diese zudem nur eingeschrankt fur
Substanzen mit neuem Wirkmechanismus oder Molekilklassen mit sparlicher Datenbasis geeignet.
Obwonhl bioinformatische Vorhersagen mittlerweile in der Lage sind die Anzahl der zu untersuchenden

Interaktionen drastisch einzugrenzen, ist eine Validierung der vorhergesagten Interaktionen im
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Nachhinein empfehlenswert (Musa et al. 2018). Neben der rein bioinformatischen Vorhersage
moglicher Targets gibt es zahlreiche experimentelle Herangehensweisen zur Aufklarung des MOA.
Fur eine experimentelle Anndhrung an den MOA eines Wirkstoffs sind verschiedene Methoden
etabliert. Zur Analyse der Bioaktivitat auf zellularer Ebene bieten sich beispielsweise
Reportergenversuche an, die signalwegspezifisch Hinweise auf den Wirkort eines Wirkstoffs geben
kénnen (Wagner and Schreiber 2016). Diese phanotypischen Screenings kdnnen schnell und mit
wenig Aufwand durchgefuhrt werden. Die daraus erhaltenen Daten zur Bioaktivitat geben Hinweise,
wenn auch keine tieferen Einblicke in den MOA (Trapotsi et al. 2022). Neben weiteren Methoden zur
Erfassung der Bioaktivitdt werden zunehmend auch omics-basierte Ansatze genutzt, von denen

einige im Folgenden néher beschrieben werden.

1.5.1. Transkriptomik
Far moglichst umfassende Informationen Uber Veranderungen der Expression zu einem bestimmten
Zeitpunkt nach Applikation eines Wirkstoffs zu erhalten, kann eine Analyse des Transkriptoms
durchgefuihrt werden. Als Transkriptom bezeichnet man die Gesamtheit aller zu einem bestimmten
Zeitpunkt vorliegenden RNA-Molekiile (Abbildung 6). Zur Analyse des Transkriptoms kdnnen
Methoden wie RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) oder Microarrays angewendet werden. Dabei bietet
ersteres Vorteile durch die einfache Anwendbarkeit, hohe Sensitivitat und hohe Auflésung (Yang et
al. 2020). Durch Transkriptom-Analysen kdnnen beispielsweise sogenannte differenziell exprimierte
Gene (DEG) identifiziert werden. Diese ergeben sich durch den Vergleich von mindestens zwei
Bedingungen, z.B. der Expression in einem Organismus, Gewebe oder in Zellen vor und nach
Behandlung mit einem Wirkstoff. Die Analyse der so identifizierten Expressionsmuster gibt Aufschluss
Uber die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren und kann so einen Beitrag zur Aufklarung des MOA
erbringen (Trapotsi et al. 2022). Zusatzlich sollten fir eine Netzwerk-basierte Auswertung
Datenbanken wie STRING oder STITCH einbezogen werden, die Informationen Uber Protein-Protein
Interaktionen bzw. bekannte humane Targets liefern (Isik et al. 2015). Dies ermdglicht es, potenzielle
Zielproteine oder Zielsignalwege zu identifizieren, die dann in folgenden Schritten experimentell
bestétigt werden kénnen. Auch hier muss jedoch beachtet werden, dass diese Methode vor allem fir
die Suche nach Target-Proteinen geeignet ist, die bereits als Interaktionspartner anderer Wirkstoffe
und damit als druggable bekannt sind. Zudem muss bei der Verwendung von Netzwerken wie
STRING und STITCH bedacht werden, dass die dort hinterlegten Eintrage teilweise aus Text Mining
Ansatzen entstammen oder nicht manuell kuratiert und experimentell bestatigt sind. Mit Hilfe von
Datenbanken wie LINCS (Library of Integrated Cellular Signatures) kénnen die gemessenen

Expressionsprofile auch mit denen anderer Substanzen verglichen werden.
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Abbildung 6 Ubersicht iber RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) und Proteomik. DNA wird zu RNA transkribiert, die Gesamtheit aller zu
einem Zeitpunkt vorliegenden RNA-Molekiile werden als Transkriptom bezeichnet. Dieses kann iber Sequenzierung analysiert werden.
Um die Komplexitat zu verringern, kann die mRNA vor der Sequenzierung angereichert werden. Das Proteom bezeichnet analog die
Gesamtheit aller zu einem bestimmten Zeitpunkt vorliegenden Proteine. Proteine kénnen tiber massenspektrometrische Methoden (LC-
MS) detektiert und quantifiziert werden. Dies kann entweder direkt oder nach Anreicherung, beispielsweise Uber eine
Immunprazipitation, durchgefiihrt werden.

1.5.2. Proteomik
Ein weiterer Ansatz, der es ermdglicht direkte Informationen zu potenziellen Zielproteinen einer
Substanz zu erheben, ist die chemoproteomische Herangehensweise. Dieser interdisziplinare Ansatz
ermdglicht es, direkte Informationen Uber die Interaktion zwischen Wirkstoff und Zielproteinen zu
gewinnen. Die zu untersuchende Verbindung kann dazu beispielsweise an eine Matrix immobilisiert
oder durch eine Sonde markiert werden. Die so modifizierte Substanz wird dann entweder in Zellen
oder in Zelllysaten angewendet. Nach Bindung der Substanz an das oder die Zielproteine erfolgt
haufig eine kovalente Kopplung beider Bindepartner, beispielsweise uber photoaktivierbare
Crosslinker (PAL). Die in dem, nach Kopplung erhaltenen, Komplex vorliegenden Proteine werden
dann entweder direkt, oder nach Anreicherung, durch LC-MS analysiert und identifiziert (Wright and
Sieber 2016). Hier werden haufig die durch den Verdau mit Proteasen erhaltenen Peptide Uber eine
unpolare Umkehrphasenchromatographie aufgetrennt und nachfolgend ionisiert. Zur Masseanalyse
sind zahlreiche Detektoren auf dem Markt, die unter anderem durch die zusatzliche Fragmentierung
der Peptide eine moglichst sensitive und exakte Isolation der Peptid- bzw. Fragmentmassen
ermoglichen (Tao and Zhang 2019). Ein anschliel3ender Vergleich mit Datenbanken ermdglicht die

Zuordnung der gemessenen Daten zu den jeweiligen Proteinen.
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Damit ein chemoproteomischer Ansatz erfolgreich genutzt werden kann, sollten bereits Informationen
zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen der zu untersuchenden Struktur vorliegen. So kann verhindert
werden, dass die notige Modifikation die Aktivitat der Substanz aufhebt (Rix and Superti-Furga 2009).
Dementsprechend ist das Design der Sonde ein Kernpunkt fir die erfolgreiche Nutzung von
Chemoproteomik-basierten Methoden. Grundsatzlich besteht eine Sonde aus der reaktiven Gruppe,
die von der zu untersuchenden Substanz abstammt und Uber einen Linker an eine Reportergruppe
angebracht ist (Chen et al. 2020a). Diese kann beispielsweise ein Fluoreszenzmarker oder auch
Biotin, zur Kopplung an ein Streptavidin-Saulenmaterial, sein. Bei der Planung einer solchen Sonde
sind einige Fallgruben zu umgehen. Es gilt beispielsweise, die Lange des Linkers so zu wahlen, dass
es nicht zur sterischen Hinderung der Bindung von reaktiver Gruppe und Zielprotein durch die
Reportergruppe kommt. Als Alternative zum beschriebenen Sondendesign kann die reaktive Gruppe
durch eine bioorthogonale Markierung erst nach der Bindung an das Target an die Reportergruppe
gekoppelt werden (Chen et al. 2020a). Dazu werden haufig sogenannte Click Reaktionen genutzt,
wie z.B. die Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (Abbildung 7).

N
cu(l) Ny
Ny + = —_— _

Azid Alkin Konjugat

Abbildung 7 Kupfer-katalysierte Azid-Alkin Cycloaddition. Bei dieser Art der Click-Chemie wird eine Komponente, beispielsweise ein zu
untersuchender Wirkstoff, mit einer Azid-Gruppe funktionalisiert, wahrend die zu koppelnde Sonde eine Alkin-Gruppe enthalt. Katalysiert
durch Kupfer kommt es dann zur Kopplung und der Entstehung von 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazolen (Kolb and Sharpless 2003). So
kénnen beispielsweise fluoreszierende Sonden als Alkin an einen Azid-funktionalisierten Wirkstoff gekoppelt werden.

Da die bei dieser Methode benétigten Funktionalisierungen (Azid, Alkin) sehr klein sind, wird die
Beeintrachtigung der biologischen Aktivitat der reaktiven Gruppe minimiert. Zudem ist eine Reihe an
Alkin- und Azid-Sonden kommerziell erhaltlich, daher kann ein passend modifizierter Wirkstoff flir
verschiedene Anwendungen flexibel genutzt werden. Weitere Vorteile der Kupfer-katalysierten Azid-
Alkin-Cycloaddition ist die einfache und schnelle Durchfiihrbarkeit in wassrigen Lésungen bei hohen
Ausbeuten und hoher Spezifitdt (Kolb and Sharpless 2003).

Click-Chemie basierte Ansatze sind inzwischen ein weit verbreitetes Mittel, um Interaktionen von
Wirkstoffen mit Liganden zu analysieren (Thirumurugan et al. 2013; Sharpless and Manetsch 2006;
Mackinnon and Taunton 2009). Auch Ansatze, PAL und Click-Chemie Funktionalisierungen zu
kombinieren werden erfolgreich genutzt, um Liganden von Wirkstoffen in vivo und in vitro zu
identifizieren (Smith and Collins 2015).
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2. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die weitere Charakterisierung des makrozyklischen Lactons
Oxacyclododecindion und davon abgeleiteter Derivate. Trotz der bereits bekannten Informationen
Uber Struktur-Wirkungsbeziehungen und der Daten zur in vivo und in vitro Wirksamkeit von Oxa und
Oxa-Derivaten ist bisher unbekannt, welches deren molekulare Targets sind. Neben der nédheren
Evaluation der biologischen Aktivitat ist daher die ldentifikation von Kandidaten, die molekulare
Targets von 14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion sein kénnten, das Ubergeordnete Ziel dieser
Arbeit. So sollen zuerst mdgliche Ansatzpunkte flr Funktionalisierungen gefunden werden, die far
chemoproteomische Versuchsansatze genutzt werden kdnnen. Darliber kdénnen nachfolgend
Proteine identifiziert werden, die als Kandidaten fur Oxa-Targets in Frage kommen. Dieser Teil der
Arbeit wird in Zusammenarbeit mit der Organischen Chemie der Johannes Gutenberg-Universitat
Mainz durchgefiihrt, die die Synthese der Oxa-Derivate realisieren.

AuBerdem sollen durch Oxa induzierte Anderungen auf mRNA- und Proteinebene global
mittels -omics Experimenten charakterisiert werden. Dazu soll das Oxa-Derivat 14-Deoxy-14-
methyloxacyclododecindion verwendet werden. Neben der naheren Evaluation der biologischen
Aktivitat des Molekiils sollen die daraus erhaltenen Daten zur Analyse moglicher Targetproteine
genutzt werden.

Ein weiteres Ziel der Arbeit ist, Modulatoren des Nrf2-ARE Signalwegs aus Pilzen zu isolieren und
identifizieren und eine initiale biologische Charakterisierung durchzufihren.
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3. Material und Methoden

3.1. Medien
3.1.1. Medien und Zusatze fir die Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Thermo Fisher Scientific, 22320030)

Fotales Kélberserum (FKS; Thermo Fisher Scientific; 10270106)

Vollmedium
DMEM wurde mit 10 % FKS, 65 ug/mL Penicillin G (Serva, 31749) und 100 ug/mL Streptomycin Sulfat
(VWR, 31749) versetzt.

Minimalmedium
DMEM wurde mit 0,5 % FKS, 65 uyg/mL Penicillin G (Serva, 31749) und 100 pug/mL Streptomycin
Sulfat (VWR, 31749) versetzt.

Serumfreies Medium (PAN Biotech, P04-710629)

3.1.2. Weitere Medien
Zur Herstellung von Festmedien wurde 2 % (w/v) Agar zugesetzt. Medien und Zusatze wurden
entweder durch Filtration oder Autoklavieren sterilisiert. Hitzeempfindliche Bestandteile wie
Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren zugesetzt.

Medium Zutaten

HA-Medium 10 g Malzextrakt, 4 g Hefeextrakt, 4 g Glucose, ad 1 L H-0,
pH 5,5

LB-Medium flur Bakterien 10 g Trypton, 5 g NaCl, 5 g Hefeextrakt, ad 1 L H>O, pH 7,5

(Wenn zutreffend Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin)
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3.2. Puffer und L6ésungen

Wenn noétig wurden Puffer und Lésungen vor der Verwendung durch Autoklavieren oder Filtration

sterilisiert.

Losung

Zutaten

PBS (Zellkultur)

0,2 g KCl, 0,2 g KH2PO4, 8 g NaCl, 1,14 g NazHPO4 (anhydrid), ad
1L H20, pH 7,6

10x PBS (Western Blot)

80 g NaCl, 2 g KCl, 14,6 g NazHPO4, 2 g KH2PO4

10x TBS (Western Blot)

24,2 g TRIS-Base, 80 g NaCl, ad 1 L H20 pH 7,6

RIPA

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na:HPO4x2H20, 1,5 mM
KH2PO4, 1 % Nonidet P-40, 0,1 % SDS, 1 mM NasVOs, 137 mM

NaCl, 1x cOmplete™ Proteasehemmer-Cocktail

Lysepuffer (Click-Chemie)

40 mM Tris pH 8, 0,8% CHAPS, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH

8,0, 1x cOmplete™ Proteasehemmer-Cocktalil

Entfarber fur SDS-Gele

40 % Methanol, 10 % Essigsaure

Kolloidale Coomassie
Farbeldsung

781,2 mL H20, 80 g (NH4)2S04, 18,8 mL Phosphorséaure (85 %),
800 mg Coomassie Brillant G-250

Vor Gebrauch werden 20 % (v/v) Methanol frisch zugesetzt

Ponceau Farbeltsung

200 mg Ponceau, 10 mL Essigsaure, ad 200 mL H20

Lysepuffer (Comet Assay)

1,2 M NaCl, 100 mM EDTA, 1 % Triton-X 100, 300 mM NaOH

Elektrophoresepuffer ~ (Comet

Assay)

30 mM NaOH, 2 mM NazEDTA

Elektrophoresepuffer (SDs-
PAGE)

5mL SDS (5 mL), 70,07 g TRIS, ad 1 L H20

Probenpuffer (SDS-PAGE)

250 mM TRIS-HCI (pH 6,8), 50 % Glycerin (v/v), 10 % SDS (v/v),
250 mM DTT, 50 mM EDTA, 0,05 mM Bromphenolblau

T1 (Western Blot)

100 mL T2, 525 mg e-Aminocapronsaure

T2 (Western Blot)

25 mL TRIS-HCI (1 M, pH 10,4), 200 mL 2-Propanol, ad 1 L H20

T3 (Western Blot)

300 mL TRIS-HCI (1 M, pH 10,4), 200 mL 2-Propanol, ad 1 L H20

PBS-T/TBS-T 1x PBS/TBS, 0,1 % Tween-20

PBS-TM/TBS-TM 1x PBS/TBS, 0,1 % Tween-20, 3 % Magermilchpulver

ECL 1 5 mL TRIS-HCI (1 M, pH 8,5), 0,5 mL Luminol (250 mM), 0,22 mL
p-Cumarséaure (90 mM), ad 50 mL H20

ECL 2 5 mL TRIS-HCI (1 M, pH 8,5), 0,0305 ml H202 (30 %)

Lysepuffer (Immunpréazipitation)

10 mM TRIS (pH 7,4), 10 mM KCI, 0,05 % Nonidet P-40 (v/v),

1x cOmplete™ Proteasehemmer-Cocktail, ad H2Our
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3.3. Zytokine

Alle verwendeten Zytokine wurde Uber die Firma Immuntools bezogen.

3.4. Molekle fir die Click-Chemie

3.4.1. Synthetische Oxacyclododecindion-Derivate
Alle synthetischen Oxacyclododecindion-Derivate wurden durch die Arbeitsgruppe Organische
Chemie von Prof. Dr. Till Opatz, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz zur Verfigung gestellt.
3.4.1.1. 14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion
Dieses synthetische Makrolacton enthalt im Unterschied zu Oxacyclododecindion eine Methylgruppe

anstatt Hydroxygruppe an Position 14.

3.4.1.2. 14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion-Alkin
Dieses Molekiil enthélt einen Alkin Rest an Position 15 und ist ansonsten identisch zum synthetischen
Oxacyclododecindion-Derivat 14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion.

3.4.1.3. 14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion-PEG3-Diazirin-PEG3-Azid
Dieses Molekill enthalt ein Uber PEG3 an 14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion gekoppeltes
Diazirin, welches bei Bestrahlung mit Licht einer Wellenlange von ca. 360 nm kovalent mit
verschiedenen Gruppen von Aminoséuren eine kovalente Bindung eingeht. Uber einen Azid-Rest
koénnen beliebige Alkine durch Kupfer-katalysierte Click-Reaktionen an das Molekiil gekoppelt werden

3.4.1.4. \Weitere Alkine und Azide
Alle weiteren verwendeten Alkine und Azide fir die Kupfer-katalysierte Click-Chemie wurden Uber
Jena Bioscience bezogen: Dde-Alkin-Agarose (CLK-1140), Acetylen-PEG4-Biotin (CLK-TA105),
AF647-Alkin (CLK-1301), PEG3-Biotin-Azid (CLK-AZ104P4)

3.5. Plasmide

TOPO-STAT6: STAT6 Expressionsvektor auf Basis des pcDNA3.1/V5-His-TOPO Plasmids
(Invitrogen). Das Plasmid enthélt einen konstitutiv aktiven CMV-Promotor.

pGL3-TK-7xN4: STAT6 Reportervektor auf Basis des pGL3-Luc Plasmids (Promega), es enthalt
sieben Kopien der N4 Bindestelle.

pRL-EF1a: Reportervektor, der abhangig vom konstitutiv aktiven EFla Promotor die Renilla
Luciferase exprimiert (Promega). Wird zur Normalisierung genutzt.

(CAGA)o-MLP-Luc: Reportervektor fur die TGF-1 induzierte abhangige SMAD2/3 Expression
(bereitgestellt von Prof. Dr. S. Dooley). Der Vektor basiert auf dem Plasmid pGL3-basic (Promega).
M50Super8xTOPFlash: Reportervektor auf Basis des pTA-Luc Plasmids (Clontech) zur Erfassung

der B-Catenin abhangigen Expression. Das Plasmid wurde Uber Addgene bezogen und enthalt
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mehrere TCF/LEF Bindestellen (Addgene #12456 (Veeman et al. 2003)). Der Signalweg wird durch
3 UM CHIR-99021 (GSK-3-Inhibitor) induziert.

pGL4.11-1P10pro-Luc: Reportervektor auf Basis des pGL4.11-Luc Plasmids (Promega) zur
Detektion der CXCL10 Promotoraktivitdt. Der Vektor enthdlt Bindestellen fur die
Transkriptionsfaktoren STAT1, NF-kB und IRF3.

pTA-3XARE-Luc: Reportervektor basierend auf dem Plasmid pTA-Luc (Clontech). Die Expression
der Firefly Luciferase wird durch die dreifache Sequenz des antioxidant response elements (ARE)

kontrolliert.

3.6. Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden durch Sigma-Aldrich synthetisiert.

3.7. Zelllinien
3.7.1. BEAS-2B

Die adharent wachsende Zellinie BEAS-2B entstammt aus humanem, nicht tumordsem

Lungenepithel. Die Zellen wurden durch Virusinfektion immortalisiert. (ATCC, CRL-9609)
3.7.2. HepG2

Die adhéarent wachsende Zelllinie entstammt einem Leberzellkarzinom. Sie haben eine epithel-
ahnliche Morphologie. (ATCC, HB-8065)

3.8. Handhabung von Escherichia coli und humanen Zelllinien

3.8.1. Transformation kompetenter E. coli
Um Plasmid DNA in kompetente E. coli zu transformieren, werden diese zunachst auf Eis aufgetaut.
1 pg der zu transformierenden DNA wird zu den aufgetauten Bakterien gegeben und fir 30 min auf
Eis inkubiert. Danach wird ein Hitzeschock fiir 90 s bei 42 °C durchfuhrt. Nach Zugabe von 1 mL
frischem LB-Medium werden die Zellen fur 60 min bei 37 °C inkubiert und danach auf LB-Platten (ggf.
mit Selektionsmarker) ausplattiert. Die Platten werden bei inkubiert, bis Kolonien sichtbar sind.

3.8.2. Kultivierung und Passage humaner Zellen
Humane Zelllinien (HepG2, BEAS-2B) wurden bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % Luftfeuchte kultiviert.
Alle Puffer und Medien werden vor Verwendung auf 37 °C erwarmt. Sobald die Zellen eine Konfluenz
von ca. 70 % erreicht haben, werden sie passagiert. Dazu wird der Zellrasen zweimal mit PBS
gewaschen, die Zellen mit Trypsin abgeltst und in Vollmedium suspendiert. Eine geeignete Menge
der Zellsuspension wird dann in eine Zellkulturflasche oder Schale tbertragen und mit Vollmedium

aufgefullt.
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3.8.3. Kryokonservierung humaner Zellen
Um humane Zellen langfristig erhalten zu kbnnen, werden diese in flissigem Stickstoff gelagert. Zur
Vorbereitung werden die Zellen bis zu einer Konfluenz von 80 % bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert.
Durch Trypsin werden adharente Zelllinien von der Wachstumsflache gelést und in Vollmedium
resuspendiert. 900 pl der Zellsuspension wird dann mit 100 ul DMSO gemischt und langsam auf -
80 °C gekuhlt (-1 °C/h). Nach Erreichen dieser Temperatur werden die Zellen in flissigem Stickstoff
gelagert. Um die Zellen aufzutauen, werden diese aus dem flussigen Stickstoff entnommen, und
sofort in 37 °C warmem Wasser aufgetaut und in Vollmedium gegeben. Sobald die Zellen Adharenz

erreicht haben, wird das Medium durch frisches Vollmedium ersetzt.

3.8.4. Kryokonservierung transformierter E. coli
Um Plasmide jederzeit kultivieren zu kénnen, werden diese bei -80 °C konserviert. Dazu werden je 6
mL LB-Medium mit dem Antibiotikum versetzt, fir dessen Resistenz das jeweilige Plasmid kodiert.
Nach Inkubation der Kultur bis zu einer ODggo vOn ca. vier werden Kultur und steriles 70 % Glycerin
im Verhéltnis 1:1 gemischt. Nach grindlicher Durchmischung wird der Ansatz sofort bei -80 °C
weggefroren und bis zur weiteren Verwendung gelagert. Um die transformierten Bakterien wieder in
Kultur zu nehmen, wird der Ansatz ohne vorheriges Auftauen auf Eis gestellt. Von der Kultur wird eine
geringe Menge mit einer Impfése abgekratzt und auf LB-Festmedium mit Selektionsmarker

ausgestrichen. Der restliche Ansatz wird bis zur erneuten Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.9. Handhabung und ITS-Sequenzierung von Pilzen

3.9.1. Kultivierung und Konservierung von Pilzen
Die verwendeten Pilzstamme wurde auf HA-Festmedium kultiviert. Sobald eine Agarplatte zu ca.
90 % bewachsen war, wurde der Pilz auf eine frische Platte Gibertragen, indem ein ca. 0,5 cm x 0,5 cm
Stlick des bewachsenen Agars ausgestochen und auf die unbewachsene Platte gelegt wurde. Zur
Kultivierung in Flissigmedium wird das entsprechende Medium durch drei Stiicke gut bewachsenen
Agars inokuliert. Flissigkulturen wurden bei Raumtemperatur und unter Agitation (120 rpm) inkubiert.
Um Pilze zu konservieren, wird HA-Festmedium in Reagenzglaser so gegossen, dass eine schrage
Oberflache entsteht. Darauf werden Stlicke einer gut bewachsenen Festmediums Platte gelegt. Die
so inokulierten Reagenzglaser werden dann bei Raumtemperatur inkubiert. Bedeckt der Pilz ca. 90 %
der Agarflache, werden die Glaser mit Paraffindl Uberschichtet, das zuvor fur 12 h bei 120 °C im
Backschrank sterilisiert wurde. Die so angesetzten Pilze werden dann bis zur weiteren Verwendung

bei Raumtemperatur aufrechtstehend gelagert.

3.9.2. DNA-Isolation und ITS-Sequenzierung
Um Gattung und Art des unbekannten Pilzes zu bestimmen, wurde eine Sequenzierung der internal
transcribed spacer (ITS) durchgefuhrt. Dazu wurde der Pilz zun&chst auf HA-Agar angezogen. Die

Isolation der DNA erfolgte wie von Liu et al. beschrieben aus Mycel, das von Agarplatten abgezupft
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wurde (Liu et al. 2000). Die PCR zur Anreicherung der relevanten Bereiche erfolgte ebenso wie die
Sequenzierung mit ITS4 und ITS5 Primern (White et al. 1990). Die Sequenzierung ergab folgende
Fragmente:

Sequenz forward (5> 3°):
ATTACACAATATGAAGGCGGGCTGGACACCCTCCAGCCGGGCACTGCTTCACGGCGTGCGCGGCTGGAGCCGGCCCTGCTG
AATTATTCACCCGTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTGGGTGGGCTCGCCCGCCATCAGGACCAACCATAAACCTTTTT
GTAATAGCAATCAGCGTCAGTAACAACGTAATTAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGG
TATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTTGTCTCCAGCTC
GCTGGAGACTCGCCTTAARAGTCATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCGCTCTTGCCCAGCCAA
GGTCAGCGTCCAGCAAGCCTTTTTTCAACCTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
Sequenz reverse (5'2>3°):
AAAGGTTGAAAAAAGGCTTGCTGGACGCTGACCTTGGCTGGGCAAGAGCGCGACTTGTGCTGCGCTCCGAAACCAGTAGGC
CGGCTGCCAATGACTTTAAGGCGAGTCTCCAGCGAGCTGGAGACAAAAGACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACA
AATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCT
GCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATT
AATTACGTTGTTACTGACGCTGATTGCTATTACAAAAAGGTTTATGGTTGGTCCTGATGGCGGGCGAGCCCACCCAGGARA
CAAGAAGTACGCAAAAGACACGGGTGAATAATTCAGCAGGGCCGGCTCCAGCCGCGCACGCCGTGAAGCAGTGCCCGGCTG
GAGGGTGTCCAGCCCGCCTTCATATTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAGACCTTGTTACGC

3.10. Aufreinigung von Reinsubstanzen

3.10.1. Herstellung von Rohextrakten aus Filtrat und Mycel
Um eine aktivitatsgeleitete Aufreinigung von Reinsubstanzen durchflihren zu kdnnen, mussten
zunachst Rohextrakte aus Filtrat und Mycel des zu untersuchenden Pilzes hergestellt werden. Dazu
wurde der Pilz in Flussigkultur angezogen und das Mycel vom Kulturmedium Durch Vakuumfiltration
getrennt. Das Mycel wurde mit Aceton beschichtet und unter standigem Rihren fiir 2 h extrahiert. Die
festen Bestandteile wurden dann durch Vakuumfiltration abgetrennt und das Aceton im
Rotationsverdampfer von der wassrigen Phase getrennt. Der so entstandene Mycelauszug wird dann
genau wie das Kulturfiltrat im Verhdaltnis 1:1 mit Ethylacetat gemischt und ausgeschuttelt. Die
wassrige Phase wird verworfen und die organischen Bestandteile im Rotationsverdampfer bzw.
einem Zentrifugenkonzentrator getrocknet. Der so entstandene Extrakt wird dann bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert.

3.10.2. Analytische HPLC von Reinsubstanzen und Gemischen
Substanzgemischen und Reinsubstanzen wurden mittels eines HP Agilent 1100 HPLC-Systems mit
bindrer Pumpe und Dioden Array Detektor analysiert. Dazu wurde, wenn nicht anders angegeben,
eine Lichrospher 100 RP18, 125 x 4 mm, 5 um Saule (Macherey-Nagel) verwendet. Die verwendeten

Standardbedingungen fur analytische Laufe sind in Tabelle 2 angegeben. Wenn nicht anders
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vermerkt wurde ein Wasser (A) - Acetonitril (B) Gemisch verwendet. Zur Verbesserung des
Laufverhaltens wurde fir einige Substanzen und Gemische 0,1 % Ameisensdure zum Eluenten A
hinzugefugt.

Tabelle 2 Analytischer Standardlauf. Die Tabelle zeigt die Bedingungen fiir analytische Standardlaufe dber ein Lichrospher 100 RP18,
125 x4 mm, 5 ym S&ule (Macherey-Nagel).

Zeit [min] A [%] B [%]
0 99 1
20 0 100
25 0 100
3.10.3. Fraktionierung von Extrakten durch praparative HPLC

Zur Auftrennung der Reinsubstanzen aus Alternaria sp. wurde der getrocknete Extrakt mittels
praparativer HPLC aufgetrennt. Dazu wurde ein C8 Saule verwendet (Agilent ZORBAX XDB-C8, 21.2
x 150 mm, 5 um, Fluss 21.24 mL/min). Der Lauf erfolgte isokratisch mit H,O+0.1% HCO,H:MeCN im
Verhdltnis 27:73. Die Reinheit der erhaltenen Reinsubstanzen wurde mittels Integration tUber das
Chromatogramm bestimmt. Zur weiteren Verwendung wurden Fraktionen mit einer Reinheit >95 %

ausgewahlt.

3.11. Zellbasierte Methoden

3.11.1. Transiente Transfektion humaner Zellen

3.11.1.5. Elektroporation von BEAS-2B und HepG2
Die Zellen werden in Vollmedium bis zu einer Konfluenz von ca. 70-80 % bei 37°C und 5 % CO-
inkubiert. AM Tag der Elektroporation werden die Zellen nach zweimaligem waschen in 1x PBS durch
Trypsinieren abgeltst und durch Zentrifugation (1000 x g, 10 min, 4 °C) pelletiert. Der Uberstand wird
verworfen und die Zellen in DMEM ohne Zuséatze resuspendiert. Nach Aufteilung der Zellsuspension
auf Kuvetten (je 400 pl) wird die entsprechenden Plasmide hinzu pipettiert und durch Agitation
vermischt. Nach zehnmindtiger Inkubation auf Eis wird die Elektroporation durchgefiihrt (Nepagene
21, Bedingungen: Poring Pulse: 220 Volt, 5 msec pulse length, 50 msec pulse interval, two pulses,
10 % decay rate, + polarity; Transfer Pulse: 20 Volt, 50 msec pulse length, 50 msec pulse interval,
five pulses, 40 % decay rate, +/- polarity). Danach erfolgt die Zugabe von 500 pL Vollmedium in die
Kivette. Nach 5-minitiger Ruhephase wird die Zellsuspension in 25 mL Vollmedium suspendiert und

in 24-Loch Platten ausgesat.

3.11.2. Applikation von Substanzen und Extrakten
Substanzen oder Extrakte werden in bendtigter Konzentration vorzugsweise in Ethanol angesetzt.
Das erforderliche Volumen wurde steril in 24-Loch Platten gegeben und das Losungsmittel verdampft.

Die Substanzen oder Extrakte werden dann im entsprechenden Medium gel6st und fiir 10 min bei
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37 °C unter Agitation (300 rpm) gelost. Diesem Medium wurden gegebenenfalls Induktoren
zugegeben. Danach wird das Medium von den Zellen genommen, die 24 h zuvor transfiziert wurden
und durch das mit Substanzen versetzte Medium ersetzt. Die weitere Inkubation erfolgt wie zuvor bei
37 °Cund 5 % COa,.

3.11.3. Messung der Luciferase Aktivitat

Zur Erfassung der relativen Menge an Luciferase wurden die Zellen in den 24-Loch Platten vom
Medium befreit und 50 pL Lysepuffer (Passive Lysis Buffer, E1941, Promega) zugegeben. Zur Lyse
wurden die Zellen fir 10 min auf einem Plattenschdttler unter Agitation inkubiert. Bis zur weiteren
Verwendung wurden die Lysate bei -80 °C gelagert. Vor der Messung wurden die Zelllysate aufgetaut
und dann 20 pL jedes Lochs der 24-Loch Platte in eine weil3e, opake 96-Loch Platte transferiert. Die
Messung der Lumineszenz erfolgte Uber 10 s nach Zugabe von 20 pL einer Luciferin und ATP
haltigen Losung (Luciferase Assay System, E4550, Promega) in einem Platten Luminometer
(FLUOStar Omega, BMG Labtech).

3.11.4. XTT-Zellviabilitats Versuch

Um zytotoxische Effekte von Substanzen zu identifizieren, wurde ein XTT-Assay durchgefuhrt. Dazu
werden 5*10% Zellen/mL in eine 24-Loch Platte ausgesat. Nach 24 h Inkubation bei
Standardbedingungen, werden die Substanzen in 1 mL Vollmedium gelést und zu den Zellen
gegeben. Nach Ablauf der benétigten Inkubationszeit, werden 0,5 mL des Mediums abgesaugt und
250 pL frisch angesetzter XTT Farbeldsung hinzugefugt (25 uM Phenazinmethosulfat und 1 mg/mL
XTT in PBS). Die photometrische Messung der Absorption erfolgt nach 2 h, im Plattenphotometer bei
480 nm.

3.11.5. Giemsaféarbung
Um die gebrauchsfertige Farbeldsung anzusetzen, wurde zundchst eine 0,9 % NaCl Ldsung
hergestellt und Giemsa Losung darin 1:10 verdinnt, danach filtriert. Vom zu farbenden Zellrasen wird
das Medium vorsichtig abgesaugt und mit PBS gespult. Durch Zugabe von Methanol werden die
Zellen dann fur 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Das Methanol wird abgesaugt und der Zellrasen
fur weitere 10 min bei 37 °C getrocknet. Danach erfolgt die Farbung durch Zugabe der zuvor
hergestellten Féarbelésung fir 5 min bei Raumtemperatur. Nach Absaugen der Farbelésung wird der
Zellrasen einmal mit HOur gespilt und mikroskopiert. Fir die photometrische Messung wird 0,1 M
HCI hinzugegeben und die Farbung fir 10 min extrahiert, dann in eine 96-Loch Platte Uberfuhrt und

die Absorption bei 600 nm gemessen.

3.12. Proteinbasierte Methoden

3.12.1. Herstellung von Proteinextrakten
Zur Herstellung eines Proteinextraktes wird zunachst das Medium von den Zellen abgesaugt und der

Zellrasen zweimal vorsichtig mit PBS gewaschen. Danach werden die Zellen in PBS abgeschabt und
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durch Zentrifugation pelletiert (1000 x g, 10 min, 4 °C). Je nach Grof3e des Pellets wird ein
entsprechendes Volumen RIPA Puffer hinzugefugt und das Pellet darin zentrifugiert. Der Extrakt wird
dann mindestens einmal eingefroren und aufgetaut, bevor er bei mind. 5000 x g fir mind. 10 min
zentrifugiert wird. Der Uberstand wird in ein frisches Reaktionsgefaf uberfiihrt und 6 pL entnommen
und mit 54 pL PBS gemischt, um die Proteinkonzentration mittels BCA-Assay zu bestimmen. Der

restliche Extrakt wird bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.12.2. Herstellung von Proteinextrakten fur die Click-Chemie
BEAS-2B-Zellen wurden fur 24 h in Minimalmedium mit 5 ng/ml TGF-B1 inkubiert und in PBS
abgeschabt. Die Zellen wurden dann pelletiert und nach Zugabe des Click-Chemie Lysepuffers durch
Sonifizieren lysiert. Zelltriummer wurden durch Zentrifugation (10 000 x g, 8 min, 4 °C) entfernt.

3.12.3. Proteinbestimmung mittels BCA-Assay
Zur Bestimmung des Proteingehalts in Zellextrakten und proteinhaltigen Losungen wurde ein BCA
Assay nach Herstellerangaben durchgefiihrt (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher
Scientific) und in einem Platten Luminometer vermessen und analysiert (FLUOStar Omega, BMG
Labtech).
Die Eichgerade wird mit BSA erstellt und umfasst folgende Konzentrationen: 0 mg/mL;
0,125 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,75 mg/mL; 1 mg/mL; 1,5 mg/mL; 2 mg/mL

3.12.4. Markierung der Zielproteine von DM-Oxa
Zur Markierung des Zielprotein in BEAS-2B Zell-Lysat wurde dieses zunéchst falls zutreffend mit
freiem DM-Oxa versetzt. Proben ohne freies DM-Oxa wurden stattdessen mit dem gleichen Volumen
an reinem LOosungsmittel versetzt. Nach 10-mindtiger Vorinkubation bei 37 °C wurde dann das DM-
Oxa-PAL Alkin hinzugefiigt. Nach 30-minutiger Inkubation bei 37 °C, um die Bindung von DM-Oxa-
PAL an die Zielproteine zu ermoglichen, wurde der Linker durch Bestrahlung mit Licht einer
Wellenlange von ca. 360 nm aktiviert und fir 40 min unter standiger Agitation bei Raumtemperatur
inkubiert.

3.12.5. Kupfer-katalysierte Click-Reaktion in Proteinextrakten
Die Kopplung von Aziden und Alkinen wurde durch Kupfer-katalysierte Click-Reaktionen
vorgenommen. Dazu wurde das CLK-CSTM Click-&-Go™ Protein Reaction Buffer Kit (Click

Chemistry Tools) nach Herstellerangaben verwendet.

3.12.6. Immunprazipitation
Zur Immunprazipitation von HSP90 und assoziierten Proteinen wurden BEAS-2B-Zellen in @10 cm
Schalen ausgesat und in Vollmedium inkubiert. Das Medium wurde bei Erreichen einer Konfluenz
von ca. 70 % durch Minimalmedium ersetzt. Nach 16 h Inkubationszeit wurde das Medium durch
Minimalmedium ersetzt, dem zuvor 1 uM DM-Oxa zugesetzt wurde. Nach einstiindiger Vorinkubation
wurden die Zellen durch Zugabe von 5 ng/mL stimuliert. Unstimulierte und stimulierte, unbehandelte

Zellen dienten als Kontrolle. Vor Lyse der Zellen wurden diese durch Zugabe von 1 % Formaldehyd
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fur 10 min fixiert. Lysiert wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen mit eiskaltem PBS in einem
TRIS-haltigen Lysepuffer. Die Zur Immunprazipitation verwendeten Beads (Dynabeads™ Antibody
Coupling Kit, Invitrogen) wurden nach Packungsangabe vorbereitet und je 2 mg der Beads mit 7 pg
HSP90 und 1 pg GAPDH Antikorper gekoppelt. Die eigentlich Immunprézipitation erfolgte nach
Literaturangaben (Lagundzin et al. 2022). Eluate wurden fir 10 min bei 95 °C inkubiert, um die
Formaldehydbindung zu I6sen. Eluierte Proteine wurden wie unten beschrieben durch Acetonzugabe

gefallt und fur die Massenspektrometrie vorbereitet. Es wurde ein in-Solution-Verdau durchgefihrt.

3.12.7. SDS-PAGE

Die elektrophoretische Trennung von Proteinextrakten erfolgte durch SDS-PAGE. Dazu wird
zunachst ein Polyacrylamidgel mit 0,75 mm oder 1 mm gegossen, bestehend aus Sammel- und
Trenngel. Das Trenngel hat dabei je nach Anwendung einen Acrylamidgehalt zwischen 8 % bis 12 %,
das Sammelgel von 3 %. Die Proben werden mit SDS-Probenpuffer versetzt und fir 5 min bei 95 °C
inkubiert. Wenn nicht anders angegeben wurde der Marker Pageruler Plus Prestained (Thermo Fisher
Scientific) geladen. Die Auftrennung erfolgt in SDS-Laufpuffer bei 115 V.

Tabelle 3 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele fir die SDS-PAGE (fir vier Gele). Alle Angaben sind in mL.

Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel
8 % 10 % 12 % 3%
30 % 37,5:1 Acrylamid 53 6,8 8 3
1,5 M Tris HCI pH 8,8 5 5 5 -
0,5 M Tris HCI pH 6,8 - - - 2,5
Wasser 9,5 8 6,8 51
20 % SDS 0,1 0,1 0,1 0,05
10 % APS 0,2 0,2 0,2 0,1
TEMED mL 0,012 0,012 0,012 0,02
3.12.8. Western-Blot

Nach Trennung der Proteine durch SDS-PAGE wurden diese in einer Semi-Dry Apparatur
(PerfectBlue™, Peglab, VWR) auf eine Nitrocellulosemebran (Protran NC, Cytiva Amersham)
Ubertragen. Dazu wurden je zwei, drei und finf zugeschnittene Whatman Papiere mit Puffer T2, T3
und T1 befeuchtet und in folgender Weise mit Membran und Polyacrylamidgel geschichtet: Auf der
Anode werden Papiere mit T3 platziert, dann folgen die in T2 getrankten Papiere. Darauf wird die mit
T2 befeuchtete Membran platziert und nachfolgend das Gel, equilibriert in T2. Die oberste Schicht
des Stapels besteht aus finf Papieren, befeuchtet mit Puffer T1, es folgt die Kathode. Der Transfer
der Proteine erfolgt bei 0,8 mA/cm? je nach Grél3e des Zielproteins fur 45 bis 75 min. Der korrekte
Transfer wird durch Ponceau-Farbung Uberprift und die Membran in Blockingpuffer fur mindestens

30 min geblockt. Die Membran wird dann in Primarantikorper ber Nacht bei 4 °C oder fir mindestens
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120 min bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS-T oder TBS-T fir jeweils 5 min erfolgt
gegebenenfalls die Inkubation in sekundéren Antikdrper fir mindestens 45 min.
3.12.9. Antikorper

Die zur Proteindetektion und Immunprazipitation verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 4 aufgefihrt.

Tabelle 4 Antikdrper zur Proteindetektion und Immunprazipitation

Antigen Produktnummer, Lieferant Verdinnung
(Western Blot)
GAPDH sc-47724, Santa Cruz Biotechnology 1:1000
Nrf-2 MABC1556, Sigma-Aldrich 1:2000
HMOX ZRB1609, Sigma-Aldrich 1:2000
TrxR1 sc-28321, Santa Cruz Biotechnology 1:500
NQO1 sc-32793, Santa Cruz Biotechnology 1:500
mouse IgG sc-516102, Santa Cruz Biotechnology 1:10000
rabbit IgG A9169, Sigma-Aldrich 1:60 000
HSP90a/B sc-13119, Santa Cruz Biotechnology 1:1000
SOD3 HPA042110, Sigma-Aldrich 1:6000
3.13. Probenvorbereitung fur die Massenspektrometrie
3.13.1. In-Gel-Verdau von Proteinproben

Fur diesen Versuch sollten alle Puffer stets frisch angesetzt werden.

Je 100 pg Protein wird in ein 10 % SDS-Gel geladen und in das Trenngel einlaufen gelassen. Das
Gel wird fur 10 min und weitere 5 min mit frischem Entfarber fixiert. Nach zweimaligem Waschen in
Wasser (je 5 min) wird es flir mehrere Stunden mit kolloidalem Coomassie gefarbt und bis zur guten
Sichtbarkeit der Banden in 1 % (v/v) Essigsaure entfarbt. Die Banden werden ausgeschnitten, in ca.
3 mm x 3 mm groRRe Stlicke zerteilt und in ein mit Entfarber befllltes 1,5 mL GefaR gegeben. Die
Gelstlicke werden nun entfarbt, bis sie fast farblos sind. Die folgenden Schritte werden dreimal
wiederholt: Die Sticke werden dann mit 40 mM Ammoniumbicarbonat fir 5 min bei 900 rpm
geschiittelt und der Uberstand verworfen. Danach werden die Gelstiicke fur 15 min mit 70 %
Acetonitril in Wasser bei 900 rpm inkubiert. Uberschiissige Fliissigkeit wird entfernt.

Final werden die Gelstiicke in Acetonitril fur 5 min stehend entwassert und der Uberstand erneut
verworfen. Das Gel wird nun fur 5 min unter Vakuum getrocknet und bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C gelagert.

Zur Reduktion und Alkylierung wird das Gel in 40 mM Ammoniumbicarbonat und 10 mM DTT
rehydriert und fur 15 min bei 55-60 °C inkubiert. Nach weiteren 15 min bei Raumtemperatur werden
die Proben zentrifugiert (5000 x g, 1 min) und der Uberstand verworfen. Die Gelstiicke werden dann

in 30 uL frisch angesetzter Loésung aus 100 mM lodacetamid und 40 mM Ammoniumbicarbonat fur
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15 Minuten inkubiert. Dieser Schritt erfolgt unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur.
Uberschiissige Flissigkeit wird danach erneut nach Zentrifugation entfernt. Die Gelstiicke werden mit
100 pL 40 mM Ammoniumbicarbonat Giberschichtet und gevortext. Nach 10-mindtiger Inkubation wird
der Uberstand verworfen und die Gelstticke in 100 % Acetonitril fir 10 min stehend entwassert. Auch
dieser Uberstand wird verworfen und die Gelstticke unter Vakuum getrocknet.

70 pL Trypsinlésung (10 ng/uL Trypsin in 40 mM Ammoniumbicarbonat) wird zu den Gelstlicken
gegeben und fir 30 min auf Eis inkubiert. 40 mM Ammoniumbicarbonat wird hinzugefligt bis die
Gelstiicke gerade vollgesogen sind und fur weitere 5 min inkubiert. Danach werden weitere 100 pL
40 mM Ammoniumbicarbonat hinzugegeben und der Ansatz bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Nach
kurzer Zentrifugation werden 2 % Ameisenséaure zugesetzt und fir 20 min unter Schutteln inkubiert.
Die Flussigkeit wird in ein frisches Eppendorf Gefal3 gegeben. Ein weiterer Extraktionsschritt erfolgt
mit 100 puL 2 % Ameisensaure 10 % Acetonitril in Wasser unter Schitteln fir weitere 20 min. Der
Uberstand wird nach diesem Schritt in das zuvor genutzte GefaR gegeben. Die finale Extraktion
erfolgt mit 200 pL 1 % Ameisenséaure und 60 % Acetonitril unter Schitteln fir mindestens 20 min.
Auch dieser Uberstand wird den zuvor gewonnen Uberstanden vereint. Die Proben werden dann
unter Vakuum getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Die Entsalzung Uber
stage tips erfolgt nach Rappsilber et al. (Rappsilber et al. 2007).

3.13.2. In-Solution-Verdau fur die Analyse des Proteoms
Die Proteinproben wurden durch Lyse der Zellen in einem kompatiblen Puffer (50 mM
Ammoniumbicarbonat, 0,5 % SDS, pH 8.0) erzeugt. Um die vollstandige Lyse zu gewahrleisten,
wurden die Zelllysate fur 5 min auf 95 °C inkubiert und sonifiziert. Unlésliche Zellbestandteile wurden
durch Zentrifugation fiir 10 min, 16000 x g und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde in ein frisches
Gefal? Uberfuhrt und die Proteinkonzentration wie zuvor durch einen BCA-Assay ermittelt. 60 ug
Protein wurden dann pro Probe in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 tberfuhrt und das Volumen auf 100
ML eingestellt. Nach Zugabe von 400 pL Aceton wurden die Proteine Uber Nacht bei -20 °C gefallt
und danach 20 min bei 16000 x g und 4 °C Pelletiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet
zweimal mit 500 pL eiskaltem 80 % Aceton gewaschen. Das Pellet wurde dann 5-10 min getrocknet
und in 25 pL Ureapuffer (6 M Urea, 2 M Thiourea, 12,5 mM DTT, 40 mM Ammoniumbicarbonat)
gel6st. Als nachstes erfolgte die Zugabe von lodacetamid mit einer Endkonzentration von 55 mM
hinzugefugt und fur 20 min bei 25 °C im Dunkeln inkubiert. Die Proben wurden dann mit 40 mM
Ammoniumbicarbonat verdinnt, bis der Gesamtgehalt an Urea nur noch 4 M betragt. Es folgte die
Zugabe von Lys-C in einem Verhaltnis von 1:100 (w/w, Lys-C zu Protein) und eine Inkubation fur
mindestens 3 h bei 37 °C. Nach erneuter Verdiinnung der Proben mit 40 mM Ammoniumbicarbonat
auf eine Gesamtkonzentration von 1 M Urea wurde Trypsin in einem Verhdltnis von 1:100 (w/w,

Trypsin zu Protein) hinzugefiigt. Der Verdau erfolgte dann tber Nacht bei 37 °C. Danach wurde
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erneut Trypsin in einem Verhaltnis von 1:50 (w/w, Trypsin zu Protein) hinzugefigt und fir weitere 3 h
inkubiert. Nach Anséuerung der Proben durch Zugabe von 2 % Ameisensaure erfolgte die Entsalzung
mit stage tips (Rappsilber et al. 2007).

3.13.3. Coomassie-Farbung
Zur Visualisierung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen werden diese zunachst in Entfarber fir
10 min fixiert und nachfolgend Uber Nacht in kolloidaler Coomassieldsung gefarbt. Je nach
gewinschter Starke der Entfarbung wird das Gel in Wasser, 1 % Essigsaure oder Entfarber inkubiert.

3.14. Massenspektrometrische Messungen
Die Bedienung der Massenspektrometer erfolgte durch Dr. Frederik Sommer. Messungen nach
Pulldown Experimenten wurden mit dem Sciex TripleTof 6600 Massenspektrometer durchgefihrt.
Messungen zur Proteom-Analyse wurden mit dem Bruker timsTOF Pro2 Massenspektrometer
durchgefihrt.

3.15. MRNA-Quantifizierung
3.15.1. RNA-Isolation

Um RNA aus menschlichen Zellen zu gewinnen, wurden diese in 6-Loch Platten ausgesét und fir
24 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Am nachsten Tag wird das Medium entfernt und durch Medium
ersetzt, welches die Testsubstanzen enthélt. Sollte eine Induktion mit Zytokinen erfolgen, so werden
die Zellen fir eine Stunde in Minimalmedium mit den jeweiligen Zytokinen vorinkubiert und danach
die entsprechenden Substanzen hinzugefligt. Je nach Versuch werden die Zellen dann bei
Standardbedingungen fir den entsprechenden Zeitraum inkubiert. Dann wird das Medium entfernt
und die Zellen zunéchst mit PBS gewaschen. Danach wird der Zellrasen mechanisch von der Platte
geldst und in PBS suspendiert. Die nachfolgende Pelletierung erfolgt bei 1000 x g, 4 °C fir 10 min.
Der Uberstand wird entfernt und die RNA mithife des GenUP™ Total RNA-Kits nach
Herstellerangaben extrahiert.

3.15.2. MRNA-Sequenzierung
Die zuvor isolierte RNA wurde zunachst mittels NanoDrop quantifiziert (NanoDrop 2000, Thermo
Fisher). Der A260/A280 Wert sollte dabei tber 1,8 liegen. 10 pL der RNA wurde unmittelbar danach
aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Dieser Teil der RNA wurde zur Sequenzierung eingeschickt. Mit
dem (ibrigen Teil der RNA wurde eine weitere Analyse zur Uberpriifung der Qualitat durchgefiinrt.
Dazu wurde die RNA gelelektrophoretisch tber einen Q-Analyzer (Q-Sepl, Nippon Genetics)
aufgetrennt (Kartusche R1-0-211012-1). Der ausgegebene Qualitdtsparameter (RQN, RNA Quality
Number) sollte nicht unter sechs liegen. Der Wert zwischen 1 und 10 gibt an, ob RNA degradiert oder

intakt vorliegt, 10 reprasentiert intakte RNA, ein RQN-Wert von 1 impliziert den vollstandigen Abbau
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der RNA. Die Aufreinigung der mRNA mittels Poly-A Anreicherung und Praparation der mRNA-
Bibliothek sowie die AnschlieBende Sequenzierung wurde durch die Firma Genewiz (Leipzig)
realisiert. Die Sequenzierung erfolgte mittels Illumina NovaSeq (paired end, 150 bp Sequenzierung,
je 10 Mio. read pairs).

3.15.3. Quantitative Real-Time PCR

3.15.3.6. cDNA Synthese
Um die RNA in cDNA umzuwandeln, werden 1-3 pg der zuvor isolierten RNA eingesetzt und durch
reverse Transkriptase (M-MLV RT, Promega) fir 60 min bei 37 °C cDNA nach Herstellerangaben
synthetisiert.

3.15.3.7. Quantitative Real-Time PCR
Fur die quantitative real-time PCR (gPCR) wird pro Loch einer 96-Loch Reaktionsplatte 200 ng cDNA
in 8 uL H>Our verwendet. Dazu wird 8 uL der Primerldsung gegeben (je 0,5 uM des sense und
antisense Primers in H.Oug). Zuletzt werden 4 pL des Supermix hinzugefigt (HOT FIREPol gPCR
Supermix, Solis Biodyne). Die PCR erfolgt nach folgendem Protokoll in einem StepOne Real-Time
PCR System (Thermo Fisher):

Initiale Denaturierung: 12 min 95 °C
40 Zyklen:

Denaturierung: 15s 95 °C
Annealing: 30s 56 °C
Elongation: 30s 72 °C

Schmelzkurvenbestimmung:

Denaturierung: 1ls 95 °C
Annealing: 20s 52°C
Analyse: 52-95 °C mit einer Heizrate von 0,3 °C pro s und einer kontinuierlichen Fluoreszenz-
Messung
3.15.4. gPCR-Primer

Alle Primer fur die quantitative real-time PCR (gPCR) sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5 Primer fiir die quantitative real-time PCR

cdhl (NM_001317186.1)

Sense ACACCCGGGACAACGTTTAT
Antisense GGGTCAGTATCAGCCGCTTT

cdh2 (NM_001792.4)

Sense GAAGGACAGCCTCTTCTCAATGTG
Antisense TCACGGCATACACCATGCCATC

30



Material und Methoden

ccl2 (NM_002982)

Sense ATCAATGCCCCAGTCACC
Antisense AGTCTTCGGAGTTTGGG
ccl5 (NM_001278736)

Sense TACCATGAAGGTCTCCGC
Antisense GACAAAGACGACTGCTG
cxcl10 (NM_001565.3)

Sense TGAGCCTACAGCAGAGGAA

Antisense

TACTCCTTGAATGCCACTTAGA

ccndl (NM_053056.2)
Sense
Antisense

CTGGCCATGAACTACCTGGA
GTCACACTTGATCACTCTGG

cyplal (NM_000499)
Sense
Antisense

GATTGAGCACTGTCAGGAGAAGC
ATGAGGCTCCAGGAGATAGCAG

cypla2 (NM_000761)
Sense
Antisense

TCATCCTGGAGACCTTCCGACA
GCCACTGGTTTACGAAGACACAG

gapdh (NM_002046)

Sense CCTCCGGGAAACTGTGG
Antisense AGTGGGGACACGGAAG
gm-csf (NM_000758)

Sense GGGAGCATGTGAATGCCATC

Antisense

GGCTCCTGGAGGTCAAACAT

hmox1 (NM_002133.3)
Sense

ATGACACCAAGGACCAGAGC

Antisense GTGTAAGGACCCATCGGAGA
iI6 (NM_000600)

Sense TCTCCACAAGCGCCTTCG
Antisense CTCAGGGCTGAGATGCCG

iI8 (NM_001354840)

Sense TGCCAAGGAGTGCTAAAG
Antisense CTCCACAACCCTCTGCAC
mmp2 (NM_001127891)

Sense AGCTAAATCGGGTCGTAG
Antisense CAGGGATATTGACTCCGA
mmp9 (NM_004994.2)

Sense CGACGTCTTCCAGTACCGAG
Antisense GTTGGTCCCAGTGGGGATTT

ngol (NM_000903.3)
Sense
Antisense

CAGTGGTTTGGAGTCCCTGCC
TCCCCGTGGATCCCTTGCAG

nrf2 (NM_006164.5)
Sense
Antisense

CACATCCAGTCAGAAACCAGTGG
GGAATGTCTGCGCCAAAAGCTG

prdx1 (NM_181696.3)
sense

CTGCCAAGTGATTGGTGCTTCTG
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antisense AATGGTGCGCTTCGGGTCTGAT

smad7 (NM_005904.4)

Sense AGAGGCTGTGTTGCTGTGAATC

Antisense GCAGAGTCGGCTAAGGTGATG

sod3 (NM_003102.4)

Sense ACGCTGGCGAGGACGACCTG

Antisense GCTTCTTGCGCTCTGAGTGCTC

snail (NM_005985)

Sense ACCACTATGCCGCGCTCTT

Antisense GGTCGTAGGGCTGCTGGAA

tgfB-1 (NM_000660.7)

Sense GCCCTGGACACCAACTATTG

Antisense CGTGTCCAGGCTCCAAATG

txnrd1 (NM_182743.3)

Sense GTTACTTGGGCATCCCTGGTGA

Antisense CGCACTCCAAAGCGACATAGGA
3.16. Methoden zur Detektion von oxidativem Stress

3.16.1. 2,7-Dichlorhydrofluorescein-Assay

2,7-Dichlorhydrofluorescein wurde verwendet, um den Redox-Status von Zellen zu erfassen. Dazu
wurden BEAS-2B-Zellen in schwarze 96-Loch Platten ausgesat (5000 Zellen/Loch) und fur 24 h
inkubiert. Fur diesen Versuch wurde serumfreies Medium (enthalt kein Phenolrot) verwendet. 2,7-
Dichlorhydrofluorescein (Cayman Chemical) wurde in DMSO verdiinnt und in einer Endkonzentration
von 100 uM zu den Zellen gegeben. Nach 30 min Inkubation wurde das Medium durch frisches
Medium ersetzt, in dem die Testsubstanzen geldst waren. Nach weiterer Inkubation fir 60 min wurde

die Fluoreszenz im Plattenphotometer detektiert (Extinktion 485 nm, Emission 530 nm).

3.16.2. Comet-Assay
Um die Fragmentierung von DNA zu bemessen, wurde ein Comet-Assay durchgefuhrt. Es wurde
weitestgehend dem Protokoll von Olive und Banath gefolgt (Olive and Banath 2006). BEAS-2B-Zellen
wurden in Vollmedium ausgesat und 24 h inkubiert. Nach dreistindiger Inkubation mit den
testsubstanzen wurden die Zellen mechanisch in PBS abgel6st und durch Zentrifugation pelletiert
(1000 x g, 10 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde dann in eiskaltem PBS suspendiert und auf 2*10*
Zellen/mL eingestellt. Objekttrager wurden dinn mit 1% Agarose (Agarose LE, Genaxxon
bioscience) in H.Our beschichtet. 400 uL der zuvor hergestellten Zellsuspension wurden dann mit
1,4 mL 1 % Agarose in HOur (40 °C) gemischt und sofort dinn auf die vorbehandelten Objekttrager
geschichtet. Sobald die Agarose fest war, wurde die Lyse der Zellen Uiber Nacht bei 4 °C durchgefihrt.
Vor der Elektrophorese wurden die beschichteten Objekttrager in Elektrophoresepuffer gewaschen.
Die Elektrophorese erfolgte bei 0,6 V/cm fur 30 min. Nach Waschen der Objekttrager in H>Our wurde
die DNA mit 2,5 pg/mL Propidiumiodid geféarbt. Die Auswertung erfolgte mikroskopisch durch ein
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Olympus BX53 System mit MC50 Mikroskop Kamera (Zeiss). Die Analyse erfolgte mithilfe der
CometScore Software (Version 1.5., TriTrek Corporation).

3.17. Auswertung der Daten

3.17.1. Software
Zur Auswertung und graphischen Darstellung von Daten wurden unter anderem folgende Softwares
verwendet: Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 2022, Microsoft Excel), OriginLab (Origin, 2021b,
OriginLab Corporation), Cytoscape (Shannon et al. 2003), Plotly.NET (Schneider et al. 2022). Fir

spezielle Auswertungen verwendete Software ist in den jeweiligen Kapiteln referenziert.

3.17.2. Auswertung von Proteom- und Transkriptom-Daten
Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Proteom- und Transkriptom-Daten wurden in
Zusammenarbeit mit der Abteilung fir Computergestitzte Systembiologie, Prof. Dr. Timo Muhlhaus,
RPTU ausgewertet. Statistische Analysen sowie Netzwerkanalysen wurden mit FSharp.Stats
durchgefuhrt (Venn et al. 2022). Korrelationskoeffizienten des Netzwerks und der Pulldown-
Experimente wurden nach Pearson 1895 bestimmt.
Die Uberreprasentation von Ontologietermen wurde tiber hypergeometrische Tests ermittelt (Venn et
al. 2022). Als Hintergrund wurden alle im jeweiligen Experiment gemessenen Elemente verwendet.
Genutzte Ontologien sind in den jeweiligen Abschnitten referenziert.
Die Falscherkennungsrate im Rahmen der Multiple Testing Korrektur wurden dber Benjamini-
Hochberg (Benjamini and Hochberg 2000) bzw. g-Werten (Storey and Tibshirani 2003) bestimmt.
Die Normierung von sowohl Transkript-Counts als auch Proteinintensitaten erfolgte Uber die

median-of-ratios Normierung (Love et al. 2014).
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4. Ergebnisse

4.1. Struktur-Wirkungsbeziehungen von Oxacyclododecindion
Derivaten

Zur Aufklarung von Struktur-Wirkungsbeziehungen ist es von grofem Interesse herauszufinden,
welche Teile der Struktur des Naturstoffs Oxacyclododecindion fir dessen biologische Aktivitat
essenziell sind. Die Kenntnis Uber relevante funktionelle Gruppen kann genutzt werden, um eine
Zielgerichtete Derivatisierung durchzufuhren, die womdglich zur Steigerung der Wirkung fiihren kann.
Andererseits kann so auch herausgefunden werden, an welcher Stelle zusatzliche
Funktionalisierungen angebracht werden kdnnen. Diese kénnen dann beispielsweise in Pulldown
Experimenten zur Aufklarung der Zielproteine von Oxacyclododecindion genutzt werden. Aufgrund
vorheriger Experimente konnten bereits einige Gruppen als essenziell fiir die biologische Aktivitat
ausgemacht werden (Weber et al. 2020; Tauber et al. 2015; Tauber et al. 2016). Unbekannt ist bisher,
ob die Hydroxygruppen an Position 5 und 7 flur die biologische Aktivitat benétigt werden.

Fur den strukturell verwandten Naturstoff 10,11-Dehydrocurvularin wurde in der Vergangenheit eine
Alkin-Funktionalisierung an dieser Stelle durchgefiihrt, wodurch erfolgreich Zielproteine identifiziert
werden konnten (Deng et al. 2019). Um herauszufinden, ob diese Stelle auch fir die Identifikation
von Oxacyclododecindion Zielproteinen zur Funktionalisierung geeignet wére, wurden von der AG
Opatz Derivate synthetisiert, an denen die fraglichen Positionen 5 und 7 durch Methoxygruppen
abgeschirmt sind (Abbildung 8). Wirden sich diese Positionen zur Anbringung eines Linkers eignen,
so sollte keine Reduktion der biologischen Aktivitat erfolgen.

0 o} CH, Q lo} CH,
cl o o CH, cl
H,C. CH; Gl H;C CH,
HO H,C. CH, /o
CH o H,C CH
’ e CH, ; :
S A
AN
O le) (0] o]
e OH 0 He””
7-Methoxy-14-deoxy-14- 5-Methoxy-14-deoxy-14- Dimethoxy-14-deoxy-14-
methyloxacyclododecindion (16) methyloxacyclododecindion (17) methyloxacyclododecindion (18)

Abbildung 8 Die untersuchten 14-Deoxy-14-methoxyoxacyclododecindion Derivate 7-Methoxy-14-deoxy-14-
methoxyoxacyclododecindion  (16), 5-Methoxy-14-deoxy-14-methoxyoxacyclododecindion (17) und Dimethoxy-14-deoxy-14-
methoxyoxacyclododecindion (18).

Die biologische Aktivitat der beiden Derivate 7-Methoxy-14-deoxy-14-methoxyoxacyclododecindion
(16) und 5-Methoxy-14-deoxy-14-methoxyoxacyclododecindion (17) wurde anhand von
Reportergenversuchen charakterisiert. Um die Vergleichbarkeit zu den bereits publizierten Daten zu
gewahrleisten, wurden die neuen Derivate im gleichen Zellsystem und mit gleichen Reportervektoren

getestet, wie auch in der Literatur beschrieben (Weber et al. 2020).
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Fir die Derivate 7-Methoxy-14-deoxy-14-methoxyoxacyclododecindion (16) und 5-Methoxy-14-
deoxy-14-methoxyoxacyclododecindion (17) konnte keine Hemmung der TGF-B1 induzierten,
SMAD2/3 vermittelten Signaltransduktion (Reportervektor: (CAGA)ox-MLP-Luc) und der IL-4
induzierten, STAT6 vermittelten Signaltransduktion (Vektoren: TOPO-STAT6 und pGL3-TK-7xN4)
nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 9). Waren sowohl die Hydroxygruppe an Position 5, als auch
die an Position 7 verdeckt, konnte, wie zu erwarten, ebenfalls keine Aktivitat nachgewiesen werden.

Von einer weiteren Derivatisierung an Position 5 und 7 wurde deshalb abgesehen.
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Abbildung 9 Biologische Aktivitat der Oxacyclododecindion Derivate 7-Methoxy-14-deoxy-14-methoxyoxacyclododecindion (16) und 5-
Methoxy-14-deoxy-14-methoxyoxacyclododecindion (17). Die Verbindungen wurden anhand von Reportergenversuchen auf eine
Inhibition der TGF-B1 induzierten, SMAD2/3 vermittelten Signaltransduktion ((CAGA)sx-MLP-Luc) und der IL-4 induzierten, STAT6
vermittelten Signaltransduktion (TOPO-STAT6 und pGL3-TK-7xN4) untersucht. Der Versuch erfolgte in biologischen Triplikaten,
+Stabw.

Ebenfalls durch AG Opatz wurden zwei Stereoisomere synthetisiert, die ausgehend von 14-

deoxyoxacyclododecindion eine Hydroxygruppe an Position 13 vorweisen (Abbildung 10).

HO.

OH (o] OH (0]

(13R,148,158)-13-Hydroxy-14- (13R, 14S,15R)-13-Hydroxy-14-
deoxyoxacyclododecindion (19) deoxyoxacyclododecindion (20)

Abbildung 10 Die untersuchten 14-Deoxyoxacyclododecindion Derivate (13R,14S,15S)-13-Hydroxy-14-deoxyoxacyclododecindion (19)
und (13R,14S,15R)-13-Hydroxy-14-deoxyoxacyclododecindion (20).

Auch diese Derivate wurden wie zuvor in Reportergenversuchen getestet, um die biologische Aktivitat

mit anderen Derivaten und dem Naturstoff vergleichen zu kdnnen (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Biologische  Aktivitat ~ der  14-Deoxyoxacyclododecindion  Derivate  (13R,14S,15S)-13-Hydroxy-14-
deoxyoxacyclododecindion (19) und (13R,14S,15R)-13-Hydroxy-14-deoxyoxacyclododecindion (20). Die Verbindungen wurden anhand
von Reportergenversuchen auf eine Inhibition der TGF-B1 induzierten, SMAD2/3 vermittelten Signaltransduktion ((CAGA)sx-MLP-Luc)
und der IL-4 induzierten, STAT6 vermittelten Signaltransduktion (TOPO-STAT6 und pGL3-TK-7xN4) untersucht. Der Versuch erfolgte
in biologischen Triplikaten, £Stabw.

Die beiden 13-Hydroxy-14-deoxyoxacyclododecindion Stereoisomere zeigen eine deutliche
biologische Aktivitat, sowohl auf die TGF-B1 induzierte, SMAD2/3 vermittelte Signaltransduktion
((CAGA)ox-MLP-Luc) als auch auf die IL-4 induzierte, STAT6 vermittelte Signaltransduktion (TOPO-
STAT6 und pGL3-TK-7xN4). Die ICso Werte liegen dabei bei 239,15+7,77 uM (SMAD2/3) und
1024,13+72,64 uM (STAT6) fiir Derivat 19 und 235,57+27,94 uM (SMAD2/3) und 56,40+12,48 pM
(STAT®6) fur Derivat 20. Die biologische Aktivitdt der Derivate liegt somit unter dem Niveau des

Naturstoffs.

4.2. Biologische Aktivitat von DM-Oxa in BEAS-2B-Zellen

14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion (DM-Oxa) ist ein
synthetisches Derivat des Naturstoffs Oxacyclododecindion. Der
Naturstoff wurde in der Vergangenheit bereits in verschiedenen
Zelllinien, hauptsachlich Krebszelllinien wie z.B. MDA-MB-231,
und HepG2, auf seine biologische Aktivitat hin untersucht (Richter
et al. 2015). DM-Oxa zeigt eine starke Inhibition der TGF-8
induzierten, SMAD2/3  vermittelten Reportergenaktivitat
(ICs0 = 30,0£10,9 nM) sowie der IL-4 induzierten, STAT6
vermittelten Reportergenaktivitat (ICsq = 79,1+27,3 nM) in HepG2-

Abbildung 12 Synthetisches Makrolacton Zellen (Weber et al. 2020). Dies wird hier nun auch fir die

14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion

M) Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B verifiziert. Diese zeichnet sich

durch eine hohe Induzierbarkeit sowohl fir inflammatorische als
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auch fur einige fibrotische Stimuli aus (Doerner and Zuraw 2009). Auf3erdem handelt es sich im

Gegensatz zu HepG2 und MDA-MB-231 nicht um eine Tumorzellline.

4.2.1. Anti-inflammatorische Aktivitat in BEAS-2B

Um die anti-inflammatorische Aktivitat von DM-Oxa in BEAS-2B-Zellen zu charakterisieren, wurden
zunachst Reportergenversuche mit entziindungsrelevanten Promotorreportern durchgefiihrt. Dazu
wurde zunédchst die STAT6 abhangige Reporteraktivitdét nach Induktion mit IL-4 mithilfe des
Reportervektors pGL3-TK-7xN4 und des STAT6 Expressionsvektors TOPO-STAT6 erhoben.
Zusatzlich wurde ein CXCL10 Reporterkonstrukt verwendet (pGL4.11-IP10pro-Luc), welches durch
Elektroporation in die Zellen transfiziert wurde. Die Induktion der inflammatorischen Zellantwort
erfolgte durch Applikation eines Zytokingemisches aus 10 ng/mL IFN-y, 10 ng/mL TNF-a und 5 ng/mL
IL-18. Das verwendete CXCL10 Promotorkonstrukt hat Bindestellen fiir mehrere
Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB, ISRE und STATL, die relevant fur die anti-inflammatorischen
Zellantwort sind.
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Abbildung 13 CXCL10 Promotoraktivitdt und STAT6 vermittelte Reporteraktivitdt nach Applikation von DM-Oxa. BEAS-2B-Zellen
wurden mit dem Reporterplasmid pgl4.11-IP10pro-Luc bzw. mit TOPO-STAT6 und pGL3-TK-7xN4 transfiziert und fiir 24 h inkubiert.
DM-Oxa wurde dann in Minimalmedium mit einem Gemisch aus IFN-y, TNF-a und IL-1B (CXCL10pro) bzw. IL4 (STAT6) geldst und zu
den Zellen gegeben. Als Referenz dienten Zellen ohne Behandlung und Zellen, die nur mit dem entsprechenden Induktor behandelt
wurden. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung aus drei unabhéngigen Replikaten.

DM-Oxa zeigt eine hemmende Wirkung sowohl auf die CXCL10 Promotoraktivitat mit einer ICso von
30,73 nM als auch auf die STAT6 vermittelte Reporteraktivitat mit einer 1ICso von 47,41 nM (Abbildung
13). Um den Einfluss der Substanz auf mRNA-Ebene zu bestétigen, wurden BEAS-2B-Zellen
ausgesat und nach einstindiger Vorbehandlung mit DM-Oxa und Dexamethason durch ein Gemisch
aus 10 ng/mL IFN-y, 10 ng/mL TNF-a und 5ng/mL IL-1B in Minimalmedium stimuliert. Das

Glucocorticoid Dexamethason wurde verwendet, da es eine starke anti-inflammatorische Wirkung hat
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und so zum Vergleich der Wirkung von DM-Oxa herangezogen werden kann. Die Expression der
ausgewahlten inflammationsrelevanten mRNA wurde dann mittels gPCR relativ quantifiziert
(Abbildung 14). Alle getesteten mRNA konnten durch den inflammatorischen Stimulus deutlich
induziert werden. Auf die Expression von ccl2 und cxcl10 zeigt DM-Oxa den stérksten Effekt.
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Abbildung 14 Wirkung von DM-Oxa und Dexamethason auf die Expression verschiedener inflammationsrelevanter Gene nach Induktion
mit IFN-y, TNF-a und IL-1B. BEAS-2B-Zellen wurden vor Versuchsbeginn 12 h in Minimalmedium inkubiert. Nach einstlindiger
Vorinkubation mit den Testsubstanzen, wurden die Induktoren zugegeben. Als Referenz wurden unbehandelte Zellen und Zellen die
ausschlieflich mit dem Induktor behandelt wurden herangezogen. Die Isolation der RNA erfolgte nach 5 h. Als Referenz diente die
Expression von gapah. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten +Standardabweichung. Die statistische
Signifikanz der relativen Anderung wurde durch einen Einproben t-Test bestimmt mit *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.

4.2.2. Anti-EMT Aktivitat in BEAS-2B

Als néchstes wurden weitere Reportergenversuche durchgeftihrt, um die anti-fibrotische Aktivitat des
Oxacyclododecindion Derivats DM-Oxa zu charakterisieren. Dazu wurden Promotoren verwendet,
die wahrend der EMT induziert sind.

So wurde die TGF-Bl abhangige Signaltransduktion mithilfe des (CAGA)s-MLP-Luc
Reporterkonstrukts analysiert. Die TGF-f Isoform TGF-B1 wird als die haufigste und relevanteste
Form der drei bekannten Mitglieder der TGF-B Familie angesehen (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3)
(Lichtman et al. 2016). Trotz grol3er struktureller Homologie gibt es Hinweise auf Unterschiede in der
Wirkung der drei TGF-B Unterformen. TGF-31 ist an EMT und Fibrose beteiligt.

Es wurde au3erdem der Einfluss von DM-Oxa auf die B-Catenin abh&ngige Signaltransduktion durch

den Reportervektor M50Super8xTopFlash getestet.
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Eine deutliche Inhibition durch DM-Oxa auf die Reporteraktivitdt von (CAGA)e-MLP-Luc und
M50Super8xTopFlash nach Induktion durch TGF-B1 bzw. den GSK-3-Inhibitor CHIR-99021 konnte
detektiert werden (Abbildung 15). Die ICso wurde berechnet mit 58,45 nM fir die SMAD2/3 bzw.
111,00 nM fur die B-Catenin abhangige Reporteraktivitat.
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Abbildung 15 SMAD2/3 und WNT vermittelte Reporteraktivitdt nach Applikation von DM-Oxa. Zur Uberpriifung der SMAD2/3
abhangigen Signaltransduktion wurden BEAS-2B-Zellen mit dem Reporterplasmid (CAGA)ox-MLP-Luc transfiziert und fiir 24 h inkubiert.
Die DM-Oxa wurde dann in Minimalmedium mit 5 ng/mL TGF-B1 geldst und zu den Zellen gegeben. Als Referenz dienten Zellen ohne
Behandlung und Zellen, die nur mit TGF-B1 behandelt wurden. Analog wurden BEAS-2B-Zellen zu Analyse der 3-Catenin vermittelten
Reporteraktivitat mit dem Plasmid M50Super8xTopFlash transfiziert und zur Induktion mit dem GSK-3-Inhibitor CHIR-99021 behandelt.
Dargestellt ist der Mittelwert £ Standardabweichung aus drei unabhangigen Replikaten.

Auch hier wurde danach die Expression einiger EMT-relevanter Gene durch qPCR quantifiziert
(Abbildung 16), um die Ergebnisse der Reportergenversuche zu verifizieren. Dabei konnte die
Expression ausgewdahlter EMT-relevanter Gene durch Applikation des Zytokins TGF-B1 induziert
werden. DM-Oxa zeigt auf fast alle induzierten mRNA eine deutlich hemmende Wirkung, besonders
auf mmp2 und smad7. Eine hemmende Wirkung auf die TGF-B1 induzierte Signaltransduktion kann

entsprechend auch auf mMRNA-Ebene nachgewiesen werden.
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Abbildung 16 Wirkung von DM-Oxa auf die Expression verschiedener TGF-f induzierter Gene nach Induktion mit TGF-$1. BEAS-2B-
Zellen wurden vor Versuchsbeginn 12 h in Minimalmedium inkubiert. Nach einstiindiger Vorinkubation mit der Testsubstanz, wurde der
Induktor zugegeben. Als Referenz wurden unbehandelte Zellen und Zellen die ausschlieflich mit dem Induktor behandelt wurden
herangezogen. Die Isolation der RNA erfolgte nach 5 h. Als Referenz diente die Expression von gapdh. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus drei biologischen Replikaten +Standardabweichung. Die statistische Signifikanz der relativen Anderung wurde durch einen
Einproben t-Test bestimmt mit *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.

Eine mdgliche anti-fibrotische Aktivitat der Substanz kann auch phanotypisch erfasst werden, da
wahrend der EMT die Migrationsfahigkeit von Zellen erhéht wird. Dies kann beispielsweise in einem
2D-Scratch Assay visualisiert werden (Friedl and Gilmour 2009). Dazu wurden BEAS-2B-Zellen
ausgesat und bis zur Ausbildung eines Zellrasens in Vollmedium inkubiert. Die Zellen wurden
daraufhin fur weitere 12 h in Minimalmedium inkubiert. Der Zellrasen wurde dann mechanisch
unterbrochen, das Medium entfernt und durch frisches Minimalmedium mit 5 ng/mL TGF-31 ersetzt.
Nach 16 h wurde die Migrationsfahigkeit der Zellen mikroskopisch erfasst. Bei hoher
Migrationsfahigkeit nach Stimulation sollte die Unterbrechung des Zellrasens erneut zugewachsen
sein, was durch TGF-1 Behandlung zu beobachten war (Abbildung 17). Wurden die Zellen nicht
stimuliert, so blieb die Unterbrechung des Zellrasens deutlich sichtbar. Durch Applikation von 800 nM
DM-Oxa konnte die Migrationsfahigkeit der Zellen trotz Stimulation sichtbar reduziert werden. Die

Unterbrechung des Zellrasens blieb dhnlich gut sichtbar wie in der nicht-stimulierten Kontrolle.
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wurden in Vollmedium ausgesat. Nach 24 h erfolgte der Wechsel zu Minimalmedium und nach weiteren 12 h die Behandlung mit
5 ng/mL TGF-B1 (B) bzw. 5 ng/mL TGF-$1 und 800 nM DM-Oxa (C), sowie die Unterbrechung des Zellrasens durch ,Scratches*. Zellen
ohne Induktor und Substanz wurden gleichbehandelt (A). Nach 16 h wurden die Zellen zur besseren Sichtbarkeit mit Giemsa gefarbt
und mikroskopiert. Der Versuch wurde mit drei unabhangigen biologischen Replikaten durchgefiihrt. A-C sind reprasentative Aufnahmen
fur die jeweiligen Behandlungen.

Die dargestellten Versuche zeigen, dass DM-Oxa auch in der Lungenepithelzelllinie BEAS-2B eine
biologische Aktivitat aufweist. Somit eignet sich diese Zelllinie fur die nachfolgenden Versuche zur

Aufklarung von Zielproteinen.
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4.3. Versuche zur Identifikation mdglicher der Zielproteine von DM-Oxa
Wie bereits beschrieben, kann die potente Inhibition von Entziindungs- und Fibrose-relevanten
Sighalwege durch Oxacyclododecindion zwar in zahlreichen Arbeiten nachgewiesen werden,
konkrete Zielproteine des Makrolactons sind bisher jedoch unbekannt. Im Folgenden werden BEAS-

2B-Zellen verwendet, um Kandidaten fir molekulare Targets zu identifizieren.

4.3.1. Pulldown an funktionalisierten Agarosebeads
Um die Zielproteine von DM-Oxa zu identifizieren, wurde zunéchst ein Agarose Saulenmaterial mit
DM-Oxa funktionalisiert. Einige Positionen des verwendeten 14-Deoxy-14-
methoxyoxacyclododecindions konnten aufgrund friiherer Versuche bereits fir die Funktionalisierung
ausgeschlossen werden. Die Funktionalisierung erfolgte daher an Position 15. Durch einen
Reportergenversuch in HepG2-Zellen konnte bereits bestatigt werden, dass ein Derivat (Abbildung
26 A), welches an Position 15 eine Alkingruppe enthalt, eine inhibitorische Wirkung auf die TGF-
induzierte SMAD2/3 vermittelte Reportergenaktivitdt behalt: Diese war mit einer ICso von
478+13,4 nM zwar deutlich schwacher als die Wirkung des nichtkonjugierten Molekils DM-Oxa
(IC50=3548,2 nM), fuhrte jedoch ebenfalls zu einer vollstandigen Inhibition der Reporteraktivitat
(Daten von M. Sc. Thorsten Walter). Die Funktionalisierung fiir den vorliegenden Versuch erfolgte
daher ebenfalls an dieser Position. Die verwendeten Molekile wurden durch die Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Till Opatz, Organische Chemie, Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz synthetisiert
(Abbildung 19). Durch das erhaltene Saulenmaterial (Abbildung 19 A) sollten Zielproteine gebunden

und massenspektrometrisch identifiziert werden.
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Abbildung 18 Schematischer Ablauf des Pulldowns an DM-Oxa funktionalisiertem Saulenmaterial. Die von AG Opatz (Organische
Chemie, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz) mit DM-Oxa funktionalisierte Agarose (A) wird mit Lysat von Zellen inkubiert, die zuvor
mit TGF-B1, einem Gemisch aus IFN-y, TNF-a und IL-18 oder nicht induziert wurden (B). Zielproteine sollten dann an das gebundene
DM-Oxa binden und, nach einigen Waschschritten zur Entfernung unspezifisch gebundener Proteine, eluiert werden (D). Um spezifisch
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bindende Proteine zu identifizieren, wurde derselbe Ansatz identisch durchgefiihrt, aber es wurde zusatzlich ein Uberschuss an freiem
DM Oxa hinzugegeben (C&E).

BEAS-2B-Zellen wurden dazu fur 45 min mit einem Gemisch aus 10 ng/mL IFN-y, 10 ng/mL TNF-a
und 5 ng/mL IL-1B bzw. mit 5 ng/mL TGF-B1 induziert, lysiert und das von Zelltrimmern befreite Lysat
zum  Saulenmaterial gegeben. Zusatzlich wurden unbehandelte Zellen verwendet.
Nichtfunktionalisiertes Material (Abbildung 19 B) wurde verwendet, um unspezifisch bindende
Proteine zu identifizieren, diese wurden dann von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Au3erdem
wurde zu einem Teil der Proben ein Uberschuss an freiem DM-Oxa gegeben, um spezifische von
unspezifisch gebundenen Proteinen unterscheiden zu kénnen. Nach mehreren Waschschritten, um
ungebundenen Proteine zu entfernen, wurden die potenziellen Zielproteine eluiert und fir die

Massenspektrometrie vorbereitet (Abbildung 18).
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Abbildung 19 Agarosebeads fiir die Identifikation der Zielproteine von DM-Oxa. Alle Reaktionen zur Funktionalisierung der Agarose
wurden durch die Arbeitsgruppe von Till Opatz, Organische Chemie, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz durchgeflihrt. Zunéachst
wurde ein universelles Kopplungsmaterial (CarboxyLink™, Thermo Fisher Scientific) (B), mittels eines BCN-NHS-Esters funktionalisiert,
woran daraufhin ein DM-Oxa-PEG-Ns (C) mittels kupferfreier Click-Chemie gebunden wurde. So wurde ein mit DM-Oxa
funktionalisiertes Saulenmaterial gewonnen (A).

Die Auswertung der massenspektrometrisch erhobenen Daten erfolgte mittels SAM (Tusher et al.
2001), einer Methode zur nicht-parametrischen Signifikanzanalyse deren Falscherkennungsrate
permutationsbasiert bestimmt wird. Obwonhl fur Microarrays entwickelt, findet diese Methode breite
Anwendung in Signifikanzanalysen von sowohl Transkriptom- als auch Proteomstudien (Cui et al.
2022; Frohlich et al. 2022). Vor dem statistischen Test wurden die Proteinintensitdten median-of-
ratios normiert um technische Proteinmengenunterschiede zu korrigieren (Love et al. 2014). g-Werte

unter 0,05 werden als signifikant angesehen.
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Fir Lysate ohne Induktion konnten keine Proteine identifiziert werden, die durch die Zugabe eines
Uberschusses an freiem DM-Oxa bei einer tolerierten FDR von 0,05 signifikant verdrangt wurden
(Abbildung 20). Dies zeigt an, dass alle identifizierten Proteine unspezifisch an das Saulenmaterial

gebunden waren.
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Abbildung 20 SAM-Ubersichtsdiagramm der erwartbaren und gemessenen t-Statistiken fiir Zelllysate ohne Induktion. Zellen wurden in
Minimalmedium inkubiert und lysiert. Ein Pulldown wurde an DM-Oxa-funktionalisiertem S&ulenmaterial durchgefiihrt und alle eluierten
Proteine massenspektrometrisch identifiziert und quantifiziert. Um Proteine zu identifizieren, die spezifisch gebunden sind, wurde
zusatzlich eine Verdrangung mit einem Uberschuss an nichtkonjugiertem DM-Oxa durchgefiihrt. Mittels SAM wurde festgestellt ob
Proteine durch die Verdrangung signifikant von den Beads verdrangt wurden. Jeder Datenpunkt stellt ein Protein dar, wobei der
beobachtete (observed) Score dem, durch Permutationen ermittelten, erwartbaren (expected) Score gegeniibergestellt wird. Eine grolie
Abweichung beider Werte, d.h. eine grofle Distanz zur Winkelhalbierenden (schwarze Linie) lasst auf signifikant veranderte
Proteinmengen schlieRen. Gestrichelte Linien implizieren Signifikanzgrenzen zu einer FDR<0,05. Grau hinterlegt sind Bereiche, in
denen Proteine lagen, die im Vergleich zur Verdrangung signifikant mehr oder weniger gebunden haben.

Fur Lysate aus Zellen die mit einem Gemisch aus 10 ng/mL IFN-y, 10 ng/mL TNF-a und 5 ng/mL
IL-1B induziert wurden, konnte ein Protein identifiziert werden, welches durch die Zugabe eines
Uberschusses an freiem DM-Oxa verdrangt wurde (Abbildung 21). Alle anderen identifizierten

Proteine waren unspezifisch gebunden.
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Abbildung 21 SAM-Ubersichtsdiagramm der erwartbaren und gemessenen t-Statistiken fiir Zelllysate nach Induktion mit einer Mischung
aus 10 ng/mL IFN-y, 10 ng/mL TNF-a und 5 ng/mL IL-1B. Zellen wurden in Minimalmedium inkubiert, fiir 45 min induziert und lysiert.
Ein Pulldown wurde an DM-Oxa-funktionalisiertem Saulenmaterial durchgefiihrt und alle eluierten Proteine massenspektrometrisch
identifiziert und quantifiziert. Um Proteine zu finden, die spezifisch gebunden sind wurde zusatzlich eine Verdrangung mit einem
Uberschuss an nichtkonjugiertem DM-Oxa durchgefilhrt. Mittels SAM wurde festgestellt ob Proteine durch die Verdrangung signifikant
von den Beads verdrangt wurden. Jeder Datenpunkt stellt ein Protein dar, wobei der beobachtete (observed) Wert dem, durch
Permutationen ermittelten, erwartbaren Wert (expected) gegentibergestellt wird. Eine groRe Abweichung beider Werte, d.h. eine groRe
Distanz zur Winkelhalbierenden (schwarze Linie) lasst auf signifikant veranderte Proteinmengen schlieRen. Signifikante wéren griin und
rot markiert. Gestrichelte Linien implizieren Signifikanzgrenzen zu einer FDR<0,05. Grau hinterlegt sind Bereiche, in denen Proteine
liegen die im Vergleich zur Verdrangung signifikant mehr (unten links, griin) oder weniger (oben rechts, rot) gebunden haben.

Das durch Zugabe von DM-Oxa signifikant verdrangte Protein ist Nucleobindin-1 (NUCB1). Dieses
54 kDa grofe Protein ist im Golgi lokalisiert, wo es zu den abundantesten Proteinen gehort und Ca?*
bindet (Pacheco-Fernandez et al. 2020; Garcia-Marcos et al. 2011). Es wurde ein Zusammenhang
mit dem Transport von Matrix-Metalloproteasen (MMP2, MMP14) gefunden (Pacheco-Fernandez et
al. 2020). AuBBerdem gibt es Hinweise darauf, dass NUCB1 die MMP abhéangige Degradation der
extrazellularen Matrix (ECM) unterstiitzt (Pacheco-Fernandez et al. 2020). Ein Knockdown des
Proteins verringerte demnach den Abbau der ECM. Aulierdem wurde bereits 1997 von Kanai et al.
eine erhohte Expression des Proteins in Milz Zellen von MRL-Ipr Mausen beobachtet (lizuka et al.
1997). Hier wurde eine Relevanz des Proteins in Lupus Maus-Modellen impliziert, da die erhdhte
Expression des Proteins eine Aktivierung autoreaktiver T-Zellen zu Folge hatte, was allerdings
weiterer Bestatigung bedarf (Monneaux 2001).

Fir Lysate aus Zellen die mit einem Gemisch aus TGF-B1 induziert wurden, konnten finf Proteine
identifiziert werden, welche durch Verdréangung signifikant weniger gebunden wurden (Abbildung 22).
Diese sind Erlin-1 (ERLIN1), Calponin-3 (CNN3), DnaJ homolog subfamily C member 9 (DNAJCY9),
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Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK (Isoform 1, AHNAK), 60S acidic ribosomal
protein P1 (RPLP1).

observed score

expected score

Abbildung 22 SAM-Ubersichtsdiagramm der erwartbaren und gemessenen t-Statistiken fiir Zelllysate nach Induktion mit 5 ng/mL
TGF-B1. Zellen wurden in Minimalmedium inkubiert, fir 45 min induziert und lysiert. Ein Pulldown wurde an DM-Oxa-funktionalisiertem
Saulenmaterial durchgefihrt und alle eluierten Proteine massenspektrometrisch identifiziert und quantifiziert. Um Proteine zu finden,
die spezifisch gebunden sind wurde zusatzlich eine Verdrangung mit einem Uberschuss an nichtkonjugiertem DM-Oxa durchgefihrt.
Mittels SAM wurde festgestellt ob Proteine durch die Verdrangung signifikant von den Beads verdrangt wurden. Jeder Datenpunkt stellt
ein Protein dar, wobei der beobachtete (observed) Wert dem, durch Permutationen ermittelten, erwartbaren Wert (expected)
gegentlbergestellt wird. Eine groe Abweichung beider Werte, d.h. eine groRe Distanz zur Winkelhalbierenden (schwarze Linie) lasst
auf signifikant veranderte Proteinmengen schliefen. Signifikante waren grin und rot markiert. Gestrichelte Linien implizieren
Signifikanzgrenzen zu einer FDR<0,05. Grau hinterlegt sind Bereiche, in denen Proteine liegen die im Vergleich zur Verdrangung
signifikant mehr (unten links, griin) oder weniger (oben rechts, rot) gebunden haben.

Das 39 kDa Protein Erlin-1 ist Teil der Prohibitin Familie und wurde 2006 als Bestandteil von ER
lokalisierten Lipid Rafts beschrieben (Browman et al. 2006). Gerace et al. wiesen 2013 die
Cholesterol-bindende Aktivitdt des Proteins nach. Eine Verringerung von Erlin-1 und -2 flhrte
demnach zur Aktivierung von SREBP (sterol regulatory element-binding protein), welche wiederum
wichtig fur die Regulation des Cholesterinstoffwechsels sind (Huber et al. 2013). AulRerdem ist der
Komplex aus Erlin-1 und Erlin-2 wichtig fur die Ubiquitinierung und damit den Abbau von aktivierten
Inositol 1,4,5-trisphosphat (IP3) Rezeptoren (Wright et al. 2018). IP; Rezeptoren bewirken bei
Aktivierung die rapide Freisetzung von Ca?*, hauptsachlich aus dem ER oder Golgi, in das
Cytoplasma (Prole and Taylor 2019). Aktiviert wird der Rezeptor durch IPs, ein Produkt der
Phospholipase C, welche beispielsweise durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren aktiviert wird (Prole
and Taylor 2019).
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Calponin-3 ist ein 36 kDa grof3es Protein, welches als Aktin-Bindeprotein beispielsweise die
Kontraktion von Zellen der glatten Muskulatur reguliert. Das Protein wurde jedoch auch fir
verschiedene Krebsarten wie Magenkrebs und Colon-Karzinomen als Treiber der EMT identifiziert
(Abdel-Rahman et al. 2018; Hong et al. 2019; Nair et al. 2019).

Das 30 kDa grol3e Protein DNAJC9 ist ein Chaperon, welches sowohl als Histon Chaperon als auch
als Hitzeschock Co-Chaperon fungiert (Hammond et al. 2021). Es liegt hauptséachlich im Nucleus vor,
wird aber bei Hitzestress im Cytoplasma und an der Plasmamembran vorgefunden (Han et al. 2007).
Cao et al. zeigten, dass DNJC9 als HSP70 Co-Chaperon wirkt, indem es die ATPase Aktivitat von
HSP70 aktiviert (Han et al. 2007).

AHNAK ist mit ca. 630 kDa deutlich gro3er als alle anderen gefundenen Proteine. Eine erhéhte
Expression des Proteins wurde in Mesotheliomen, Tumoren des Mesothels, hachgewiesen (Sudo et
al. 2014). Hier wurde zudem eine Verbindung zwischen einer erhéhten Menge des Proteins AHNK
und der Invasions- und Migrations-fahigkeit von Krebszellen gefunden (Sudo et al. 2014). Damit
Ubereinstimmend wurde die EMT fordernde Wirkung des Proteins nach TGF-B Induktion in
Krebszelllinien gezeigt. Diese wird durch die Modulation der SMAD3 Phosphorylierung und damit der
Aktivierung des TGF- Signalwegs bewirkt (Sohn et al. 2018).

Das flinfte gefundene Protein RPLP1 ist mit nur 11,5 kDa das kleinste der in diesem Versuch durch
Verdrangung signifikant reduzierten Proteine. Das Protein ist ein wichtiger Faktor in der Elongation
und in der Regulation der Proteinbiosynthese (Tchérzewski 2002). Das Protein wird durch RAP
Kinasen phosphoryliert, was zur Degradation fuhrt (Nusspaumer et al. 2000). Autoantikdrper gegen
ribosomale P-Proteine wie RPLP1 gelten als SLE Marker, vornehmlich wurden sie in Patienten
identifiziert, die mit einer sekundaren Psychose diagnostiziert wurden (Hu et al. 2015; Bonfa et al.
1987).
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Abbildung 23 Proteine die durch Verdrangung signifikant weniger quantifiziert wurden. Zellen wurden in Minimalmedium inkubiert, fir
45 min induziert und lysiert. Das Lysat wurde mit DM-Oxa funktionalisierter Agarose inkubiert, um die Bindung von Zielproteinen zu
ermdglichen. Alle eluierten Proteine wurden dann massenspektrometrisch identifiziert und quantifiziert. Um Proteine zu finden, die
spezifisch gebunden sind, wurde zusatzlich eine Verdrdngung mit der gleichen Menge an nichtkonjugiertem DM-Oxa durchgefhrt. Mit
einer SAM wurde evaluiert, ob Proteine durch die Verdrangung signifikant weniger an DM-Oxa-Beads gebunden waren. Dargestellt sind
die loge(x+1)-transformierten, normalisierten Intensitaten ohne und mit Verdrangung durch freies DM-Oxa.

Im beschriebenen Versuch konnte eine groRe Menge an Proteinen massenspektrometrisch
identifiziert werden. Sechs davon zeigte das erwartete Verhalten, sie wurden nach Zugabe von freiem
DM-Oxa signifikant weniger detektiert (Abbildung 23). Es zeigten sich jedoch auf die Masse der
identifizierten Proteine bezogen wenige signifikante Veranderungen. Zudem wurde eine schlechte
Reproduzierbarkeit der Replikate festgestellt (Abbildung 24), was die Validitat der Ergebnisse
einschrankt.

48



Ergebnisse

- - - - -
[oe] o N B (] ©

(]

log+1 Intensitat (Replikat B)

0 5 10 15 20
log+1 Intensitat (Replikat A)

Replikat 1 vs Replikat 2
4 Replikat 1 vs Replikat 3
o Replikat 2 vs Replikat 3

Abbildung 24 Korrelation der drei gemessenen Replikate. Proteinintensitaten wurden loge(x+1)-transformiert und je zwei Replikate
gegeneinander aufgetragen. Um die Korrelation der Intensitaten zwischen Replikaten zu ermitteln, wurde der Korrelationskoeffizient
nach Pearson bestimmt, wobei ein Wert von 1 eine perfekte Korrelation und ein Wert von 0 eine fehlende Korrelation beschreibt. Eine
hohe Reproduzierbarkeit flhrt zu geringen Abstanden zur Winkelhalbierenden. Alle drei Replikate wurden jeweils paarweise miteinander
verglichen. Die so berechneten Korrelationskoeffizienten sind: Replikat 1 zu Replikat 2 = 0,62, Replikat 1 zu Replikat 3 = 0,25, Replikat
2 zu Replikat 3= 0,50

Die schlechte Reproduzierbarkeit der Replikate zeigt die Limitationen des Versuchs. Diese sind
beispielsweise bedingt durch Umfang und Stringenz der Waschschritte, welche im Vorhinein nur
schwer bestimmt werden kann. Die Starke der Bindung zwischen DM-Oxa und seinen Zielproteinen
ist genau wie deren Identitdt unbekannt, was die Optimierung dieses Schrittes mit den gegebenen
Informationen unmoéglich macht. AuRerdem kann eine mogliche sterische Hinderung der Bindung an
Zielproteine durch den massiven Linker zur Agarose nicht ausgeschlossen werden. Um diese
Limitationen zu umgehen, wurden zwei weitere Versuche designt (Abbildung 25). Diese werden im

Folgenden naher beschrieben.
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Abbildung 25 Versuche zur Identifikation der Zielproteine von DM-Oxa. Um die Zielproteine von Oxacyclododecindion und dessen
Derivaten zu identifizieren, wurden verschiedene Versuchsansétze realisiert, um potenzielle Limitationen, wie die sterische Hinderung

der Bindung von DM-Oxa zu Zielproteine durch die Funktionalisierung oder eine mogliche geringe Affinitat von DM-Oxa zum Zielprotein,
zu umgehen.
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4.3.2. Biotin-Streptavidin Pulldown mit DM-Oxa-Alkin
Um eine mdgliche sterische Hinderung durch den grof3en Linker zu umgehen (vgl. Abbildung 25),
wurde im nachsten Schritt ein von M. Sc. Nina Vierengel (Arbeitsgruppe von Till Opatz, Organische
Chemie Johannes Gutenberg-Universitat Mainz) synthetisiertes DM-Oxa Alkin verwendet. Dieses
konnte nach Bindung an Zielproteine durch Kupfer-katalysierte Click-Chemie mit einem Biotin-Rest
gekoppelt werden. So erfolgte die Bindung von DM-Oxa an die Proteine mit hoher Wahrscheinlichkeit
weitestgehend ungestoért. Auch in diesem Versuch wurde die Kopplung von Zielprotein und DM-Oxa-
Alkin zell-frei in Lysat durchgefiihrt. Von einer Kopplung in intakten Zellen wurde aufgrund harscher
Bedingungen wahrend der Zelllyse abgesehen. Nach Kopplung des DM-Oxa-Alkin-
Zielproteinkomplexes an Biotin-PEGs-Azid, konnten die gebundenen Proteine Uber magnetisches

Streptavidin Saulenmaterial angereichert werden.
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Abbildung 26 DM-Oxa Alkin und Biotin-PEG3-Azid. Das gezeigte DM-Oxa Derivat (A) wurde durch eine Alkingruppe fiir die Click-
Chemie funktionalisiert (Synthese durch M. Sc. Nina Vierengel, AG Till Opatz, Organische Chemie Johannes Gutenberg-Universitat
Mainz). Dieses konnte dann zu einem geeigneten Zeitpunkt Gber Kupfer-katalysierte Click-Reaktion an ein Biotin-PEGs-Azid (Jena
Bioscience, B) gekoppelt werden.

Um Zielproteine zu finden, wurden also zundchst BEAS-2B-Zellen wie zuvor fir 45 min mit 5 ng/mL
TGF-B1 induziert. Nicht-induzierte Zellen wurden als Kontrolle verwendet. Auch hier wurden
zusatzlich induzierte, aber unbehandelte Zellen als Kontrolle verwendet. Aus allen Anséatzen wurden
Zelllysate hergestellt, die von Zelltrimmern durch Zentrifugation befreit wurden. Um mdgliche
Stérungen des Pulldowns durch natirlich-biotinylierte Proteine zu verhindern, wurde auRerdem eine
Vorbehandlung mit Streptavidinbeads durchgefiihrt. Danach erfolgte die Inkubation des Lysates mit
DM-Oxa Alkin und die Kopplung an Biotin (Abbildung 27). Die Zielproteine wurden wie zuvor Uber
Streptavidin angereichert und durch Aufkochen in SDS-Puffer eluiert. Auch hier wurde eine
Verdradngung mit unverdndertem DM-Oxa durchgefuhrt. Es erfolgte erneut die Identifikation der

potenziellen Zielproteine Gber Massenspektrometrie.
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Abbildung 27 Schematischer Ablauf des Biotin-Streptavidin Pulldowns mit DM-Oxa-Alkin (A). BEAS-2B-Zellen werden lysiert und
zusammen mit dem DM-Oxa-Alkin inkubiert (B). Daraufhin wird die Kopplung an ein Biotin-Azid mittels Click-Chemie durchgefiihrt (D).
Mittels Streptavidin-Agarose wird der Komplex aus Biotin-funktionalisiertem DM-Oxa und Zielprotein gebunden (F). Nachdem
unspezifisch bindende Proteine durch Waschen entfernt wurden, wird das Zielprotein durch Aufkochen in SDS-Puffer eluiert (H).
Potenzielle Zielproteine werden massenspektrometrisch analysiert. Um spezifisch bindende Proteine zu identifizieren wird der
Versuchsablauf zusatzlich unter Zugabe eines Uberschusses an freiem DM-Oxa durchgefihrt (C, E, G, I).

Wie zuvor wurden die Daten mittels SAM analysiert. g-Werte unter 0,05 werden als signifikant
angesehen. Verglichen wurden Replikate ohne freies DM-Oxa mit Replikaten, denen ein 20-facher

Uberschuss DM-Oxa zugegeben wurde.
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Abbildung 28 SAM-Ubersichtsdiagramm der erwartbaren und gemessenen t-Statistiken fiir Zelllysate ohne Induktionsstimulus. Zellen
wurden in Minimalmedium inkubiert und lysiert. Das Lysat wurde zunachst bei 37 °C mit DM-Oxa-Alkin inkubiert, um die Bindung von
Zielproteinen zu ermdglichen. Ein Pulldown wurde an Streptavidin-funktionalisiertem S&ulenmaterial durchgefiihrt, nachdem ein
Biotinrest mittels Click-Chemie an das DM-Oxa-Alkin gekoppelt wurde. Alle eluierten Proteine wurden dann massenspektrometrisch
identifiziert und quantifiziert. Um Proteine zu finden, die spezifisch gebunden sind wurde zusatzlich eine Verdrangung mit einem
Uberschuss an nichtkonjugiertem DM-Oxa durchgefiihrt. Eine Permutationsbasierte Signifikanzanalyse zeigt an, ob Proteine durch die
Verdrangung signifikant weniger an DM-Oxa-Alkin gebunden, und damit Biotin-funktionalisiert waren. Jeder Datenpunkt stellt ein Protein
dar, Signifikante sind griin und rot markiert. Die durchgezogene Linie stellt die Winkelhalbierende dar, gestrichelte Linien implizieren
Signifikanzgrenzen. Grau hinterlegt sind Bereiche, in denen Proteine liegen, die im Vergleich zur Verdrangung signifikant mehr (unten
links, griin) oder weniger (oben rechts, rot) gebunden haben.

Fir das Lysat aus nicht-induzierten Zellen konnten zwei Proteine identifiziert werden, die nach
Verdrangung signifikant reduziert waren (Abbildung 28). Diese sind EFTUD2 (116 kDa U5 small
nuclear ribonucleoprotein component) und Basigin.

Fur das 109 kDa grof3e GTP bindende Protein EFTUD2 konnte gezeigt werden, dass es durch
Aktivierung von STAT3 die EMT in HCC Zellen fordert (Tu et al. 2020). EFTUD2 hat zudem
immunmodulatorische Wirkung indem es durch alternatives Spleil3en die Struktur einiger TLRs
beeinflusst (Arras et al. 2014). Durch differenzielles SpleiRen wird zudem die Expression anderer
Proteine wie RIG-1 und MDAS5 tber EFTUD2 reguliert: Wird EFTUD2 Uberexprimiert, so werden RIG-I

und MDAS hochreguliert, wodurch Interferon stimulierte Gene induziert werden (Zhu et al. 2015).

Basigin ist ein 42 kDa grofRes Transmembran-Glykoprotein mit mehreren Isoformen. Das Protein
gehort zu den Immunoglobulinen und ist in die EMT involviert: Es konnte eine erhdhte Expression

von Basigin durch Applikation von IL-13 auf Mesothel Zellen nachgewiesen werden, auf3erdem fihrte

53



Ergebnisse

die Applikation von Basigin in derselben Zelllinie zur Induktion der EMT (Masoud et al. 2009). Eine
erhéhte Menge des Proteins konnte zudem in epithelialen Krebszellen nachgewiesen werden (Jiang
and Tang 2007). Basigin interagiert mit einer Reihe an Liganden wie beispielsweise Integrinen und
Cyclophilinen (Jiang and Tang 2007).

observed score

expected score

Abbildung 29 SAM-Ubersichtsdiagramm der erwartbaren und gemessenen t-Statistiken fiir Zelllysate nach Induktion mit 5 ng/mL TGF-
B1. Zellen wurden in Minimalmedium inkubiert, fir 45 min induziert und lysiert. Das Lysat wurde zunéchst bei 37 °C mit DM-Oxa-Alkin
inkubiert, um die Bindung von Zielproteinen zu ermdglichen. Ein Pulldown wurde an Streptavidin-funktionalisiertem S&ulenmaterial
durchgeflihrt, nachdem ein Biotinrest mittels Click-Chemie an das DM-Oxa-Alkin gekoppelt wurde. Alle eluierten Proteine wurden dann
massenspektrometrisch identifiziert und quantifiziert. Um Proteine zu finden, die spezifisch gebunden sind wurde zusatzlich eine
Verdrangung mit einem Uberschuss an nichtkonjugiertem DM-Oxa durchgefiihrt. Eine Permutationsbasierte Signifikanzanalyse zeigt
an, ob Proteine durch die Verdrangung signifikant weniger an DM-Oxa-Alkin gebunden, und damit Biotin-funktionalisiert waren. Jeder
Datenpunkt stellt ein Protein dar, Signifikante sind griin und rot markiert. Die durchgezogene Linie stellt die Winkelhalbierende dar,
gestrichelte Linien implizieren Signifikanzgrenzen. Grau hinterlegt sind Bereiche, in denen Proteine liegen, die im Vergleich zur
Verdrangung signifikant mehr (unten links, griin) oder weniger (oben rechts, rot) gebunden haben.

Fur Zelllysate, die aus mit 5 ng/mL TGF-B1 induzierten BEAS-2B-Zellen gewonnen wurden, konnten
in diesem Versuch keine Proteine identifiziert werden, die durch Verdrangung signifikant weniger
abundant waren. Jedoch wurde ein Protein identifiziert, das nach Verdrangung deutlich weniger
vorhanden war, wenn auch zur gegebenen Falscherkennungsrate von 0,05 nicht signifikant
(Abbildung 29, links unten). Es handelt sich hierbei um das 60S ribosomal protein L7a (RPL7A).
Dieses 116 kDa grof3e Protein ist involviert in die Translationsregulation. Gegen RPL7A wurden auto-
Antikorper in SLE Patienten nachgewiesen (Ling et al. 2020). Durch SWATH-basierte Proteom
Analysen konnte eine Hochregulation von RPL7A in Gehirnen von Alzheimer Patienten festgestellt
werden (Suzuki et al. 2022).
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Abbildung 30 Proteine die durch Verdrangung signifikant weniger quantifiziert wurden. Zellen wurden in Minimalmedium inkubiert, fir
45 min induziert und lysiert. Das Lysat wurde mit DM-Oxa-Biotin inkubiert, um die Bindung von Zielproteinen zu erméglichen. Nach
Pulldown an Streptavidinbeads wurden alle eluierten Proteine massenspekirometrisch identifiziert und quantifiziert. Um Proteine zu
finden, die spezifisch gebunden sind, wurde zusétzlich eine Verdrangung durch Zugabe von nichtkonjugiertem DM-Oxa durchgefihrt.
Mit einer SAM wurde evaluiert, ob Proteine durch die Verdrangung signifikant weniger gebunden waren. Dargestellt sind die loge(x+1)-
transformierten, normalisierten Intensitaten ohne und mit Verdrangung durch freies DM-Oxa.

Es konnten einige Proteine identifiziert werden, die durch die Verdrangung signifikant weniger
gebunden waren (Abbildung 30). Um die Reproduzierbarkeit unter den Replikaten zu vergleichen und
damit eine Aussage uUber die Qualitdt des Experiments zu tatigen, wurden erneut die
Korrelationskoeffizienten nach Pearson berechnet (Abbildung 31). Es zeigt sich, dass die Replikate
in diesem Versuch hohere Korrelationskoeffizienten aufweisen, was auf eine bessere

Reproduzierbarkeit hinweist.
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Abbildung 31 Korrelation der drei gemessenen Replikate. Proteinintensitaten wurden loge(x+1)-transformiert und je zwei Replikate
gegeneinander aufgetragen. Um die Korrelation der Intensitaten zwischen Replikaten zu ermitteln, wurde der Korrelationskoeffizient
nach Pearson bestimmt, wobei ein Wert von 1 eine perfekte Korrelation und ein Wert von 0 eine fehlende Korrelation beschreibt. Eine
hohe Reproduzierbarkeit flihrt zu geringen Abstanden zur Winkelhalbierenden. Alle drei Replikate wurden jeweils paarweise miteinander
verglichen. Die so berechneten Korrelationskoeffizienten sind: Replikat 1 zu Replikat 2 = 0,84, Replikat 1 zu Replikat 3 = 0,85, Replikat
2 zu Replikat 3 = 0,87

4.3.3. Kovalente Kopplung eines DM-Oxa-Diazirins an potenzielle Zielproteine
Zur Identifikation potentieller Zielproteine von Oxacyclododecindion und dessen Derivaten, wurde
DM-Oxa an einen photoaktivierbaren Linker (PAL), hier Diazirin, gekoppelt. Das Diazirin wird durch
zwei PEGs3; Linker auf einer Seite mit DM-Oxa und auf der anderen Seite mit einer Azid Gruppe
verbunden (Abbildung 32). Uber das Azid kénnen beliebige Alkine durch Kupfer-katalysierte Click-
Reaktion gekoppelt werden. Dieser Ansatz hat den Vorteil, dass selbst bei geringer Affinitéat zwischen
Zielprotein und DM-Oxa Zielproteine

identifiziert werden kdnnen.

I

Nachdem im vorherigen Versuch das

\_\
/

oo 0 M mogliche Problem einer sterischen
K/O\)

Hinderung durch das Anhangen von

OH 0 grol3en funktionalen Gruppen an DM-
Abbildung 32 14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion-Diazirin-Azid, synthetisiert
durch M. Sc. Nina Vierengel, AG Till Opatz, Organische Chemie Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz nun die zweite mogliche

Oxa umgangen wurde, so wird hier
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Herausforderung der geringen Affinitat zwischen DM-Oxa und Zielproteinen umgangen, da eine
kovalente Kopplung interagierender Einheiten erreicht werden kann. Auf3erdem kann dieser Versuch
durch die kovalente Kopplung auch mogliche sterische Hinderungen umgehen, da die Kopplung an
die Saule auch unter denaturierenden Bedingungen stattfinden kann. Dies wéare besonders hilfreich,
falls der dazu bengétigte Teil der DM-Oxa-Sonde durch das Zielprotein oder einen Proteinkomplex
verdeckt ware.

Die Bindung von DM-Oxa-PAL an die Zielproteine wurde durch eine 30-minutige Inkubation im Lysat
aus TGF-f induzierten BEAS-2B-Zellen gewahrleistet. Daraufhin wurde der Linker durch Bestrahlung
mit Licht einer Wellenldnge von ca. 360 nm aktiviert. Um die Proteine zu identifizieren, die spezifisch
an DM-Oxa gebunden werden, wurde dieser Vorgang parallel mit einer zweiten Probe durchgefihrt,
in die ein 20-facher Uberschuss an freiem DM-Oxa zugegeben wurde. Dies sollte eine Konkurrenz
von freiem DM-Oxa und dem markierbaren DM-Oxa-Diazirin um die Zielproteine bewirken. Durch die
Verdrangung des markierbaren DM-Oxa-Diazirins sollten spezifische Bindungen von DM-Oxa zu

Protein erkennbar werden.

4.3.3.8.  Kopplung an eine fluoreszierende Sonde
Zunéachst wurde die Funktionalitéat der Kopplung des DM-Oxa-Diazirin-PAL an das Zielprotein
Uberprift. Dazu wurde der Komplex aus Protein und DM-Oxa-Diazirin-PAL Uber eine fluoreszierende
Sonde visualisiert.
Nach der Photoaktivierung des DM-Oxa-Diazirin-PAL in 110 ug Proteinextrakt aus BEAS-2B-Zellen,
welche wie zuvor mit TGF-B1 induziert wurden, wurde ein Alexa Fluor 647 (AF647)-Alkin durch
Kupfer-katalysierte Click-Chemie an den DM-Oxa-Diazirin-Protein Komplex gekoppelt (Abbildung
33).
Zur Detektion des markierten Komplexes wurde das erhaltene Proteingemisch gefallt und in
Probenpuffer aufgenommen. Die Hélfte der eingesetzten Proteinmenge, ca. 55 ug Protein, wurde
dann in einem 10% SDS-Gel aufgetrennt und die Fluoreszenz detektiert (525/20 nm Exzitation und
606/36 nm Emission, Abbildung 34 A).
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Abbildung 33 Schematischer Ablauf der Kopplung der DM-Oxa-Diazirins an Proteine mit nachfolgender Fluoreszenzmarkierung.
Ausgangspunkt flir diesen Versuch ist das von Nina Vierengel synthetisierte DM-Oxa-Diazirin-Azid (A). Dieses wurde zunachst mit
Lysat aus BEAS-2B-Zellen inkubiert (B). Zu einem Teil der Proben wurde zuséatzlich freies DM-Oxa hinzugeflgt, um durch die
kompetitive Wirkung eine Verdrdngung des Zielproteins vom DM-Oxa-Diazirin-Azid zu erreichen (C). Durch UVA-Licht in einem
Wellenlangenbereich um ~ 360 nm wurde das Diazirin aktiviert und konnte kovalent an nahegelegene Proteine binden (D). Das
gebundene Protein sollte im Falle der erfolgreichen Interaktion das Zielprotein sein, wobei dieses durch Verdrangung weniger oft
gebunden werden sollte (E). Nach der Kopplung erfolgte die Markierung der gebundenen Proteine an die fluoreszierende Sonde (AF647-
Alkin) durch Click Chemie (F&G). Nach Fallung der Proteine wurden diese durch SDS-PAGE aufgetrennt und die Fluoreszenz detektiert.
Das Zielprotein sollte in der Probe mit freiem Oxa in geringerem Mafle Fluoreszenz-markiert sein als in der Probe ohne freies DM-Oxa.
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Durch Detektion der Fluoreszenz konnten Banden identifiziert werden, die ohne Zugabe von freiem
DM-Oxa deutlich starker fluoreszieren. Dies konnte in mehreren Folgeexperimenten verifiziert
werden. Zur Uberprufung der Gesamtproteinmenge wurde das Gel auRerdem mit kolloidalem
Coomassie angefarbt (Abbildung 34 B). So konnte gezeigt werden, dass keine Unterschiede in der
geladenen Proteinmenge bestehen. Bereiche, in denen Fluoreszenzunterschiede festgestellt wurden,

wurden ausgeschnitten und die enthaltenen Proteine massenspektrometrisch analysiert.
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Abbildung 34 Fluoreszenz-Aufnahme (A) und kolloidale Coomassie Farbung (B) der DM-Oxa-Diazirin-Protein Komplexe nach
Auftrennung der Proben in einem 10% SDS-Gel. BEAS-2B-Zellen wurden zunéchst fur 24 h mit 5 ng/ml TGF-B1 induziert, und in TBS
durch Ultraschall lysiert. 110 ug des Proteins wurde dann mit 1,2 uM DM-Oxa-Diazirin versetzt. Zu einer Probe wurde zusatzlich ein
20-facher Uberschuss an freiem DM-Oxa zugegeben, um eine Verdrangung des DM-Oxa-Diazirins zu erreichen. Nach 30-miniitiger
Inkubation bei 37 °C wurde die Kopplung von DM-Oxa-Diazirin und potenziellen Zielproteinen mittels des photoaktivierbaren Linkers
durch Bestrahlung mit Licht der Wellenl&dnge 360 nm erreicht. Nach Markierung der DM-Oxa-Diazirin-Protein Komplexe mit Alexa Fluor
647 Uber eine Kupfer-katalysierte Click-Reaktion, wurden die Proteine geféllt und ca. 55 ug Protein mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
(Marker: PageRuler Plus, Prestained, Thermo Fisher Scientific, rot markierte Fragmente werden in Fluoreszenzaufnahme nicht
detektiert). Auffallig ist dabei ein Signal auf einer Hohe von ca. 100 kDa, welches in Zellextrakt beobachtet werden konnte, welches mit
DM-Oxa-Diazirin behandelt wurde und verschwindet, wenn zusatzlich DM-Oxa dazugegeben wurde.

Da in diesem Ansatz keine Anreicherung durchgefiihrt, sondern das gesamte losliche Proteom der
BEAS-2B-Zellen mittels SDS-PAGE aufgetragen wurden, erforderte die bioinformatische Analyse
dieses Versuchs eine andere Herangehensweise als zuvor. Dies ist auch notig, weil kein Unterschied
in der Proteinmenge in der Verdrangung zu erwarten ist: Es ist anzunehmen, dass durch Zugabe von
freiem DM-Oxa lediglich eine geringe Anderung der Markierung, nicht jedoch eine Anderung der

Proteinmenge stattgefunden hat. Die Laufhohe der markierten Proteine sollte ebenfalls nicht oder nur

59



Ergebnisse

geringfugig verandert sein, da die angehangten funktionalen Gruppen zusammen mit DM-Oxa die
Masse um nur ca. 1 kDa erhoht. Diese Veranderung ist durch SDS-PAGE und Ausschneiden der
Banden nicht zuverlassig aufzuldsen. Aul3erdem ist zu beachten, dass gering abundante Proteine im
Massenspektrometer womoglich von hochabundanten Proteinen Uberlagert und somit nicht
identifiziert werden konnten.

Um die markierten Proteine dennoch indirekt identifizieren zu kdnnen, wurde zunachst mit Hilfe der
Software CFM-ID (Wang et al. 2021; Allen et al. 2014) eine in silico Fragmentierung des konjugierten
DM-Oxa-Diazirin-AF647 durchgefihrt. Es wurde dann im gesamten MS-Lauf nach Massen gesucht,
die den Fragmenten entsprechen (Abbildung 35). Danach wurden Peptide gesucht, die in einem
Zeitfenster von 3 s mit den Fragmenten im MS? identifiziert wurden. Dieser Ansatz beruht auf der
Annahme, dass durch die kovalente Bindung des DM-Oxa-Diazirin-AF647 Komplexes an das Protein,
dieser vom markierten Peptid erst bei Fragmentierung abgeldst wird. Daher sollten DM-Oxa-PAL-
AF647-Fragmente und das verbundene Peptid zur gleichen Zeit identifiziert werden.
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Abbildung 35 Identifikation von DM-Oxa-Diazirin-AF647 Fragmentmassen. Das DM-Oxa-Diazirin-AF647 Konstrukt wurde in silico
fragmentiert (A) und die so erhaltenen Fragmentmassen in den gemessenen MS? Daten gesucht (B). Eine besonders hohe
Fragmentintensitat konnte bei einer Retentionszeit von 57 min festgestellt werden. Zu dieser Zeit konnte ein HSPI0A Peptid identifiziert
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werden. Auch bei einer Retentionszeit von 33,5 min konnte HSP90A identifiziert werden. Um bertcksichtigt zu werden mussten Peptide
in einem Zeitfenster von 3 s mit den Fragmenten co-eluieren.

Uber die beschriebene Vorgehensweise konnte ein Peptid identifiziert werden, welches
hochabundant zusammen mit den in silico berechneten Fragmentmassen eluiert wurde. Bei dem
zugehorigen Protein handelt es sich um HSP90A. Die verschiedenen Isoformen dieses Proteins
zeigen eine Masse von ungefahr 90 kDa und kdnnten daher der in der SDS-PAGE beobachteten
Bande entsprechen. Neben der induzierbaren Form von HSP90 HSP90A (HSP90AAL), gibt es eine
konstitutive Form dieses Proteins, HSP90B (HSP90AB1), mit sehr hoher Homologie (Hoter et al.
2018). Beide Isoformen liegen in der Zelle als Dimer vor. Aufgrund der hohen Ahnlichkeit wird haufig
nicht zwischen diesen beiden Formen unterschieden. Es gibt weitere Isoformen von HSP90
beispielsweise im ER und in den Mitochondrien. HSP90A ist ein Chaperon, welches weitreichende
Funktionen in der Zelle hat. Es interagiert mit zahlreichen anderen Proteinen, darunter weitere
Chaperone (Woodford et al. 2017). HSP90A ist auRerdem direkt oder indirekt an der Regulation von
Proteinen beteiligt, die eine essenzielle Rolle in inflammatorischen und EMT-Signalwegen spielen,
wie beispielsweise STAT3, JAK2, AKT, Raf-1 und NF-kB (Shang et al. 2014; Sevin et al. 2015). So
ist HSP90 in die Transkriptionsregulation einer Vielzahl an Genen involviert (Khurana and
Bhattacharyya 2015). Durch diese Eigenschaften ist HSP90 ein bekanntes therapeutisches
Zielprotein beispielsweise in der Krebsforschung (Miyata et al. 2013; Birbo et al. 2021; Holzbeierlein
et al. 2010).

61



Ergebnisse

4.3.3.9.  Pulldown an Alkinbeads (iber DM-Oxa-Diazirin-Azid
Nachdem die Funktionalitdt des DM-Oxa-Diazirin-PAL nachgewiesen werden konnte, sollte nun eine

Aufreinigung aller markierten Proteine durch Alkin-funktionalisiertes S&ulenmaterial erfolgen

(Abbildung 36).
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Abbildung 36 Schematischer Ablauf des Pulldowns an Alkin Dde Agarose mit DM-Oxa-Diazirin-Azid. Ausgangspunkt fir diesen Versuch
ist das von Nina Vierengel synthetisierte DM-Oxa-Diazirin-Azid (A). Dieses wurde zunachst mit Lysat aus BEAS-2B-Zellen inkubiert (B).
Zu einem Teil der Proben wurde zusatzlich freies DM-Oxa hinzugefiigt, um durch die kompetitive Wirkung eine Verdrangung des
Zielproteins vom DM-Oxa-Diazirin-Azid zu erreichen (C). Durch UVA-Licht in einem Wellenlangenbereich um ~ 360 nm wurde das
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Diazirin aktiviert und konnte kovalent an nahegelegene Proteine binden (D). Das gebundene Protein sollte im Falle der erfolgreichen
Interaktion das Zielprotein sein, wobei dieses durch Verdrangung weniger oft gebunden werden sollte (E). Nach der Kopplung erfolgt
der Pulldown an Dde-Alkin Agarose unter denaturierenden Bedingungen durch Click-Chemie (F&G). Nach mehreren Waschschritten
kann der Komplex aus Zielprotein und DM-Oxa-Diazirin durch Spaltung an der Dde Schnittstelle mit Hydrazin eluiert werden (H&I). Um
unspezifisch bindende Protein zu identifizieren, wurde der Versuch identisch durchgefihrt, allerdings ohne die Zugabe des DM-Oxa-
Diazirin-Azids. Die angereicherten Proteine kénnen dann massenspektrometrisch analysiert werden.

Dazu wurde der Versuch wie zuvor mittels fluoreszierender Sonde durchgefihrt, allerdings wurden
hier 2 mg Proteinextrakt eingesetzt und alle weiteren Komponenten dementsprechend skaliert.

In einem Vortest konnte beobachtet werden, dass die Kopplung an Alkin-funktionalisierte Agarose
nur unter denaturierenden Bedingungen funktioniert. Dazu wurde der Versuch in kleinerem Maf3stab
durchgefuhrt und zu einem Teil der Proben nach Aktivierung des Diazirins 6 M Urea hinzugefugt. Fur
Proben mit Urea konnten in der SDS-PAGE Banden beobachtet werden, fir Proben ohne Urea waren
keine Banden sichtbar. Fir den hier gezeigten Versuch wurde daher die Zugabe von Urea
tbernommen.

Die Kopplung erfolgte durch Kupfer-katalysierte Click-Chemie an Alkin-funktionalisierte Agarose.
Diese enthielt zusatzlich eine Dde-Schnittstelle, sodass die gebundenen Proteine durch Zugabe von
Hydrazin abgeldst werden konnten. Nach Entfernung aller ungebundenen Proteine und Elution der
potenziellen Zielproteine wurden diese durch TCA-Zugabe geféllt und in ein SDS-Gel einlaufen
gelassen. So konnte eine in-Gel Aufbereitung fir die nachfolgende massenspektrometrische Analyse
durchgefuhrt werden. Die weitere Analyse der Daten erfolgte durch eine Signifikanzanalyse basierend
auf zweiseitigen Welch-Tests, wobei potenzielle Zielproteine wie zuvor durch den Vergleich von
Proben ohne und mit hohem Uberschuss an freiem DM-Oxa identifiziert wurden. Nach Korrektur der
p-Werte auf multiples Testen, wurde das Signifikanzniveau auf eine FDR von 0,05 festgelegt. Zehn
Proteine, die durch DM-Oxa Zugabe signifikant verdrangt wurden, konnten so identifiziert werden
(Abbildung 37).
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Abbildung 37 Proteine die durch Verdrangung signifikant weniger quantifiziert wurden. Zellen wurden in Minimalmedium inkubiert, wie
zuvor mit 5 ng/mL TGF-B1 induziert und lysiert. Das Lysat wurde zunachst bei 37 °C mit DM-Oxa-Diazirin inkubiert, um die Bindung
von Zielproteinen zu ermaglichen. Ein Pulldown wurde mittels Click-Chemie an Dde-Alkin funktionalisiertem Saulenmaterial
durchgeflihrt. Alle eluierten Proteine wurden dann massenspektrometrisch identifiziert und quantifiziert. Um Proteine zu finden, die
spezifisch gebunden sind, wurde zusatzlich eine Verdrangung mit der gleichen Menge an nichtkonjugiertem DM-Oxa durchgefiihrt.
Multiple Welch-Tests (alpha-level = 0,05), mit anschliefender Korrektur der multiplen Tests, zeigen an, ob Proteine durch die
Verdrangung signifikant weniger an DM-Oxa-Diazirin gebunden waren. Peptide, die nicht eindeutig einem Protein zugeordnet werden
konnen (nicht-proteotypische Peptide) fiihren zu mehrdeutigen Proteingruppen. Dargestellt sind die loge(x+1)-transformierten,
normalisierten Intensitaten ohne und mit Verdrangung durch freies DM-Oxa.

Eine tabellarische Auffiihrung aller signifikant reduzierten und damit spezifisch gebundenen Proteine
kann in Tabelle 6 eingesehen werden. Aufféllig ist dabei, dass auch in diesem Ansatz HSP90 Proteine
gefunden wurden, darunter auch HSP90A. Dies deckt sich mit den Ergebnissen des Vorversuchs, in

dem Peptide des Proteins mit Fragmenten des verwendeten DM-Oxa-PAL co-eluierten.
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Tabelle 6 Signifikant veranderte Proteine nach Induktion mit TGF-B1 und Pulldown von DM-Oxa-Diazirin gekoppelten Proteinen an Dde
Alkin Saulenmaterial. Zellen wurden in Minimalmedium inkubiert, wie zuvor mit 5 ng/mL TGF-B1 induziert und lysiert. Das Lysat wurde
zunachst bei 37 °C mit DM-Oxa-Diazirin inkubiert, um die Bindung von Zielproteinen zu erméglichen. Ein Pulldown wurde mittels Click-
Chemie an Dde-Alkin funktionalisiertem S&ulenmaterial durchgefiihrt. Alle eluierten Proteine wurden dann massenspektrometrisch
identifiziert und quantifiziert. Um Proteine zu finden, die spezifisch gebunden sind, wurde zusatzlich eine Verdrangung mit der gleichen
Menge an nichtkonjugiertem DM-Oxa durchgefiihrt. Eine t-Test basierte Signifikanzanalyse zeigte an, ob Proteine durch die
Verdrangung signifikant weniger an DM-Oxa-Diazirin gebunden waren. Aukerdem wurde die Funktion der jeweiligen Proteine nach der
Ontologie des Gene Ontology Projects aufgefiihrt (The Gene Ontology resource: enriching a GOId mine 2021).

UniProt
ID

Funktion (Gene Ontology)

Gen Name

Masse
[kDa]

P15924

cell adhesive protein binding involved in bundle of His cell-Purkinje myocyte
communication; protein kinase C binding; RNA binding; scaffold protein
binding; structural constituent of cytoskeleton; structural molecule activity

DSP

331,77

Q01469

fatty acid binding; identical protein binding; lipid binding; long-chain fatty acid
transporter activity; retinoic acid binding

FABPS

15,16

P08238

ATP binding; ATP hydrolysis activity; ATP-dependent protein binding;
cadherin binding; CTP binding; dATP binding; disordered domain specific
binding; DNA polymerase binding; double-stranded RNA binding; GTP
binding; heat shock protein binding; histone deacetylase binding; histone
methyltransferase binding; identical protein binding; kinase binding; MHC
class Il protein complex binding; nitric-oxide synthase regulator activity;
peptide binding; protein dimerization activity; protein folding chaperone;
protein homodimerization activity; protein kinase binding; protein kinase
regulator activity; RNA binding; sulfonylurea receptor binding; tau protein
binding; TPR domain binding; transmembrane transporter binding; ubiquitin
protein ligase binding; unfolded protein binding; UTP binding

HSP90AB1

83,26

P14625

ATP binding; ATP hydrolysis activity; calcium ion binding; low-density
lipoprotein particle receptor binding; protein phosphatase binding; RNA
binding; unfolded protein binding

HSP90B1

92,47

Q58FF3

ATP binding; ATP hydrolysis activity; protein kinase binding; unfolded protein
binding

HSP90B2P

45,86

P80188

enterobactin binding; identical protein binding; iron ion binding; small
molecule binding

LCN2

22,59

P0O7900

ATP binding; ATP hydrolysis activity; CTP binding; dATP binding; disordered
domain specific binding; DNA polymerase binding; GTP binding; GTPase
binding; histone deacetylase binding; identical protein binding; MHC class Il
protein complex binding; mRNA binding; nitric-oxide synthase regulator
activity; protein folding chaperone; protein homodimerization activity; protein
phosphatase binding; protein tyrosine kinase binding; Rho GDP-dissociation
inhibitor binding; RNA binding; scaffold protein binding; sulfonylurea receptor
binding; tau protein binding; TPR domain binding; transmembrane
transporter binding; ubiquitin protein ligase binding; unfolded protein binding;
UTP binding

HSP90AAl

84,66

Q7LBC6

chromatin DNA binding; histone H3-di/monomethyl-lysine-9 demethylase
activity; histone H3-methyl-lysine-9 demethylase activity; metal ion binding;
transcription coregulator activity

KDMS3B,
(C50rf7)

191,58

Q99943

1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase activity

AGPAT1

31,717

P68104

calmodulin binding; GTP binding; GTPase activity; kinase binding; protein
kinase binding; RNA binding; translation elongation factor activity; tRNA
binding

EEF1Al

50,14

Q5VTEO

GTP binding; GTPase activity; translation elongation factor activity

EEF1A1P5

50,19

Insgesamt konnten elf Proteine identifiziert werden, die durch die Verdrangung signifikant weniger

gebunden waren. Um die Reproduzierbarkeit unter den Replikaten zu kontrollieren und damit eine
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Aussage Uber die Qualitat des Experiments zu tatigen, wurden erneut die Korrelationskoeffizienten
nach Pearson berechnet (Abbildung 38). Es zeigt sich, dass die Replikate in diesem Versuch mittlere
Korrelationskoeffizienten aufweisen, was auf eine ausreichende Reproduzierbarkeit hinweist.

18
16
14
12

10

log+1 Intensitat (Replikat B)

0 5 10 15 20
log+1 Intesitat (ReplikatA)

= Replikat 1 vs Replikat 2
A Replikat 1 vs Replikat 3
Replikat 2 vs Replikat 3

Abbildung 38 Korrelation der drei gemessenen Replikate. Proteinintensitaten wurden loge(x+1)-transformiert und je zwei Replikate
gegeneinander aufgetragen. Um die Korrelation der Intensitaten zwischen Replikaten zu ermitteln, wurde der Korrelationskoeffizient
nach Pearson bestimmt, wobei ein Wert von 1 eine perfekte Korrelation und ein Wert von 0 eine fehlende Korrelation beschreibt. Eine
hohe Reproduzierbarkeit flihrt zu geringen Abstanden zur Winkelhalbierenden. Alle drei Replikate wurden jeweils paarweise miteinander
verglichen. Die so berechneten Korrelationskoeffizienten sind: Replikat 1 zu Replikat 2 = 0,82, Replikat 1 zu Replikat 3 = 0,81, Replikat
2 zu Replikat 3 = 0,81
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4.4, Einfluss von DM-Oxa auf mRNA

Zur besseren Vergleichbarkeit und um Verwechslungen auszuschlieBen werden fir alle Elemente die Namen des

zugehdorigen Gens angegeben.

Eine wichtige Information, um die Wirkung einer Substanz auf zellularer Ebene zu erfassen und damit
den genauen Wirkort eingrenzen zu konnen ist die Auswirkung der Substanz auf das Transkriptom.
Dabei bietet die Hochdurchsatz-RNA-Sequenzierung Vorteile wie beispielsweise eine hohe
Auflosung, hohe Sensitivitat und einfache Anwendbarkeit (Yang et al. 2020). Uber diese Methode
konnen differenziell exprimierte Gene (DEG) und davon ausgehend auch Transkriptionsfaktoren
identifiziert werden, die nach Behandlung der Zellen mit DM-Oxa spezifisch beeinflusst werden.
Zusatzlich sollte dieser Ansatz Erkenntnisse dartber liefern, ob die in den Proteom-basierten Assays
gefundenen Proteine tatsachlich als Kandidaten verifiziert werden kdnnen. In diesem Fall sollte die
Expression der von den Kandidaten downstream kontrollierten Gene beeinflusst werden.

Der Versuch wurde sowohl fur die normale Bronchialepithelzelle BEAS-2B als auch fir die
Krebszelllinie HepG2 durchgefiihrt. Letztere wurde genutzt, da diese Zelllinie in der Vergangenheit
haufig verwendet wurde, um Oxa und Oxa-Derivate zu charakterisieren (z.B. Richter et al. 2015;
Tauber et al. 2015). BEAS-2B-Zellen wurden in den vorhergehenden Versuch zur biologischen
Aktivitat erfolgreich eingesetzt. Der Vergleich der Ergebnisse beider Zelllinien am Ende soll
sicherstellen, dass die beobachteten Effekte nicht exklusiv fur eine Zellart sind. Zudem konnten
unterschiedliche Wirkung auf Krebs- und normale Zellen Hinweise auf mdgliche
Anwendungsmaoglichkeiten bei Tumorerkrankungen liefern.

Fir den Versuch wurden zunéachst BEAS-2B und HepG2-Zellen ausgesat. Bei ca. 70 % Konfluenz
wurde das zur Aussaat verwendete Vollmedium durch Minimalmedium ersetzt und die Zellen fir
weitere 16 h inkubiert. Es erfolgte dann zunachst eine einstiindige Vorinkubation mit 1 uM DM-Oxa,
dann die Applikation der Induktoren (vgl. Abbildung 39). Mit dem Ziel Signalwege, die durch DM-Oxa
beeinflusst werden, moglichst sicher zu identifizieren, wurden drei Induktoren gewéhlt, die keine
erwartbare Uberlappung zeigen. Neben den Unterschieden in der Wirkung auf die verschiedenen
Zelllinine kdnnen so auch Unterschiedene von stimulierten zu unstimulierten Zellen identifiziert
werden. Insgesamt ergaben sich durch die vier unterschiedlichen Bedingungen in jeweils zwei
Zelllinien acht mogliche Vergleiche zwischen unbehandelten und DM-Oxa behandelten Zellen. Nach
funfstiindiger Inkubation mit DM-Oxa wurde das Medium entfernt und die Zellen mit eiskaltem PBS
gewaschen. Nach mechanischer Ablosung der Zellen in PBS und Pelletieren (1000 x g, 10 min, 4 °C),
wurde die RNA wie zuvor beschrieben isoliert (vgl. 3.15.1). Um sicherzustellen, dass die so erhaltene
RNA eine zur Sequenzierung geeignete Qualitat aufweist, wurde der RQN-Wert bestimmt. Dieser
Wert gibt an, ob RNA degradiert oder intakt vorliegt. Eine RQN von 10 reprasentiert vollstandig intakte

RNA, eine RQN von 1 impliziert vollstandig abgebaute RNA. Zur Sequenzierung wurde durch den
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ausgewahlten Dienstleister (Genewiz Germany) RNA mit einer RQN von mindestens 6,0 angefordert.
Die Analyse mittels Fragment-Analyzer (Qsep 1, Nippon Genetics) zeigte, dass alle Proben RQN
Werte Uber 8,0 aufwiesen und somit fur die Sequenzierung geeignet sind. Die Sequenzierung erfolgte
mit Illlumina NovaSeq, einer Leselange von je zweimal 150 bp und insgesamt 10 Millionen
Lesepaaren.

unbehandelt

+ 1 yM DM-Oxa

Abbildung 39 Konditionen flir die mMRNA-Sequenzierung. Der Versuch wurde sowohl fir BEAS-2B als auch HepG2 durchgefiihrt. Zellen
wurden zunachst mit DM-Oxa vorinkubiert und anschliefend mit verschiedenen Stimuli induziert. Uninduzierte Zellen und Zellen ohne
DM-Oxa Behandlung dienten als Kontrolle. Der gesamte Versuch wurde in Duplikaten durchgefiihrt.
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4.4.1. Vorbereitung und Qualitat der Daten
Die initiale Verarbeitung der Daten erfolgte Uber Galaxy EU (Afgan et al. 2018). Als Referenz wurde
das humane Genom GRCh38.p13 und die zugehdrige Annotation ,gencode.v41.basic.annotation®
Uber Gencode bezogen (Harrow et al. 2012). Die verwendeten Algorithmen und Verarbeitungsschritte
sind in Abbildung 40 dargestellit.

Rohdaten
(FASTQ)

Qualitatskontrolle
(FastQC)

Trimmen
(Trimmomatic )
Qualitatskontrolle
(FastQC)
Mappen *
(Bowtie2)

Annotation und Count**
(htseq-count)

[ Count Tabellen ]

Normalisierung
(DESeq)

PCA/ .
Netzwerk / Sf:]':lt'zghe
Analyse y

Abbildung 40 Initiale Verarbeitung der Sequenzierungsdaten. Die Rohdaten wurden auf den Galaxy Europe Server geladen und wie
gezeigt bearbeitet. Die so erstellten Count Tabellen wurden zur weiteren Datenanalyse verwendet. Die statistische Analyse der Daten
erfolgte (ber das BioJupies Notebook (Torre et al. 2018). Die Isolation der differenziell exprimierten Gene erfolgte dort mittels limma-
voom. Zur weiteren Analyse der Daten iber Hauptkomponenten- (PCA) und Korrelationsnetzwerkanalysen wurde (iber DEseq2 eine
median-of-ratios Normalisierung der Count-Tabellen durchgefiihrt. * = an dieser Stelle wurde das Referenzgenom GRCh38.p13
verwendet. ** = an dieser Stelle wurde die Gencode Annotation fiir Homo sapiens, Version 41, verwendet. (Bolger et al. 2014; Love et
al. 2014; Langmead and Salzberg 2012; Anders et al. 2015; Ritchie et al. 2015; Andrews et al. 2010)

Die Hauptkomponentenanalyse (PCA) aller gemessenen Proben fir die beiden verwendeten
Zelllinien zeigt eine hohe Korrelation der Replikate (Abbildung 41). Besonders hervor stechen die mit
einem Mix aus IFN-y, TNF-a und IL-13 behandelten Zellen. AuBerdem clustern erwartungsgeman
jeweils die unbehandelten und mit DM-Oxa behandelten Proben. Insgesamt zeigt die PCA keine
drastischen Abweichungen der Replikate voneinander und bestétigt daher ein erwartbares Verhalten

der einzelnen Proben.
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Abbildung 41 Hauptkomponentenanalyse aller gemessener Proben fir HepG2 (A) und BEAS-2B (B). Die PCA erfolgte mittels
Singulérwertzerlegung (SVD). Die Genexpressions-Matrix wurde vorher zentriert, sodass alle Intensitaten eines Transkripts einen
Mittelwert von 0 und eine Standardabweichung von 1 haben. Dargestellt sind fiir beide Zelllinien die uninduzierten (neg) sowie die mit
TGF-B1 (TGF-B), IL-4 (IL-4) oder mit einem Gemisch aus IFN-y, TNF-a und IL-1B (Mix) induzierten Proben jeweils unbehandelt und
nach Applikation von 1 uM DM-Oxa (+0O). PC1 und PC2 beschreiben die Hauptkomponenten durch die prozentual die hochste Varianz
erklart wird.

Die verwendeten Zellen wurden durch verschiedene Zytokine bzw. ein Gemisch aus Zytokinen
behandelt. Daher wurde im nachsten Schritt Uberprift, ob durch die drei unterschiedlichen
Induktionen eine Verdnderung im Expressionslevel ausgewahlter, relevanter Gene festgestellt

werden kann. Eine erfolgreiche Induktion der Zellen durch die unterschiedlichen Zytokine ist
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essenziell und ermdglicht in nachfolgenden Schritten die differenzierte Betrachtung der einzelnen
Behandlungen.
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Abbildung 42 Uberpriifung der Induktion. Relative Anderung in der Expression ausgewahiter Gene nach Behandlung mit TGF-B1 (A),
IL-4 (B) oder einem Gemisch aus IFN-y, TNF-a und IL-1B (C) in HepG2-Zellen im Vergleich zu unbehandelten HepG2-Zellen. Sternchen
implizieren die FDR mit *<0,05, **<0,01, ***<0,001. Die ausgewahlten Gene werden nachweislich durch die jeweiligen Induktoren
beeinflusst (Watanabe et al. 2010; Levy and Hill 2005; Moustakas and Heldin 2012; Samarakoon et al. 2009; Han et al. 2015; Hebenstreit
et al. 2005; Zhang et al. 2008; Raad et al. 2013; van den Bossche et al. 2012; Canfield et al. 2005; Pawliczak et al. 2005; Kamohara et
al. 2007; Burke et al. 2014; Xu et al. 2020).

Eine Uberpriifung der Induktion anhand der Expression ausgewahlter relevanter Gene wurde sowohl
fur die Sequenzierungsdaten aus HepG2 (Abbildung 42) als auch aus BEAS-2B (Abbildung 43)
durchgefuhrt. Fur beide Zelllinien konnte so eine deutliche Induktion nachgewiesen werden. Die
starkste Veranderung in der Induktion relevanter Gene wurde fir beide Zelllinien nach Behandlung
mit einem Gemisch aus IFN-y, TNF-a und IL-1B beobachtet, was mit den Ergebnissen der PCA
ubereinstimmt. Die geringste Anderung konnte nach Applikation des Zytokins IL-4 festgestellt werden.
Da die Induktion fur alle drei Behandlungen hochsignifikant ist, wird mit allen Datenséatzen
weitergearbeitet.
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Abbildung 43 Uberpriifung der Induktion. Relative Anderung in der Expression ausgewahlter Gene nach Behandlung mit TGF-B1 (A),
IL-4 (B) oder einem Gemisch aus IFN-y, TNF-a und IL-1B (C) in BEAS-2B-Zellen im Vergleich zu unbehandelten BEAS-2B-Zellen.
Sternchen implizieren die FDR mit *<0,05, **<0,01, ***<0,001. Die ausgewahlten Gene werden nachweislich durch die jeweiligen
Induktoren beeinflusst (Watanabe et al. 2010; Levy and Hill 2005; Nakao et al. 2002; Moustakas and Heldin 2012; Cho et al. 2007;
Hebenstreit et al. 2005; Zhang et al. 2008; Hebenstreit et al. 2006; Seneviratne et al. 2007; Hoshino et al. 2004; Pawliczak et al. 2005;
Kamohara et al. 2007; Lo et al. 2014; Maeda et al. 2015; Xu et al. 2020).
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4.4.2. Identifikation differenziell exprimierter Gene (DEG)

Nachdem eine erfolgreiche Induktion durch die applizierten Zytokine festgestellt werden konnte,
wurden als néachstes innerhalb der jeweiligen Induktionen bzw. der nicht induzierten Proben
paarweise Vergleiche durchgefihrt, um DEG zu identifizieren. Dazu wurden die Zellen, die mit DM-
Oxa behandelt wurden mit denen, die nicht behandelt wurden, Uber das Online-Tool BioJupies unter
Standardparametern verglichen (Torre et al. 2018). So konnten DEG gefunden werden, die nur durch
Applikation von DM-Oxa beeinflusst wurden.

Insgesamt konnten zwischen ~14.500 und ~17.000 Transkripte gemessen und fir die Analyse
verwendet werden. Durch DM-Oxa-Behandlung signifikant hochreguliert wurde je nach Stimulus die

Expression von bis zu 2.780 Genen, runterreguliert bis zu 1.798 Gene (Abbildung 44).
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Abbildung 44 Anzahl detektierter und signifikant veranderter Transkriptmengen nach Behandlung mit DM-Oxa fiir HepG2 (A) und
BEAS-2B (B). Dargestellt ist die Anzahl der in den Counttabellen vorliegenden Gene die zur Erstellung der Volcano-Plots verwendet
wurden. Signifikant sind dabei alle Gene mit FDR <0,05. Mix = Induziert mit IFN-y, TNF-a und IL-16.

Zur Visualisierung der DEG wurde die relative Anderung gegen die Signifikanz aufgetragen. So
konnen besonders stark regulierte Gene schnell identifizieren werden. Die relative Anderung wird log:
transformiert dargestellt. Dadurch entspricht ein x-Achsenabschnitt von 1 einer Verdopplung, bzw.
einer Halbierung der Transkriptmenge. Die Falscherkennungsrate wird -log:o transformiert dargestellt.
Damit entspricht ein Wert von tiber 1,3 einer signifikanten Anderung mit einem Signifikanzlevel von
0,05. Dies wurde zunachst fir die aus HepG2 erhobenen Daten durchgefiihrt (Abbildung 45). Auffallig
ist dabei, dass trotz unterschiedlicher Induktionsstimuli die DEG eine hohe Schnittmenge aufweisen.
So ist beispielsweise induktionsunabhangig die Expression von CYP1A1 durch DM-Oxa Behandlung
stark reduziert, die von HSPAG stark erhoht.
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Abbildung 45 Differenziell exprimierte Gene in HepG2 nach Behandlung mit DM-Oxa. Der Logarithmus zur Basis 2 der relativen
Anderung (log2FC) zwischen den betrachteten Konditionen wurde gegen den jeweiligen negativen dekadischen Logarithmus der FDR
(-log10FDR) aufgetragen. mRNA aus uninduzierten (A), TGF-31 induzierten (B), IL-4 induzierten (C) und mit einem Gemisch aus IFN-
Y, TNF-a und IL-1f induzierten (D) HepG2-Zellen. Signifikant veranderte Transkripte sind farbig markiert.

Auch fur die Zelllinie BEAS-2B wurden die DEG wie oben beschrieben dargestellt (Abbildung 46).
Auch hier zeigt sich, dass einige Gene induktionsunabh&ngig eine stark veranderte Expression nach
Behandlung mit DM-Oxa aufweisen (z.B. HSPH1). Zudem wird im Vergleich sichtbar, dass einige der
hochregulierten Gene sowohl in BEAS-2B als auch in HepG2 hervorstechen, dabei handelt es sich
vor allem um Hitzeschockproteine wie beispielsweise HSPAG.
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Abbildung 46 Differenziell exprimierte Gene in BEAS-2B nach Behandlung mit DM-Oxa. Der Logarithmus zur Basis 2 der relativen
Anderung (log2FC) zwischen den betrachteten Konditionen wurde gegen den jeweiligen negativen dekadischen Logarithmus der FDR
(-log1oFDR) aufgetragen. mRNA aus uninduzierten (A), TGF-B1 induzierten (B), IL-4 induzierten (C) und mit einem Gemisch aus IFN-
Y, TNF-a und IL-1p induzierten (D) BEAS-2B-Zellen. Signifikante sind farbig markiert.

Sowohl fiir HepG2 als auch fiir BEAS-2B konnten bereits anhand der Abbildungen Gene identifiziert
werden, deren Expression unabhéngig vom Induktionsstimulus durch die Applikation von DM-Oxa
signifikant hoch- und herunterreguliert wurden. Diese Beobachtung ist in Abbildung 47 verdeutlicht.
Hier wird sichtbar, dass zwischen 11,9 % und 21,5 % der durch DM-Oxa signifikant regulierten Gene,

unabhangig vom Stimulus, fur die jeweiligen Zelllinien Gbereinstimmen.
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Abbildung 47 Schnittmenge der DEG nach DM-Oxa Behandlung. Dargestellt ist die prozentuale Anzahl der signifikant veranderten

mRNA fiir HepG2 (A und B) und BEAS-2B (C und D). Dabei wurde eine erhéhte (A und C) und verringerte (B und D) Expression nach
DM-Oxa Behandlung separat betrachtet.

Dies konnte beispielsweise auf eine Grundinduktion bestimmter Gene hindeuten, die dann durch DM-
Oxa herunterreguliert werden. Es kdnnte aber auch auf eine Runterregulation von Genen hindeuten,
die nicht durch den Stimulus beeinflusst werden und somit auch nicht krankheitsassoziiert sind. Eine
starke Beeinflussung solcher Gene, besonders wenn diese essenziell fiir das Uberleben von Zellen
sind, konnte einer langerfristigen Anwendung im Organismus entgegensprechen. Problematisch
konnte beispielsweise die Beeinflussung von Genen sein, die den Zellzyklus oder Apoptose
regulieren. Daher wurde im nachsten Schritt eine Enrichment-Analyse auf Gene durchgefiihrt, deren
Expression in uninduzierten Zellen durch DM-Oxa signifikant verandert wurde. Dazu wurde die
Ontologie des Gene Ontology Projects verwendet (The Gene Ontology resource: enriching a GOId
mine 2021; Ashburner et al. 2000). Signifikant veranderte Ontologie-Terme weisen auf eine
Uberreprasentation der jeweils enthaltenen Gene hin. Sowohl fiir HepG2 als auch fir BEAS-2B
konnten Prozesse identifiziert werden, die signifikant hoch bzw. runterreguliert sind (Abbildung 48
und Abbildung 49). Fur beide Zelllinien waren besonders Prozesse hochreguliert, die mit der
Proteinfaltung assoziiert sind. Dies folgt der Beobachtung aus Abbildung 45 und Abbildung 46, in
denen einige Chaperone, besonders Hitzeschockproteine, nach Applikation von DM-Oxa auffallig
stark verandert sind. Fir HepG2-Zellen konnte zusétzlich eine signifikant veréanderte Regulation
apoptotischer Prozesse detektiert werden. Es ist allerdings zu beachten, dass eine Veranderung der
mRNA Menge nur bedingt auf eine Anderung der Proteinmenge riickschlieBen lasst (Liu et al. 2016;
Bauernfeind and Babbitt 2017).
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Abbildung 48 Durch DM-Oxa signifikant regulierte zellulare Prozesse in uninduzierten HepG2-Zellen. Durch DM-Oxa Applikation
differenziell exprimierte Gene aus uninduzierten HepG2-Zellen wurden nach der Ontologie des Gene Ontology Projects (Ashburner et
al. 2000) auf biologische Prozesse angereichert. Dargestellt sind signifikant herunter- und hochregulierte Prozesse mit FDR < 0,05. Es
wurden nur Prozesse beriicksichtigt, die mit mindestens zehn Genen signifikant verandert sind.

Fur die Zelllinie BEAS-2B konnte eine signifikante Verringerung von nur zwei Prozessen festgestellt
werden, der inflammatorischen Antwort und der negativen Regulation der ERK1 und ERK2 Kaskade
(Abbildung 49). Wie erwartet zeigte die Analyse einen geringeren Einfluss auf die normale Zelllinie
BEAS-2B als auf die Krebszelllinie HepG2. Allerdings muss bei der Bewertung dieser Daten beachtet
werden, dass es sich um immortalisierte Zellen handelt, eine gewisse Abweichung von normalen

Primarzellen ist demnach zu erwarten.
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Abbildung 49 Durch DM-Oxa signifikant regulierte zellulare Prozesse in uninduzierten BEAS-2B-Zellen. Durch DM-Oxa Applikation
differenziell exprimierte Gene aus uninduzierten BEAS-2B-Zellen wurden nach der Ontologie des Gene Ontology Projects (Ashburner
et al. 2000) auf biologische Prozesse angereichert. Dargestellt sind signifikant herunter und hochregulierte Prozesse mit FDR < 0,05.
Es wurden nur Prozesse bertcksichtigt, die mit mindestens zehn Genen signifikant verandert sind.

Ubereinstimmend fiir beide Zelllinien kann aus Abbildung 48 und Abbildung 49 abgeleitet werden,
dass durch Applikation von DM-Oxa hauptsachlich die Expression von Genen induziert wird, die mit
Proteinfaltung zusammenhangen. Passend dazu befinden sich unter den zehn am starksten
hochregulierten Genen (hdchste fold change, bei FDR <0,05) auch nach Induktion mit TGF-B1, IL-4
bzw. IFN-y, TNF-a und IL-1B viele Chaperone (Abbildung 50 und Abbildung 51). Fir HepG2 sind
unabhangig vom Induktionsstimulus sechs der zehn am starksten hochregulierten Gene Chaperone
(HSPA6, HSPA1B, CRYAB, BAG3, DNAJB1, HSPH1). Auch fiir BEAS-2B sind zwei Chaperone
unabhangig vom Stimulus unter den zehn am starksten hochregulierten Genen zu finden (HSPAG6
und HSPA1B), zwei weitere sind nach Stimulation durch IL-4 in dieser Liste zu finden (HSPB8 und
HSPH1). Die Produkte der genannten Gene gehéren hauptsachlich zu den Hitzeschock-Proteinen
(HSPA6, HSPA1B, HSPH1, HSPB8, CRYAB) oder sind mit diesen assoziiert (BAG3, DNAJB1).
Auffallig ist auch, dass die Ubereinstimmung besonders fiir die am starksten hochregulierten mRNA
gegeben ist. Bei den runterregulierten mRNA unterscheiden sich die am starksten verédnderten
sowohl zwischen den Zelllinien als auch zwischen den verschiedenen Stimuli deutlich.

Unter den am starksten herunterregulierten Expressionen fallt fir HepG2 CYP1A1 auf. Dieses Protein
ist eine Cytochrom P450 Monooxygenase und metabolisiert somit verschiedene Xenobiotika sowie
exogene und endogene Verbindungen (Badal and Delgoda 2014). Die Expression des Proteins wird
durch einen Transkriptionsfaktor bestehend aus dem AHR (aryl hydrocarbon receptor) und ARNT
(aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) kontrolliert. Eine Uberexpression konnte in
verschiedenen Krebsarten wie beispielsweise in bestimmten Brustkrebs- und Leberkrebsarten

festgestellt werden (Go et al. 2015).
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Die Expression von JUNB in TGF-B1 induzierten HepG2 und BEAS-2B wurde durch DM-Oxa
Behandlung stark reduziert. JUNB bildet als Transkriptionsfaktor zusammen mit Proteinen der FOS
Familie den AP-1 Komplex (Verrecchia et al. 2001). Es wird durch TGF-f induziert und eine erhéhte
Expression ist Teil der EMT und Karzinogenese (Gervasi et al. 2012; Sundqvist et al. 2018).
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Abbildung 50 Expression der am starksten durch DM-Oxa regulierten Gene in uninduzierten, induzierten und in zusatzlich mit DM-Oxa
behandelten HepG2. Firr jeden Stimulus, also TGF-31 (A), IL-4 (B) und das Gemisch IFN-y, TNF-a und IL-18 (Mix, C) wurden die zehn
am starksten herunter- (links, blau) und hoch- (rechts, rot) regulierten Gene dargestellt mit FDR>0,05. Es wurden einige nicht codierende
RNA identifiziert, deren Funktion unbekannt ist. An diesen Stellen sind die Gennummern des entsprechenden Gens eingetragen, wie in
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der Ensembl Datenbank hinterlegt (Cunningham et al. 2022). Werte sind angegeben als dekadischer Logarithmus der Counts.
Fehlerbalken implizieren die Standardabweichung.
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Abbildung 51 Expression der am stérksten durch DM-Oxa regulierten Gene in uninduzierten, induzierten und in zusatzlich mit DM-Oxa
behandelten BEAS-2B. FUr jeden Stimulus, also TGF-31 (A), IL-4 (B) und das Gemisch IFN-y, TNF-a und IL-1B (Mix, C) wurden die
zehn am stérksten herunter- (links, blau) und hoch- (rechts, rot) regulierten Gene dargestellt. Es wurden einige nicht codierende RNA
identifiziert, deren Funktion unbekannt ist. An diesen Stellen sind die Gennummern des entsprechenden Gens eingetragen, wie in der
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Ensembl Datenbank hinterlegt (Cunningham et al. 2022). Werte sind angegeben als dekadischer Logarithmus der Counts. Fehlerbalken
implizieren die Standardabweichung.

4.4.3. Angereicherte Signalwege nach DM-Oxa Behandlung
Aus allen nach DM-Oxa Behandlung signifikant veranderten mRNA wurde als nachstes ein Pathway-
Enrichment durchgefuhrt, um signifikant veranderte Signalwege zu identifizieren. Dazu wurde die
KEGG Ontologie fir humane Signalwege verwendet (Kanehisa et al. 2022; Kanehisa and Goto 2000).
Signifikant verandert exprimierte Gene ausgewahlter Signalwege sind in Abbildung 52 und Abbildung
53 dargestellt.

Protein processing in endoplasmic reticulum

Estrogen signaling pathway

MAPK signaling pathway

Antigen processing and presentation

TGF -beta signaling pathway

Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells

TNF signaling pathway

Neuroactive ligand -receptor interaction

Uninduziert TGF-B IL-4 Mix

Abbildung 52 Signifikant veranderte Signalwege nach Applikation von DM-Oxa auf HepG2-Zellen. Dargestellt sind die logarithmierten
Anderungen (log2FC) nach Applikation von 1 uM DM-Oxa und falls zutreffend Induktion mit TGF-B1, IL-4 oder einem Gemisch aus
[FN-y, TNF-a und IL-18 (Mix). Signifikant (FDR<0.05) verénderte Gene sind farbig markiert. Dargestellt sind Signalwege die mindestens
30 Eintrége in der KEGG-Datenbank haben, sofern mindestens funf der assoziierten Gene im Datensatz nach Applikation von DM-Oxa
signifikant verandert sind.
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Abbildung 53 Signifikant veranderte Signalwege nach Applikation von DM-Oxa auf BEAS-2B-Zellen. Dargestellt sind die logarithmierten
Anderungen nach Applikation von 1 uM DM-Oxa und falls zutreffend Induktion mit TGF-B1, IL-4 oder einem Gemisch aus IFN-y, TNF-a
und IL-1B (Mix). Signifikant (FDR<0.05) veranderte Gene sind farbig markiert. Dargestellt sind Signalwege die mindestens 30 Eintrage
in der KEGG-Datenbank haben, sofern mindestens fiinf der assoziierten Gene im Datensatz nach Applikation von DM-Oxa signifikant
verandert sind.

Es wird sichtbar, dass sich die veranderten Signalwege zwischen beiden Zelllinien unterscheiden.
Ubereinstimmend ist fur beide Linien die Anreicherung der Signalwege ,Protein processing in
endoplasmic reticulum®, ,Estrogen signaling pathway“ und ,TNF signaling pathway“ zu erkennen.
Dabei sind fur das Enrichment der ersten zwei genannten besonders hochregulierte Chaperone
verantwortlich wie HSPH1, HSPA4L, HSPAG6, HSP90AA1, HSP90AB1, HSPA1B. Fir das Enrichment

des TNF-Signalwegs verantwortlich sind hingegen Anderungen in der Expression von insgesamt 23
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Genen: EDN1, MMP3, NOD2, CXCL3, CXCL1, IL1B, CX3CL1, BCL3, TRAF1, CCL2, LIF, CSF2,
JUNB, SOCS3, IL6, JUN, VCAM1, MAP2K3, FOS, IL18R1, CXCL2, IRF1, CXCL10.

Besonders bei den hochregulierten Genen kann eine starke Ubereinstimmung zwischen allen vier
betrachteten Stimuli beobachtet werden. Wie bereits mehrfach zuvor aufgefallen ist, sind hierfur
hauptsachlich die genannten Chaperone verantwortlich.

4.4.4. Korrelationsnetzwerk zur ldentifikation relevanter Transkriptionsfaktoren

Im nachsten Schritt wurde in der Visualisierungssoftware Gephi (Bastian et al. 2009) ein
Korrelationsnetzwerk aus allen zuvor identifizierten mRNA erstellt (Abbildung 54). So kdénnen co-
regulierte Gene identifiziert werden, da angenommen wird, dass sich diese Uber alle Konditionen
gleich verhalten. Diese Analyse ermdglicht daher, selektive Effekte, die allein durch DM-Oxa
Behandlung verursacht werden, herauszustellen. Zur Korrelationsanalyse wurden ausschlief3lich
Transkripte verwendet, die in allen Proben gemessen werden konnten. Nach median-of-ratios
Normierung der Count-Daten wurden Duplikate gemittelt (Love et al. 2014). Pro Zelllinie waren somit
acht Intensitaten verfigbar (drei Induktionen, uninduziert, jeweils mit und ohne DM-Oxa-Behandlung).
Transkripte die globale Veranderungen gezeigt haben wurden durch eine ANOVA identifiziert und
weiter berlcksichtigt. Fur jedes Transkript wurden pro Zelllinie z-Scores der Transkriptintensitaten
bestimmt. Dafir wurde fir jedes Transkript der Mittelwert der Intensitdten auf O und deren
Standardabweichung auf 1 gesetzt. AnschlieRend wurden die beiden skalierten Signale in einen
finalen Vektor geschrieben. Aus den 6.139 verbliebenen Transkript-Vektoren konnte so eine
Korrelationsmatrix erstellt werden, die auf paarweisen Pearson-Korrelationskoeffizienten beruht
(Pearson 1895). Fir die Erstellung eines so genannten Gen-Co-Expressions-Netzwerks muss ein
Schwellenwert einer minimalen Korrelation bestimmt werden, damit ein echtes, modulares Netzwerk
gebildet werden kann (Barabasi and Bonabeau 2003). Zwischen Trankskript-Paaren, die eine hdhere
Korrelation bzw. niedrigere Anti-Korrelation aufweisen, wird im Netzwerk eine Kante gezeichnet.
Transkript-Paare, deren Korrelation niedriger ist erhalten keine Verbindung, da deren Ahnlichkeit im
Expressionsprofil zu gering ist. Der Korrelations-Schwellenwert wurde mithilfe der random matrix
theory auf 0,925 festgelegt (Luo et al. 2007; Venn et al. 2022). Die entstandenen Knoten (Transkripte)
und Kanten (Verbindungen durch hohe (Anti-) Korrelation) wurden anschlieRend in die Netzwerk-
Visualisierungssoftware Gephi geladen und ForceAtlas2 als Layoutalgorithmus verwendet (Jacomy
et al. 2014; Bastian et al. 2009).
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Abbildung 54 Korrelationsnetzwerk normierter Transkriptdaten. Die Korrelationen nach Pearson wurde paarweise fiir alle normierten
Transkript-Daten berechnet und das entstandene Netzwerk in Gephi visualisiert (Bastian et al. 2009; Jacomy et al. 2014). Die
Knotengrée wurde aufgrund des Counts aus der STITCH Datenbank bestimmt (STITCH-Count: Anzahl der Verbindungen, die das
Gen als Target haben, berticksichtigt wurde nur Eintrége mit einer Konfidenz > 0,8). Grofle Knoten weisen somit auf bereits bekannte
Targets hin. Durch statistische Tests zwischen Proben ohne und mit DM-Oxa-Behandlung konnten DEG fur jede Zelllinie und Induktion
identifiziert werden. Insgesamt gibt es acht solcher Vergleiche (Zwei Zelllinien und vier Stimulationen). Transkripte, die in mindestens
drei von acht Vergleichen verandert waren, wurden griin (in Oxa Proben runterreguliert), bzw. gelb (in Oxa Proben hochreguliert)
eingeférbt. Einige Bereiche sind zur besseren Visualisierung grofer dargestellt.
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Um zu untersuchen, welche Transkriptionsfaktoren unter den eingeféarbten Knoten tberreprasentiert
sind, wurden Enrichment-Analysen durchgefuhrt. Als Background wurden dazu alle im Netzwerk
vorhandenen Transkripte genutzt. Informationen zu durch Transkriptionsfaktoren regulierten Genen
wurde  die Datenbank  TFLink  verwendet, die  kuratierte Informationen tber
Transkriptionsfaktor-Zielgen Interaktionen enthalt (Liska et al. 2022). Durch diese Vorgehensweise
konnten elf Transkriptionsfaktoren identifiziert werden (Tabelle 7). Drei der Transkriptionsfaktoren
kbnnen dem AP-1 Komplex zugeordnet werden (JUN, JUND, FOS), einem zentralen
Transkriptionsfaktor des TNF-Signalwegs. Zusatzlich fallt auf, dass zwei Proteine des SMAD-
Komplexes (SMAD3 und SMAD4) als méglicherweise beteiligte Transkriptionsfaktoren identifiziert
wurden. Der SMAD-Komplex wird durch Applikation von TGF-$ aktiviert. Die von diesem Komplex
regulierten Gene scheinen durch DM-Oxa gesammelt beeinflusst worden zu sein. Nur zwei der
gefundenen Transkriptionsfaktoren sind auch nach Beriicksichtigung des multiplen Testens
signifikant verandern (FDR<0,05). Diese sind FOXO3 und ETS2.

Tabelle 7 Transkriptionsfaktoren, die durch Analyse co-regulierter DEG identifiziert wurden. Fett markierte sind FDR <0,05

Name p-Wert
ETS2 0.0002
FOXO3 0.0013
SMAD4 0.0038
SMAD3 0.0092
JUND 0.0093
HDAC1 0.0126
FOXO1 0.0152
KLF6 0.0241
TP73 0.0246
FOS 0.0277
JUN 0.0469

Die Aktivierung verschiedener Kinasen, z.B. ERK oder AKT, kann zu einer Aktivierung von FOXO3
fuhren. Es reguliert grundlegende Prozesse wie Apoptose, Autophagie und Seneszenz lber teilweise
noch unbekannte Mechanismen (Brunet et al. 1999; Stefanetti et al. 2018). Eine verringerte Aktivitat
des Transkriptionsfaktors FOXO3 steht in Zusammenhang mit einer erhéhten Proliferationsrate und
Fibrose (Al-Tamari et al. 2018).

FOXO3 reguliert auRerdem die Aktivitéat des ebenfalls zentralen Transkriptionsfaktors MYC: Wird
FOXO3 phosphoryliert, so induziert es die Expression bestimmter Mikro-RNA (miRNA-34a-c), die
wiederum zu einer erhéhten Aktivitat von MYC fuhren (Kress et al. 2011; Kalfert et al. 2020). Bereits
in der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass die Expression von z.B. miRNA-34a durch Oxa
induziert werden kann (Jung 2012). MYC ist an der Regulation von bis zu 15 % aller menschlichen

Gene beteiligt (Dang et al. 2006). Einige davon wurden auch im vorliegenden Expressionsnetzwerk
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signifikant reguliert. Anteilig an der Anzahl der gefundenen mRNA die durch diesen
Transkriptionsfaktor reguliert werden kénnten, wurde die MYC beeinflusste Genexpression nicht als
signifikant verandert identifiziert.

ETS2 ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, der in essenzielle zellulare Prozesse involviert ist. Durch
Regulation der Genexpression beeinflusst ETS2 die Angiogenese, Apoptose sowie
Zelldifferenzierung und -proliferation (Fry and Inoue 2018). Es wurde nachgewiesen, dass ETS2 mit
dem zentralen Transkriptionsfaktor AP-1 interagiert (Basuyaux et al. 1997). Nach TGF-f3 Induktion
konnte gezeigt werden, dass ETS2 die Expression von JUNB induziert und so die EMT fordert (Yao
et al. 2020). Aktiviert wird ETS2, wie auch FOXOS3 durch den MAPK Signalweg Uber ERK (Foulds et
al. 2004).
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4.5, Einfluss von DM-Oxa auf das Proteom

Nach der vorhergehenden Analyse der Auswirkungen von DM-Oxa auf das Transkriptom sollte als
nachstes die Anderung des Proteoms durch DM-Oxa in TGF-B1 induzierten BEAS-2B-Zellen
analysiert werden. Die globale Analyse der Anderungen im Proteom nach Applikation von DM-Oxa
soll Aufschluss Uber mdgliche Zielproteine aber auch den mode-of-action des Molekills geben.
Zudem konnen die Anderungen auf mRNA-Ebene, mit denen auf Proteom-Ebene verglichen werden.
Von einer Korrelation zwischen Transkriptmenge und Proteinmenge kann auf3erdem nicht zwingend
ausgegangen werden (Bauernfeind and Babbitt 2017; Liu et al. 2016).

BEAS-2B-Zellen wurden ausgeséat und bei Erreichen von 70 % Konfluenz das Vollmedium durch
Minimalmedium ersetzt. Nach weiteren 16-20 h wurde das Medium durch Minimalmedium mit 1 pM
DM-Oxa ersetzt. Nach einer Stunde wurden zuséatzlich 5 ng/mL TGF-B1 hinzugefuigt. Als Kontrolle
dienten Zellen ohne DM-Oxa und Stimulation und Zellen die nur mit TGF-B1 behandelt wurden. Um
eine moglichst gute Vergleichbarkeit mit den mRNA-Sequenzierungsdaten zu erreichen, wurden die
Zellen eine Stunde langer mit DM-Oxa inkubiert (hier insgesamt 7 h, vorher insgesamt 6 h). Eine
vergleichende Analyse zu Anderungen im Transkriptom und Proteom in Saugetierzellen nach
Stressinduktion zeigte, dass Anderungen im Proteom etwas spater auftreten als im Transkriptom
(Cheng et al. 2016).

4.5.1. Vorbereitung und Qualitat der Daten

Die Analyse der Rohdaten aus der datenunabhangigen Akquisition erfolgte mithilfe der Software
DIA-NN, die dazu tiefe neuronale Netzwerke nutzt sowie Methoden zur Korrektur von Signalerfassung
und Quantifizierung enthalt (Demichev et al. 2020). Die so erhaltenen Quantifizierungsdaten wurde
Uber eine median-of-ratios Normalisierung angeglichen (Love et al. 2014).

Wie bereits bei der Transkriptomanalyse, wurde auch fur die Proteom-Daten die Reproduzierbarkeit
der Replikate durch eine Hauptkomponentenanalyse gezeigt. Diese zeigt drei abgrenzbare Gruppen,
die aus den vier Replikaten der unbehandelten Zellen, der TGF-B1 behandelten und der zuséatzlich
mit DM-Oxa behandelten Zellen bestehen. Am starksten abgegrenzt finden sich die mit DM-Oxa

behandelten Zellen.
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Abbildung 55 Hauptkomponentenanalyse aller gemessener Proben fir BEAS-2B nach Applikation von DM-Oxa. Die PCA erfolgte mittels
Singularwertzerlegung (SVD). Dargestellt sind die Replikate der uninduzierten, mit TGF-31 induzierten sowie der zusatzlich mit 1 uM
DM-Oxa behandelten Zellen. PC1 und PC2 beschreiben die Hauptkomponenten durch die prozentual die hochste Varianz erklart wird.

Es folgte eine permutationsbasierte Signifikanzanalyse (Tusher et al. 2001). Dabei wurde zunachst
die Anderung zwischen uninduzierten und TGF-B1 induzierten Zellen analysiert. So wurde die
erfolgreiche Induktion mit TGF-B1 uberprift. Dazu wurden nachweislich durch TGF-f hochregulierte
Proteine betrachtet. So konnte eine signifikante Induktion detektiert werden (Abbildung 56).
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Abbildung 56 Uberpriifung der Induktion. Relative Anderung in der Abundanz ausgewahlter Proteine nach Behandlung mit TGF-B1 in
BEAS-2B-Zellen im Vergleich zu unbehandelten BEAS-2B-Zellen. Sternchen implizieren die FDR mit *<0,05, ***<0.001. Die
ausgewahlten Proteine werden nachweislich durch TGF-31 beeinflusst (van de Vis et al. 2021; Yilmaz et al. 2011; D'Souza et al. 2014;
Hsiao et al. 2021; Thapa et al. 2007; Nakerakanti et al. 2011; Massagué and Wotton 2000; Jiang et al. 2020).

Die erfolgreiche Induktion der Zellen ermdglicht die weitere Analyse der Daten und den Vergleich mit
den zuvor erhobenen mRNA-Daten fir TGF-B1 induzierte BEAS-2B-Zellen.

90



Ergebnisse

4.5.2. Identifikation signifikant verdnderter Proteine

Nachdem eine Induktion durch das Zytokin TGF-B1 gezeigt werden konnte, wurde im nachsten Schritt
eine weitere SAM-Analyse zur ldentifikation von signifikant veranderten Proteinen durchgefiihrt. Dazu
wurden induzierte Zellen mit denen verglichen, die zusatzlich mit 1 uM DM-Oxa behandelt wurden
(Abbildung 57). So konnten aus 8830 identifizierten Proteinen 712 signifikant runter- und 577
signifikant hochregulierte Proteine gefunden werden. Am signifikantesten hochreguliert sind die
Proteine HSPA1A;HSPA1B, DNAJB1, BAG3, HSPH1 und CENPF. Wie bereits im vorhergehenden
Experiment stechen auch hier unter den hochregulierten Proteinen einige Chaperone bzw.
Hitzeschockproteine heraus (HSPA1lA;HSPA1B, DNAJB1, HSPH1). Am signifikantesten
runterreguliert sind CDK11B, FASN, JAK1, SEPRINE1 und NR3CL1.
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Abbildung 57 Permutationsbasierte Signifikanzanalyse aller gemessenen Proteine. Verglichen wurden die Intensitat aller identifizierten
Proteine ohne und mit Behandlung durch DM-Oxa in TGF-B1 induzierten BEAS-2B-Zellen. Signifikant hoch- bzw. runterregulierte
Proteine mit <0,05 sind farbig markiert.

Neben den signifikantesten wurde auch die Proteine betrachtet, die die starkste Abundanz-Anderung
nach Applikation von DM-Oxa zeigen (Abbildung 58). Unter den am starksten hochregulierten
Proteinen finden sich auch hier einige Chaperone, wie HSPA1L, HSPA1A;HSPA1B, HSPA6, DNAJB1
und das Co-Chaperon BAG3.
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Abbildung 58 Abundanz der am starksten durch DM-Oxa regulierten Proteine. Flr die zwdlf am starksten runter (blau, links) bzw. hoch
(rot, rechts) regulierten Proteine nach Applikation von 1 uM DM-Oxa ist zusatzlich die Abundanz ohne Induktion sowie nach Applikation
von TGF-31 aufgetragen. Fehlerbalken implizieren die Standardabweichung zwischen den vier Replikaten. Werte sind angegeben als
dekadischer Logarithmus der Abundanz.

4.5.3. Angereicherte Signalwege nach DM-Oxa Behandlung
Von allen signifikant hoch- bzw. runterregulierten Proteinen wurde nachfolgend ein Ontologie-
Enrichment durchgefiihrt. Dazu wurde wie zuvor die KEGG-Ontologie verwendet und nur
physiologische Signalwege berlcksichtigt (Abbildung 59).
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Abbildung 59 Signifikant angereicherte Signalwege nach Applikation von DM-Oxa auf TGF-$1 induzierte BEAS-2B-Zellen. Dargestellt
sind Signalwege nach KEGG-Ontologie, die in Proteom-Daten signifikant angereichert sind. Als Input dienten alle nach Oxa Behandlung
von TGF-f31 induzierten BEAS-2B signifikant regulierten Proteine. Beriicksichtigt wurden nur physiologische Signalwege mit mindestens
30 Eintrdgen und mindestens flinf signifikant veranderten Proteinen.
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Am signifikantesten angereichert zeigt sich hier der MAPK-Signalweg. Fur diesen Signalweg wurden
38 Proteine durch DM-Oxa Behandlung differenziell reguliert. Die regulierten Proteine sind MKNK1,
STK4, JUND, HSPAG6, CRKL, MAPK14, PAK2, HSPA1L, HSPA8, HSPB1, EPHA2, RAF1, PDGFRB,
MAP4K4, MET, EGFR, ERBB2, IGF1R, ARAF, MAP3K6, IKBKB, JUN, TGFBR1, FGFR1, MAP3K4,
MAP2K3, AKT1, MAP4K3, TGFBR2, TAOK1, NF1, TAOK2, MAP3K2, MYD88, MAP3K11, CHUK,

MAP2K1, IRAK1. Neben zahlreichen MAP-Kinasen finden sich auch hier wieder Hitzeschockproteine
wie HSPA6, HSPA1L und HSPAS.
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4.6. Vergleichende Betrachtung von Transkript- und Proteom-Daten
Die zuvor gesammelten Proteom- und mRNA-Daten flr TGF-B1 induzierte BEAS-2B-Zellen nach DM-

Oxa Behandlung werden im folgenden Abschnitt vergleichend analysiert.

Zunachst wurden die signifikant veranderten Gene bzw. Proteine verglichen, da eine signifikante
Regulation auf mRNA-Basis nicht zwingend auch eine signifikante Regulation auf Proteinebene zur
Folge hat. FUr beide Datensatze wurden zuvor die 10-12 am starksten regulierten Gene bzw. Proteine
dargestellt. Teilweise stimmen die am starksten veranderten Proteine mit den am starksten
regulierten mRNA uberein (vgl. Abbildung 58 und Abbildung 51). Die am starksten runterregulierten
Proteine zeigen hingegen keine Ubereinstimmung zu den mRNA-Daten. Betrachtet man allerdings
die Gesamtheit der signifikant hoch- bzw. runterregulierten Gene/Proteine zeigt sich dennoch eine
hohe Ubereinstimmung. Insgesamt wurde von ca. der Hélfte aller signifikant hochregulierten Proteine
auch die entsprechende mRNA signifikant hochreguliert. Von ungeféhr einem Viertel aller signifikant
runterregulierten Proteine ist auch die entsprechende mRNA signifikant runterreguliert (Abbildung
60).

95.5 21 2.4 89.7 2.2 8.1

Abbildung 60 Ubereinstimmung zwischen signifikant hochregulierten (A) bzw. runterregulierten (B) Proteinen und der entsprechenden
mRNA. Die Anzahl der insgesamt hoch- bzw. runterregulierten Elemente ist in Klammern angegeben. Die Angaben innerhalb der
Diagramme entsprechen den prozentualen Angaben.

Um aus dieser Beobachtung abzuleiten, in welchen Prozessen die Ubereinstimmungen zwischen
MRNA-Expression und Proteinabundanz besonders signifikant sind, wurden Uber ein KEGG-
Enrichment Signalwege gesucht, deren Komponenten sowohl in mRNA als auch Protein-Daten
angereichert sind. Dazu wurden nur Elemente beriicksichtigt, die sowohl als mRNA als auch als
Protein identifiziert wurden. Diese Analyse zeigt, welche Signalwege durch DM-Oxa am starksten
beeinflusst sind, da sie sowohl auf transkriptioneller als auch auf Proteinebene verandert sind
(Abbildung 61).
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Abbildung 61 Signalwege, die auf mRNA und Proteinebene nach Applikation von DM-Oxa auf BEAS-2B-Zellen signifikant angereichert
waren. Die relative Anderung der jeweiligen mRNA bzw. Proteine ist farbcodiert (Log2FC). Dargestellt sind Signalwege nach KEGG-
Ontologie die mindestens 30 Eintrage haben, sofern mindestens fiinf der assoziierten Gene und Proteine im Datensatz nach Applikation
von DM-Oxa signifikant verandert sind.

Es zeigt sich, dass auch hier der TNF-Signalweg und die Proteinprozessierung im ER signifikant
beeinflusst sind. Des Weiteren wurde auch der MAPK Signalweg sowohl auf Protein- als auch auf
transkriptioneller Ebene signifikant beeinflusst.

Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit ist es, mégliche Zielproteine von Oxacyclododecindion und
dessen Derivaten zu finden. Deshalb wurde im nachsten Schritt die Informationen tber bekannte
Targets aus der Datenbank STITCH (Kuhn et al. 2008) extrahiert und alle signifikant veranderten
MRNA nach den daraus extrahierten Informationen gewichtet. In dieser Datenbank ist die Interaktion
zwischen chemischen Verbindungen und deren Targets hinterlegt. Die Gewichtung erfolgte unter der
Annahme, dass Gene/Proteine, die haufig Targets sind, auch mit héherer Wahrscheinlichkeit Target
fur weitere Verbindungen sind. AufRerdem zeigt ein STITCH Eintrag fur das jeweilige Gen/Protein,
dass das betreffende Gen/Protein nachweislich durch Substanzen ansteuerbar ist. Zudem ist

bekannt, dass nur in ungefahr 8 % der Falle die Bindung eines Wirkstoffs an sein Target die
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Expression desselben Targets signifikant verandert (Iskar et al. 2010). Haufiger kommt es dazu, dass
durch Bindung eines Wirkstoffs an sein Target die Expression naher Interaktionspartner signifikant
verandert wird (Isik et al. 2015). So wurde basierend auf dem STITCH-Count (Anzahl der
Verbindungen, die das Gen als Target haben) und basierend auf der Anzahl der Konditionen, unter
denen ein Gen signifikant verandert war, eine Tabelle erstellt (Tabelle 8 und Tabelle 9). Die Eintrage
in diesen Tabellen kénnten demnach entweder Targets oder aber unmittelbare Interaktionspartner
von Targets darstellen. Daten aus der Proteom-Analyse nach Applikation von DM-Oxa auf TGF-$1
induzierte BEAS-2B-Zellen wurde den ausgewahlten Eintréagen hinzugefugt. Die ungekirzte Tabelle
kann im Anhang eingesehen werden.

Auffallig ist auch die Anwesenheit vieler Chaperone wie Hitzeschockproteinen unter den Kandidaten
fur hochregulierte Targets oder Target-Interaktoren. Insgesamt kdénnen zehn Kandidaten zur
Kategorie der Proteine gezahlt werden, die ungefaltete Proteine binden (GO: ,Unfolded protein
binding®), also beispielsweise Hitzeschockproteine. Zusatzlich finden sich Chaperon-bindende
Proteine wie BAG3 oder AHSAL in der Liste. Unter den Chaperonen auffallend sind dabei besonders
HSPA1B und HSPAG, die in allen Konditionen in beiden Zelllinien stark hochreguliert sind. Einige
Kandidaten sind nur in einer der Zelllinien stark reguliert, wie beispielsweise das Chaperon CRYAB
in HepG2.
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Tabelle 8 Analyse mdglicher Targets oder Target-Interaktoren, die aufgrund hochregulierter mRNA bzw. Proteine gefunden wurden.
Dazu wurden zunachst fir uninduzierte, TGF-B1 induzierte, IL-4 induzierte und mit einem Gemisch aus TNF-q, IL-1B, und IFN-y (Mix)
induzierte Zellen, die nach DM-Oxa Behandlung signifikant hochregulierten Transkriptmengen betrachtet. Waren diese in mindestens
zwei Stimuli reguliert und wiesen zusatzlich einen STITCH Count tiber 25 auf, wurden sie als mdgliches Target bertcksichtigt (STITCH-
Count: Anzahl der Verbindungen, die das Gen als Target haben, beriicksichtigt wurde nur Eintrdge mit einer Konfidenz > 0,8). Gene
mit widersprichlichen Regulationsmustern wurden nicht beriicksichtigt. Gene, die in allen acht betrachteten Gruppen, also Uber beide
Zelllinien in induzierten und uninduzierten Zellen runterreguliert wurden, sind unabhangig vom STITCH-Count aufgefihrt. Signifikante
Hochregulation in Proteinproben aus BEAS-2B, die mit TGF-31 behandelt wurden, wurde nachtraglich eingetragen, hatte jedoch keine
Einwirkung auf die Auswahl der potenziellen Targets. Fahne = FDR >0,05 und <0,1. Die Farbskala gibt die relative Veranderung an
(fold change, FC), je intensiver die Farbe, desto starker ist die relative Anderung. Eine Farbanderung ist nur fiir signifikant veranderte
Expressionen/Abundanz mit FDR<0,05 angegeben. Da Transkriptmengen eine deutlich starkere Anderung erfahren als Proteinmengen,
muss fir eine Farbanderung der Transkriptmenge mindestens eine Verdopplung zutreffen (log2FC=1). Bei Proteinmengen reicht eine
geringere Abundanzanderung von 10 % fir eine farblicher Markierung (log2FC=0,138).

BEAS-2B HepG2
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Auch fir runterregulierte Proteine wurden Kandidaten als Target oder direkte Target-Interaktoren
gefunden. Dabei wird im Vergleich deutlich, dass die Veranderung der runterregulierten Kandidaten
durchschnittlich schwécher ausfallt als fur die der hochregulierten Kandidaten.
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Tabelle 9 Analyse mdglicher Targets oder Target-Interaktoren. die aufgrund runterregulierter mRNA bzw. Proteine gefunden wurden.
Dazu wurden zunéchst fir uninduzierte, TGF-B1 induzierte, IL-4 induzierte und mit einem Gemisch aus TNF-q, IL-1B, und IFN-y (Mix)
induzierte Zellen, die nach DM-Oxa Behandlung signifikant runterregulierten Transkriptmengen betrachtet. Waren diese in mindestens
zwei Stimuli reguliert und wiesen zusatzlich einen STITCH Count (iber 25, wurden sie als mégliches Target ber(cksichtigt (STITCH-
Count: Anzahl der Verbindungen, die das Gen als Target haben, beriicksichtigt wurde nur Eintrdge mit einer Konfidenz > 0,8). Gene
mit widerspriichlichen Regulationsmustern wurden ebenfalls nicht berticksichtigt. Gene, die in allen acht betrachteten Gruppen, also
Uber beide Zelllinien in induzierten und uninduzierten Zellen runterreguliert wurden, sind unabhangig vom STITCH-Count aufgefiihrt.
Signifikante Hochregulation in Proteinproben aus BEAS-2B, die mit TGF-31 behandelt wurden, wurde nachtraglich eingetragen, hatte
jedoch keine Einwirkung auf die Auswahl der potenziellen Targets. Die Farbskala gibt die relative Veranderung an (fold change, FC), je
intensiver die Farbe, desto stirker ist die relative Anderung. Eine Farbdnderung ist nur fiir signifikant veranderte
Expressionen/Abundanz mit FDR<0,05 angegeben. Da Transkriptmengen eine deutlich stérkere Anderung erfahren als Proteinmengen,
muss fiir eine Farbanderung der Transkriptmenge mindestens eine Halbierung zutreffen (log2FC=1). Bei Proteinmengen reicht eine
geringere Abundanzanderung von 10 % fir eine farblicher Markierung (log2FC=-0,138).

BEAS-2B HepG2

StitchCount  |ID Uninduziert |[TGF-B1  |IL-4 Mix Prot. TGF-R1 | |Uninduziert|[TGF-B1  |IL-4 Mix
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BolveRi S —
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Fast alle Kandidaten konnen der Kategorie der Protein-bindenden Proteine zugeordnet werden (31
von 43, GO: ,Protein binding“). Darunter kdnnen 15 Kandidaten in die funktionale Gruppe der
rezeptor-bindenden Proteine (GO: ,signaling receptor binding“) eingeordnet werden, dazu gehéren
beispielsweise die Zytokine CXCL11, CXCL3, CXCL9 und CXCL2.

AuRerdem sind auch hier Kandidaten sichtbar, deren Anderung bzw. Detektion stark abhangig von
der Zelllinie ist, wie CYP1ALl fur HepG2 und EPHA2 fiir BEAS-2B.

Besonders auffallig unter den runterregulierten Kandidaten sind EGR1, ID1 und JUNB, die in allen
betrachteten Konditionen und Zelllinien signifikant verandert sind. Deren Protein-Abundanz wurde
auch in TGF-B1 induzierten BEAS-2B-Zellen durch DM-Oxa Behandlung signifikant runterreguliert.
Sie kénnen daher als Kandidaten fur potenzielle Zielproteine angesehen werden.

JUNB ist Teil des AP-1 Transkriptionsfaktors, dessen Relevanz bereits zuvor beschrieben wurde
(Abbildung 4).

EGR1 ist ein Transkriptionsfaktor, der in der Entstehung von Fibrose eine Rolle spielt. Dabei reguliert
EGR1 die TGF-f induzierte Genexpression tUber einen SMAD-unabhangigen Weg (Bhattacharyya et
al. 2011). Die Regulation dieses Proteins erfolgt nicht durch Modifikation, sondern auf
transkriptioneller Ebene, was Anderungen in der mRNA und Proteinabundanz besonders relevant
macht.

ID1 ist ein sogenanntes helix-loop-helix Protein, welches Heterodimere mit bestimmten
Transkriptionsfaktoren bildet, die Ebenfalls zur helix-loop-helix Kategorie gehdren. Da ID1 selbst
keine DNA-Bindedoméane enthalt, kann es so deren Bindung an die DNA verhindert (Benezra et al.
1990). Es gibt zudem eine direkte Verbindung zwischen der Aktivitdt des Transkriptionsfaktors ID1
und MYC, welches ebenfalls ein helix-loop-helix Protein ist: Bei Knockdown von MYC wurde auch
eine Runterregulation von ID1 beobachtet, bei Knockdown von ID1 ein verringertes MYC-Level, was
fur einen Feedback-Mechanismus spricht (Sharma et al. 2016). Passend dazu wird MYC, wie bereits
zuvor beschrieben (Abschnitt 4.4.4), auch durch FOXO3 negativ beeinflusst.
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4.7. Co-Immunpréazipitation mit HSP90
Sowohl in Pulldown-Versuchen als auch in der Analyse von mRNA und Proteom Daten konnte das
Hitzeschockprotein HSP90 ubereinstimmend gefunden werden. Daher wurde im Folgenden versucht,
dieses Protein als mdgliches Targetprotein von DM-Oxa zu analysieren. Dazu wurde eine Co-
Immunprézipitation durchgefiihrt. Nach Lyse der BEAS-2B-Zellen wurden die Zellextrakte zu
magnetischen Beads gegeben, die kovalent mit HSP90 Antikérpern funktionalisiert waren. Die nach
dem Waschen eluierten Proteine wurden dann in Losung durch Proteasen verdaut und fur die
Messung im Massenspektrometer vorbereitet. Die Analyse der Rohdaten aus der datenunabhangigen
Akquisition erfolgte wie zuvor mithilfe der Software DIA-NN. Die erhaltenen Daten wurden tber eine
median-of-ratios Normalisierung angepasst und Welch-Tests unterzogen. Ziel dieses Versuchs war
es, Uber die veranderte Abundanz von HSP9O0 Interaktionspartnern eine mogliche Bindung von DM-
Oxa an das Protein nachzuweisen. Ist die Interaktion von HSP90 mit anderen Proteinen gestort,
beispielsweise durch die Blockade von Bindestellen durch DM-Oxa, wiirde das zu einer Veranderung
assoziierter Signalwege fihren. Informationen tber bekannte physikalische Interaktionen mit den
cytosolischen HSP90 Isoformen HSP90AA1 und HSP90AB1 wurden aus der STRING Datenbank
(Szklarczyk et al. 2021) ubernommen. In Cytoscape (Shannon et al. 2003) konnte mit Hilfe der
STRING Applikation ein Netzwerk erstellt werden, das alle HSP90AAL und HSP90ABL1 Interaktoren
zeigt, die durch Oxa-Behandlung signifikant verandert quantifiziert wurden (Abbildung 62). Darunter

sind 15 hochregulierte und 85 runterregulierte Proteine.
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Abbildung 62 Interaktionsnetzwerk von HSP90AA1 und HSP90AB1 und durch Oxa-Behandlung signifikant veranderten Proteinen.
BEAS-2B-Zellen wurden in Minimalmedium inkubiert und mit TGF-f1 bzw. mit TGF-1 und DM-Oxa behandelt. Nach Immunprazipitation
mit HSP90 Antikorpern wurden signifikant veranderte Proteine (p<0,05) auf eine bekannte Interaktion mit HSP90AA1 oder HSP90AB1
abgeglichen. Aus diesen wurde ein Interaktionsnetzwerk erstellt. Hoch- bzw. runterregulierte sind farbig codiert.

Es konnte signifikante Anderungen in HSP90 assoziierten Proteinen detektiert werden. Diese kénnen
aufgrund einer Blockade von Bindestellen an HSP90 durch DM-Oxa entstehen. Alternativ kénnten
Anderungen auch auf eine Aktivierung HSP90 assoziierter Proteine durch Bindung eines Liganden
hindeuten.

Insgesamt sind 24 der signifikant veréanderten Proteine Kinasen: AKT1, BMPR1A, BUB1, CDC7,
CDK1, CDK9, CHEK1, DLG2, EIF2AK3, FGFR1, JAK1, LATS1, MAP3K7, MET, PI4K2B, PIK3CA,
PRKCD, PRKCI, PTK7, RIPK1, SMG1, TGFBR1, TTK, VPRBP
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Insgesamt 11 der 100 Proteine konnen dem PI3K-AKT Signalweg zugeordnet werden: AKT1,
BCL2L11, FGFR1, FOX03, JAK1, MET, PIK3CA, RBL2, RPTOR, THBS1, TSC2. Damit liegt eine
hochsignifikante Anreicherung von Proteinen des PI3K-AKT Signalwegs vor (p-Wert: 2,24*10).
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4.8. Charakterisierung von Perylenchinonen

4.8.1. Isolation und Strukturaufklarung
Neben Oxacyclododecindion wurden weitere aus Pilzen gewonnenen Naturstoffe im Rahmen dieser
Arbeit naher untersucht. Auch diese wurden durch eine phanotypische Suche identifiziert und
gehoren zur Gruppe der Perylenchinone. Die zu charakterisierenden Perylenchinone werden durch
einen Pilz produziert, der aus Pflanzenmaterial des &hrigen Christophskraut (Actaea spicata) isoliert
wurde. Der Pilz zeichnet sich durch eine hellgraue bis weil3e Farbe des Luftmycels aus, die sich mit

zunehmendem Alter dunkler farbt.

Abbildung 63 Morphologie des Pilzes aus Actaea spicata. Der Pilz wachst auf HA-Agar mit weiRem Luftmycel (A). Sporenbildung konnte
nur nach Induktion durch UV-nahes Licht beobachtet werden. Die Sporenform ist charakteristisch fiir Pilze der Gattung Alternaria (B).
Der weile Balken indiziert 10 pum.

Eine Sporenbildung konnte bei standardmaRiger Kultivierung auf HA-Festmedium bei
Raumtemperatur nicht beobachtet werden, aber durch Bestrahlung mit UV-nahem Licht induziert
werden. Diese Methode wurde beschrieben, um fur Pilze der Gattung Alternaria die Sporulation zu
induzieren (Wei et al. 1985). Die Form der beobachteten Sporen, birnenformig mit deutlich sichtbaren
Segmentierungen, stimmt ebenfalls mit der fur Alternaria typischen Form Uberein (Abbildung 63 B).
Die Vermutung, dass der Pilz zur der Gattung Alternaria gehért wurde durch Sequenzierung des ITS
Bereichs (Altschul et al. 1990) und nachfolgendem Abgleich mit der NCBI Datenbank (National Center
for Biotechnology Information) bestétigt. So konnte eine 99-100 % Ubereinstimmung der DNA-
Sequenz mit verschiedenen Alternaria Spezies gefunden werden. Die hochste Ubereinstimmung

zeigte der sequenzierte Bereich mit Alternaria rosae und Alternaria triticina.
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Abbildung 64 Strukturformeln der drei neuen Perylenchinone aus Alternaria sp. Die Aufklarung der Struktur erfolgte durch die
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Till Opatz (Organische Chemie, Johannes Gutenberg Universitat Mainz).

Zur Isolation der Substanzen wurde der Pilz in 1L HA-Flissigmedium angezogen und eine
aktivitatsgeleitete Aufreinigung mittels praparativer HPLC durchgefiihrt. Dabei wurde die Wirkung des
Rohextrakts und der Fraktionen auf die ARE-Aktivitat durch Reportergenassays untersucht. Dieses
Element ist die Bindestelle fir Nrf2 und damit essenziell fir die Regulation antioxidativer Prozesse.
So konnten verschiedene neue Reinsubstanzen isoliert werden (Abbildung 64), die in aktiven
Fraktionen vorlagen. Da Substanz 2 nur in sehr geringer Menge einmalig isoliert
werden konnte, waren Folgeexperimente nicht mdglich. Substanz 1 und
Substanz 3, sowie das ebenfalls aus diesem Pilz isolierte Altertoxin | (ATX-I,
Abbildung 65) konnten in ausreichender Menge isoliert und so im folgenden
Kapitel charakterisiert werden. Die Strukturautklarung wurde durch die
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Till Opatz (Organische Chemie, Johannes

Gutenberg-Universitat in  Mainz) durchgeftihrt. Chromatogramme der
Abbildung 65 Altertoxin | aufgereinigten Substanzen sowie die jeweiligen Absorptionsspektren sind im
Anhang dargestellt.

Alle Substanzen gehéren zur Gruppe der Perylenchinone, welche haufig in Pilzen der Gattung
Alternaria gefunden werden (Geris et al. 2022). Die drei zu charakterisierenden Substanzen zeigen

sich als hellgelbes (ATX-I), orangenes (Substanz 1) oder rotes (Substanz 3) Pulver.

4.8.2. Biologische Aktivitat
4.8.2.10. Zytotoxizitat

Um mdgliche zytotoxische Effekte durch die Substanzen zu analysieren, wurde ein XTT Zellviabilitats-
Versuch in BEAS-2B-Zellen durchgefiihrt (Abbildung 66). So kann die Dosis berechnet werden, bei

der im Vergleich zur Positivkontrolle nur die Halfte an viablen Zellen detektierbar ist (LCso).
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Abbildung 66 Zytotoxische Effekte der Substanz 1, ATX-l und 3 auf BEAS-2B-Zellen. Dazu wurden bis zu 300 uM der jeweiligen
Substanzen auf BEAS-2B-Zellen appliziert und fiir 24 h inkubiert. Danach wurde die Viabilitat der Zellen durch Applikation des Mono-
Tetrazolium-Salzes XTT gemessen. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle, angegeben ist der Mittelwert £SEM von drei
unabhangigen Replikaten.

Den starksten Effekt zeigte dabei die Applikation von Substanz 1 mit einer LCso von 3.8+0.13 uM.
Ahnlich toxisch wirkte ATX-l mit einer LCso von 6.43+0.86 uM. Keine zytotoxische Wirkung konnte
nach Applikation von bis zu 300 uM Substanz 3 festgestellt werden. Hohere Konzentrationen konnten
nicht getestet werden, da damit das Loslichkeitsprodukt Gberschritten wére.

Da einige Perylenchinone dafir bekannt sind, nach Bestrahlung eine deutlich verringerte LCso
vorzuweisen, wurde dies fiir die bisher nicht toxisch wirkende Substanz 3 getestet. Eine solche
Wirkung konnte auf die Verwendbarkeit der Substanz fur die photodynamische Therapie (PDT)
hinweisen. PDT ist eine von der FDA anerkannte Methode zur Behandlung verschiedener Krebsarten
(Xiao et al. 2018). Dabei wird Patienten eine Substanz verabreicht und nur der abzutétende Bereich
bestrahlt. So kénnen gezielt und lokal Krebszellen abgetdtet werden, ohne den gesamten
Organismus durch eine mdglicherweise hoch-toxische Substanz zu belasten. In der Praxis wird dazu
Licht verschiedener Wellenlangenbereiche verwendet (UV-Licht, Rotes Licht, Infrarot-nahes Licht)
(Baskaran et al. 2018). Im vorliegenden Versuch wurde kurzwelligeres Licht mit Wellenlangen
zwischen 315 und 400 nm verwendet, da hier ein Absorptionsmaximum des Molekiils detektiert
wurde. Die Eindringtiefe ist in diesem Versuch kein limitierender Faktor. Da die Substanz unter
Normalbedingungen keine toxische Wirkung zeigt, ware es besonders vielversprechend, wenn diese
durch Bestrahlung induziert werden kénnte.

Um dies zu testen wurden BEAS-2B-Zellen in Vollmedium ausgesat und 24 h unter

Standardbedingungen inkubiert. Die Testsubstanz wurde dann appliziert und nach drei Stunden
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Vorinkubation die Bestrahlung durchgefuhrt. Dies erfolgt fur 15 min bei Raumtemperatur. Kontrollen
wurden gleichbehandelt aber nicht bestrahlt. Nach Bestrahlung wurden die Zellen fir weitere 20 h
inkubiert, bevor ein XTT-Zellviabilitats-Versuch durchgefuhrt wurde. Nach dieser Behandlung konnte
keine Abweichung in der zytotoxischen Wirkung von bestrahlten Zellen im Vergleich zu nicht-
bestrahlten Zellen beobachtet werden.

4.8.2.11. Reportergenversuche
Da der Rohextrakt des hier beschriebenen Pilzes eine Modulation der ARE-Reporteraktivitat bewirkte,
wurden die isolierten Reinsubstanzen mit demselben Versuch getestet. So soll gezeigt werden
welche Substanzen fur die zuvor detektierte Aktivitat verantwortlich sind. Das Reporterplasmid pTA-
3XARE wurde dazu in BEAS-2B-Zellen transfiziert und die Substanzen appliziert. Nach 24 h wurde
die Luciferaseaktivitat detektiert. Um die Funktionalitat des Versuchs zu zeigen, wurden Zellen mit
1,4-Benzochinon behandelt, welches nachweislich in BEAS-2B die Nrf2 vermittelte Aktivierung des
ARE bewirkt (Rubio et al. 2011). Mit 1,4-Benzochinon behandelte Zellen dienen daher in den weiteren
Versuchen als Kontrolle. Zudem kann die Hemmung des durch diese Substanz ausgeldsten Stresses

durch Substanz 3 getestet werden.
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Abbildung 67 Reportergenversuche mit pTA-3XARE und den drei isolierten Reinsubstanzen. BEAS-2B wurden zunachst mit dem
Reporterplasmid pTA-3xARE transient transfiziert und fiir 24 h mit den Testsubstanzen inkubiert. Nach dieser Zeit erfolgte die Auslesung
der Luciferaseaktivitat. Als Kontrollen wurden unbehandelte Zellen und mit 30 uM 1,4-Benzochinon behandelte Zellen herangezogen
(A). BEAS-2B wurden nach Transfektion mit pTA-3xARE mit 30 uM 1,4-Benzochinon behandelt und fiir 24 h mit Substanz 3 co-inkubiert,
um eine potenzielle antioxidative Wirkungen zu erfassen. Als Referenz dienten hier Zellen, die mit 30 uM 1,4-Benzochinon behandelt
wurden (B). Dargestellt ist der Mittelwert +SEM von drei unabhéngigen Replikaten. *: p<0,05, **: p<0,01

Die Substanzen 1 und ATX-I bewirken einen signifikanten Anstieg der Luciferaseaktivitat ab einer
Konzentration von 1 pM (Abbildung 67). Ab einer Konzentration von 10 uM zeigt sich eine deutliche
Reduktion der Luciferaseaktivitat, welche sich auf zytotoxische Effekte zurtickfihren lasst. Substanz
3 hingegen bewirkt keine statistisch signifikante Anderung in der Luciferaseaktivitit bis zu einer
Konzentration von 10 pM. Allerdings lie3 sich hier dennoch eine leichte Reduktion der

Luciferaseaktivitat detektieren, die auf eine mogliche antioxidative Wirkung schlieBen lasst. Dies
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wurde naher untersucht, indem ein weiterer Versuch durchgefiihrt wurde: Der Reportervektor pTA-
3xXARE wurde transient in BEAS-2B-Zellen transfiziert und nach 24 h die oxidative Antwort und somit
die ARE-Aktivitat durch 30 pM 1,4-Benzochinon induziert. Gleichzeitig wurde Substanz 3 in
aufsteigender Konzentration von 0,1 bis 30 uM appliziert. Nach 24 h zeigte sich, dass die Substanz
die Luciferaseaktivitat bereits ab einer Konzentration von 0,3 uM signifikant verringert. Bei der
maximalen applizierten Konzentration lag die durchschnittliche Luciferaseaktivitat bei dem 0,03-
fachen der Kontrolle. Als Referenz dienten hier Zellen, die ausschlie3lich mit 30 uM 1,4-Benzochinon
behandelt wurde.

Da die Aktivierung des ARE auch Uber NF-kB erfolgen kann, wurde eine potenzielle biologische
Aktivitat zusatzlich auf anti-inflammatorische Signalwege mittels Reportergen-Versuchen Uberprift.
NF-kB kann durch verschiedene inflammatorische Signalwege aktiviert werden, hier wurde zur
Induktion ein Gemisch aus IFN-y, TNF-a und IL-18 verwendet. Zur Evaluation der NF-kB Aktivitat
wurde ein Reporterkonstrukt verwendet, das den CXCL10 Promotor enthalt. Dieser Promotor hat
Bindestellen fiir verschiedene pro-inflammatorische Transkriptionsfaktoren, darunter auch NF-kB
(Jung et al. 2011).
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Abbildung 68 CXCL10 Reporteraktivitat nach Applikation der drei Perylenchinone aus Alternaria sp.. BEAS-2B-Zellen wurden mit dem
Reporterplasmid pgl4.11-IP10pro-Luc transfiziert und fir 24 h inkubiert. Die drei Substanzen wurde dann in Minimalmedium mit einem
Gemisch aus IFN-y, TNF-a und IL-1B gel6st und zu den Zellen gegeben. Als Referenz dienten Zellen ohne Behandlung und solche, die
nur mit IFN-y, TNF-a und IL-1 behandelt wurden. Da Substanz 3 keine zytotoxischen Effekte hervorruft, wurde von dieser Substanz
bis zu 3 uM appliziert. Dargestellt ist der Mittelwert £ Standardabweichung aus drei unabhéngigen Replikaten.

Bis zu einer Konzentration von 0,3 pM fir die Substanzen 1 und ATX-1 bzw. 3 uM konnte kein Hinweis
auf eine Inhibition der CXCL10 Reporteraktivitat gefunden werden (Abbildung 68). Hoéhere
Konzentrationen von Substanz 1 und ATX-l wurden nicht getestet, da zytotoxische Effekte zu
erwarten sind, die die Aussagekraft des Reportergenversuchs beeintrdchtigen konnten. Durch

Substanz 3 konnte eine geringe Induktion der Promotoraktivitat erreicht werden.
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4.8.2.12. Oxidative Wirkung
Da die Reportergenversuche auf eine Modulation des anti-oxidativen Antwort hindeuteten, sollten
diese Effekte mit weiteren Versuchen naher charakterisiert werden. So wurde zunéchst der Redox-
Status von BEAS-2B-Zellen nach Behandlung mit den drei Perylenchinonen uber 2,7-
Dichlorhydrofluorescein bewertet (Abbildung 69). Als Vergleichssubstanz wurde hier wie bereits zuvor

30 uM 1,4-Benzochinon appliziert.
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Abbildung 69 Einfluss der drei Perylenchinone aus Alternaria sp. auf den Redox-Status von BEAS-2B-Zellen. 2,7-
Dichlorhydrofluorescein haltiges Medium wurde auf BEAS-2B-Zellen appliziert. Nach 30 Minuten wurde das Medium durch serumfreies
Medium mit und ohne Testsubstanzen ersetzt. Als Positivkontrolle wurde 30 uM 1,4-Benzochinon (BQ) appliziert. Nach 60 Minuten
wurde die Fluoreszenz detektiert. Dargestellt ist der Mittelwert £SEM von drei biologischen Replikaten. Die statistische Signifikanz
wurde durch einen t-Test im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bestimmt mit *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Es wird deutlich, dass alle drei getesteten Perylenchinone eine signifikante Anderung im Redox-
Status der Zelle bewirken. Allerdings zeigt sich auch, dass die Wirkung von Substanz 3 deutlich
geringer ausfallt als die von Substanz 1 und ATX-I. Der anti-oxidative Effekt von Substanz 3 konnte
hier nicht bestatigt werden. Stattdessen zeigt sich eine leichte Erhéhung der Fluoreszenz, was flr
eine Erhéhung der oxidativen Prozesse spricht.

Da die Aussagekraft von 2,7-Dichlorhydrofluorescein zur Bewertung des Redox-Status von Zellen
Limitationen aufweist (Kalyanaraman et al. 2012), wurde zusétzlich ein Comet-Assay durchgefihrt
(Abbildung 70). Dieser Versuch ermdéglicht es, die Schadigung von DNA einzelner Zellen
beispielsweise durch radikale Sauerstoffspezies zu visualisieren. Dazu werden Zellen nach
Behandlung mit Testsubstanzen in Agarosegele eingegossen, lysiert und fragmentiere DNA durch

Elektrophorese aufgetrennt. Die DNA wird durch Propidiumiodid angeféarbt, welches in die DNA
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interkaliert. Intakte DNA bleibt aufgrund ihrer Grof3e von der Elektrophorese unbeeinflusst, sodass
sich eine Auftrennung in Kopf (intakte DNA) und Schwanz (fragmentierte DNA) darstellt.
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Abbildung 70 Comet Assay zur Erfassung von DNA-Schadigungen nach Behandlung von BEAS-2B-Zellen mit Perylenchinonen. Die
Zellen wurden fiir drei Stunden mit den jeweiligen Testsubstanzen inkubiert, dann mechanisch abgeldst und in kaltem PBS auf 2*104
Zellen/mL eingestellt. Die Zellsuspension wurde dann in 1 % Agarose auf vorbehandelte Objekttrager aufgetragen. Nach der Lyse der
Zellen erfolgte die Elektrophorese 0,6 V/icm?. Die DNA wurde dann mit Propidiumiodid angefarbt. Gezeigt sind beispielhaft typische
Fluoreszenzmuster fir unbehandelte Zellen (A) sowie Zellen die mit 1,4-Benzochinon (B) Substanz 1 (C) ATX-I (D) und Substanz 3 (E)
behandelt wurden. Die Anderung der DNA-Verteilung von Kopf zu Schwanz durch Behandlung mit den Substanzen wurde aus je 20
Zellen in zwei biologischen Replikaten berechnet (F). Dargestellt ist der Mittelwert £SEM. *:p<0,05, **:p<0,01

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden Zellen mit 1,4-Benzochinon behandelt, was einen signifikanten
Anstieg der DNA im Schwanzbereich bewirkt. Auch durch Behandlung mit Substanz 1, ATX-I und
Substanz 3 ergeben sich signifikante Verschiebungen des DNA-Verhaltnisses in Kopf und Schwanz.
Es zeigt sich ein Anstieg an fragmentierter DNA. Auch hier bewirkte die Behandlung mit Substanz 3
die geringsten Veranderungen.

Um die oxidative Antwort der Zellen nach Behandlung mit den drei aus Alternaria sp. isolierten

Perylenchinonen auf mRNA-Ebene zu charakterisieren wurde eine gPCR auf einige ARE regulierte
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MRNA durchgefihrt (Abbildung 71). Dazu wurde Zellen fir 8 h bzw. 16 h mit den Testsubstanzen
inkubiert. Als Vergleichssubstanz wurde 1,4-Benzochinon appliziert.
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Abbildung 71 Wirkung der drei aus Alternaria sp. isolierten Perylenchinonen auf die Expression verschiedener ARE regulierter Gene.
BEAS-2B-Zellen wurden ausgesat und 24 h inkubiert, bevor die Testsubstanzen appliziert wurden. Die Isolation der RNA erfolgte nach
8h (A) bzw. 16 h (B). Als Vergleichssubstanz wurden Zellen mit 1,4-Benzochinon behandelt. Als Referenz diente die gapdh mRNA.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten +Standardabweichung. Die statistische Signifikanz wurde durch einen
Einproben t-Test im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bestimmt. Sternchen zeigen FDR mit *<0,05, **<0,01 ***<0,001.

Es konnten sowohl nach 8 h als auch nach 16 h eine signifikante Erh6hung der hmox1 mRNA-Menge
nach Applikation von Substanz 1 und ATX-I festgestellt werden. Fir txnrd1l und prdx1l wurde eine
signifikante, konzentrationsabhangige Anderung des mRNA-Levels nach Applikation von Substanz 1
beobachtet werden. Der Einfluss der Substanzen auf verschiedener Redox Proteine wurde
nachfolgend zusétzlich durch SDS-PAGE und Western Blot untersucht (Abbildung 72). Hier konnte
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durch Applikation von ATX-1 und Substanz 1 eine signifikante Beeinflussung der Expression von
HMOX1 nachgewiesen werden. Dies entspricht den Ergebnissen der gPCR, bei der ebenfalls der
starkste Effekt auf die hmoxl mRNA beobachtet werden konnte. Die Applikation von 30 pM
Benzochinon bewirkte zwar eine Induktion von hmox1, jedoch keine erhéhte Abundanz von HMOX1
auf Proteinebene. Eine densiometrische Auswertung zeigte keine signifikante Anderung in der
Abundanz der Proteine Nrf2, TXNRD1 und NQO1.

Nrf2 -—_--"d 55 kDa
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Abbildung 72 Western Blot Analyse der Wirkung von Substanz 1, ATX-l und Substanz 3 auf Nrf-2, TrxR1, HMOX1 und Nqgo1. BEAS-2B
wurden fir 16 h mit den Perylenchinonen behandelt. Die Zellen wurden dann lysiert und nach Entfernung unldslicher Zellbestandteile
mittels 10 % SDS-PAGE aufgetrennt. Lysate von unbehandelten Zellen und Zellen, die mit 30 uM Benzochinon (BQ) behandelt wurden,
dienten als Kontrolle. Die Analyse wurde in Triplikaten durchgefihrt, dargestellt ist das Ergebnis eines reprasentativen Replikats.

Da zuvor in Reportergenassays eine hemmende Wirkung von Substanz 3 auf die Benzochinon
induzierte ARE-abhangige Reportergenexpression gezeigt werden konnte (vgl. Abbildung 67 B),
wurde entsprechend eine qPCR auf Redox-relevante mRNA durchgefiihrt. Zusatzlich wurden die
MRNA Level von zwei Cytochrom P450 Proteinen (cyplal und cypla2) analysiert, deren
Induzierbarkeit in BEAS-2B nachgewiesen wurden (Garcia-Canton et al. 2013). Bestimmte Alternaria
Toxine, wie das mit den hier untersuchten Molekilen verwandte Altertoxin Il (ATX-II), wurden in der
Vergangenheit als Substrat fir Cypl Monooxygenasen beschrieben (Pahlke et al. 2016). Pahlke et
al. zeigten zudem eine signifikante Erhéhung der relativen cyplal mRNA-Menge nach Applikation

von 0,1 uM ATX-II.
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Abbildung 73 Wirkung der Substanz 3 auf die Expression verschiedener ARE regulierter Gene nach Induktion mit 1,4-Benzochinon.
BEAS-2B-Zellen wurden ausgeséat und 24 h inkubiert bevor die Testsubstanzen zusammen mit 30 uM 1,4-Benzochinon (BQ) appliziert
wurden. Als Referenz wurden unbehandelte Zellen und Zellen die ausschlieBlich mit 30 uM 1,4-Benzochinon behandelt wurden
herangezogen. Die Isolation der RNA erfolgte nach 16 h. Als Referenz diente gapdh. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
biologischen Replikaten +Standardabweichung. Die statistische Signifikanz der relativen Anderung wurde durch einen Einproben t-Test
bestimmt mit *; p<0,05, **: p<0,01.

Korrespondierend zu den Ergebnissen der Reportergenassays, konnte auch auf mRNA-Ebene eine
inhibitorische Wirkung von Substanz 3, nach Induktion von oxidativem Stress durch Benzochinon,
nachgewiesen werden (Abbildung 73). Der starkste Einfluss konnte dabei auf die Expression des
Superoxid-Dismutase 3 (sod3) mRNA beobachtet werden. Aber auch die Expression von prx1,
txnrd1, hox1 und der cypl Proteine wurde signifikant verringert.

Alles in allem konnte eine deutlich oxidative Wirkung des neuen Perylenchinons Substanz 1
nachgewiesen werden. Die ebenfalls neue Substanz 3 zeigte hingegen nur eine schwache oxidative
Wirkung. Ob dies Substanzen eine inhibitorische Wirkung auf den CXCL10 Promotor haben, wurde
untersucht, es konnte jedoch keine Wirkung detektiert werden. Substanz 1 zeigt allerdings eine
deutliche Toxizitat, die leicht unter der der bekannten Substanz Altertoxin | liegt.
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5. Diskussion

5.1. Struktur-Wirkungsbeziehungen von Oxacyclododecindion
Derivaten

Ausgehend vom makrozyklischen Lacton Oxacyclododecindion konnten bereits in der Vergangenheit
einige Derivate synthetisch hergestellt und hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitat mit dem Naturstoff
verglichen werden (Tabelle 10). Die biologische Aktivitat der Molektle wurde verglichen, indem fir
jedes der Derivate und fur verwandte Makrolactone die Inhibition der TGF-B induzierten, SMAD2/3
vermittelten Signaltransduktion und der IL-4 induzierten, STAT6 vermittelten Signaltransduktion
getestet wurde. Je starker die beobachtete Inhibition, desto starker wurde im Vergleich auch die
biologische Aktivitat des betreffenden Molekils eingestuft. Diese Versuche wurden in der Zelllinie
HepG2 durchgefihrt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die biologische Aktivitat von flnf weiteren
Derivaten evaluiert werden. Die so erhobenen Daten geben zum einen Aufschluss dartber, ob diese
durch die getesteten Derivatisierungen im Vergleich zu bekannten Derivaten noch verbessert werden
kann. Zum anderen kénnen daraus Erkenntnisse Uber Struktur-Wirkungsbeziehungen gewonnen
werden. Es zeigt sich, dass die Aktivitat aller in dieser Arbeit getesteten Derivate unter der des
Naturstoffs Oxa liegt. Die hochste Aktivitat unter den hier getesteten zeigt das Derivat 20 (Abbildung
74). Derivat 19 und 20 sind bis auf die unterschiedliche Ausrichtung der Stereozentren identisch, was
daflr spricht, dass auch fir diese Derivatisierung die Konfiguration der Stereozentren ein wichtiger
Faktor fir die Aktivitat ist. Ahnliches wurde bereits fiir das Derivat 14-Deoxyoxacyclododecindion
herausgefunden (Tauber et al. 2016). Auch hier hat die Konfiguration der Stereozentren an Position
14 und 15 einen massiven Einfluss auf die biologische Aktivitat: bei 14S,15R Konfiguration ist das
Molekiil ca. 20-fach aktiver als bei 14R,15S Ausrichtung. Ubereinstimmend damit zeigt sich fiir das
hier getestete 13-Hydroxy-14-deoxyoxacyclododecindion (19, 20) ebenfalls die 14S,15R
Konfiguration (20) als die Aktivere. Das 14S,15S konfigurierte Derivat (19) ist hingegen weniger aktiv.
Auffallig ist aber, dass die Aktivitét vor allem auf die STAT6 vermittelte Signaltransduktion deutlich
verringert ist. Die SMAD2/3 vermittelte Aktivitat ist fast identisch. Ein Derivat mit 14R,15S
Konfiguration liegt bisher nicht vor, folgt es jedoch den bekannten Ergebnissen sollte es eine
geringere Aktivitat als das hier getestete 14S,15R Derivat (20) aufweisen. Die Einflihrung einer
Hydroxygruppe an Position 13 ersetzt zudem nicht die fir den Naturstoff charakteristische

Hydroxylierung an Position 14, die bisher synthetisch nicht realisierbar war.
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Tabelle 10 Anti-inflammatorische Aktivitat natirlicher und synthetischer Makrolactone. Die Makrolactone sind nach biologischer Aktivitat
absteigend sortiert. Um die anti-inflammatorische Aktivitat zu analysieren, wurden die Verbindungen mittels Reportergenassays auf die
TGF- induzierte, SMAD2/3 vermittelte Reportergenaktivitat sowie die IL-4 induzierte, STAT6 vermittelte Reportergenaktivitat getestet.
Dargestellt sind die ICso Werte der Verbindungen, also die Konzentration, bei der nur 50 % der Aktivitat im Vergleich zur induzierten
Kontrolle gemessen werden konnte. Die neue Derivate 16-20 sind farbig markiert.

Verbindung SMAD2/3 STAT6
vermittelte vermittelte
Promotoraktivitdit Promotoraktivitat

ICy, [NM] ICy, [NM]
14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion (11) 30,0 79,1
(14S,15R)-14-Deoxyoxacyclododecindion (5) 90,1 20,1
14-Deoxyoxacyclododecindion (4) 137,9 58,4
Oxacyclododecindion (1) 135,6 67,8
(14S,15S)-14-Deoxyoxacyclododecindion (6) 198,2 140
(13R,14S,15R)-13-Hydroxy-14-deoxyoxacyclododecindion (20) 235,6 56,4
4-Dechloro-14-deoxy-14-methyloxacyclododecindion (9) 87,2 264,7
4-Bromo-4-dechloro-14-deoxy-14-methyloxacyclododecindion (13) 381,7 177,5
14-Deoxy-10-ethyl-14-methyloxacyclododecindion (10) 519,9 105
4-Dechloro-14-deoxyoxacyclododecindion (8) 5214 138,52
4,6-Dibromo-4-dechloro-14-deoxy-14-methyloxacyclododecindion (14) 852,7 379,4
(13R,14S,15S)-13-Hydroxy-14-deoxyoxacyclododecindion (19) 239,2 1024,1
4-Dechloro-14-deoxy-4-fluoro-14-methyloxacyclododecindion (12) 1264 442,4
(14R,15S)-14-Deoxyoxacyclododecindion (7) 2400 343
10,11-Dehydrocurvularin (3) 1700 3400
6-Chloro-14-deoxy-14-methyloxacyclododecindion (15) 4623 1017
(S)-Curvularin (2) 3420 unbekannt
7-Methoxy-14-deoxy-14-methoxyoxacyclododecindion (16) Keine Aktivitat Keine Aktivitat
5-Methoxy-14-deoxy-14-methoxyoxacyclododecindion (17) Keine Aktivitat Keine Aktivitat
Dimethoxy-14-deoxy-14-methoxyoxacyclododecindion (18) Keine Aktivitat Keine Aktivitéat

Fur die ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit getesteten Derivate 7-Methoxy-14-deoxy-14-
methoxyoxacyclododecindion (16), 5-Methoxy-14-deoxy-14-methoxyoxacyclododecindion (17) und
Dimethoxy-14-deoxy-14-methoxyoxacyclododecindion (18) konnte bis zu einer Konzentration von
3000 nM kein Hinweis auf eine biologische Aktivitdt gefunden werden. Die Moleklle hatten keinen

inhibitorischen Einfluss auf die getesteten Reporter. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
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Hydroxygruppe an Position 5 und 7 essenziell fiur die Aktivitdit von Oxacyclododecindion und
Derivaten sind. Dieses Ergebnis ist besonders auffallig, da fur den strukturell nah verwandten Stoff
10,11-Dehydrocurvularin (3) eine Click-Funktionalisierung mit einem Alkin-Rest an Position 5
durchgefuhrt wurde, um Zielproteine dieses Wirkstoffs zu identifizieren (Deng et al. 2019). Das
Makrolacton 10,11-Dehydrocurvularin enthalt ebenfalls Hydroxygruppen an Position 5 und 7, die sich
fur die Aktivitat von Oxa als essenziell herausstellten (Abbildung 74). Durch die Funktionalisierung
mit einer Alkingruppe an Position 5 konnte von Deng et al die ATP-Citrat-Lyase (ACLY) als Zielprotein
von 10,11-Dehydrocurvularin identifiziert werden. ACLY ist ein cytosolisches Protein, was die
Produktion von Acetyl-CoA aus Citrat unter Hydrolyse von ATP zu ADP katalysiert (Chypre et al.
2012). Acetyl-CoA ist ein grundlegender Faktor im Fett- und Cholesterinstoffwechsel. Die in dieser
Arbeit gezeigten Ergebnisse zeigen, dass fiir Oxa-Derivate eine Funktionalisierung an Position 5 oder
7 nicht in Frage kommt. Da die Wirkung von Oxa und Oxa-Derivaten durch Veranderung an diesen
Stellen nicht mehr nachzuweisen ist, ist auch anzunehmen, dass eine Interaktion mit ACLY nicht die
Ursache flr deren biologische Aktivitat auf die betrachteten Signalwege ist. Ob die biologische
Aktivitat von 10,11-Dehydrocurvularin - auf die TGF-B induzierte, SMAD2/3 vermittelte
Signaltransduktion und die IL-4 induzierte, STAT6 vermittelte Signaltransduktion aufgrund der
Interaktion mit ACLY zustande kommt, ist ebenfalls fraglich. Derartige Effekte wurden zwar nach
Applikation von ACLY-Inhibitoren beobachtet, ein direkter Zusammenhang ist jedoch umstritten. Eher
wird vermutet, dass dies auf off-Target Effekte der verwendeten Inhibitoren riickschlieRen lasst
(Namgaladze et al. 2018). Auch der Effekt einer ACLY-Inhibition auf die TGF-B bzw. SMAD2/3
induzierte Genexpression ist bisher ungeklart. Es gibt zudem Hinweise darauf, dass eine Inhibition
von ACLY zu einer erhdhten Expression von TGF- in ACLY defizienten Mausen fuhrt und die ACLY
Aktivitat wahrend der Differenzierung von T-Zellen durch TGF- Exposition verringert wird (Baardman
et al. 2020; Tian et al. 2021). Andererseits konnte ein Zusammenhang zwischen ACLY Translokation
in den Nucleus und der Aktivitat von NF-kB hergestellt werden, wodurch eine pro-inflammatorische
Wirkung nachgewiesen wurde (Santarsiero et al. 2021). Eine erhdhte NF-kB Aktivitat wiederum kann
zur erhohten Aktivitat von SMAD?7 fihren, ein Inhibitor des SMAD2/3 Signalwegs (Freudlsperger et
al. 2013).

Alles in allem ist es unwahrscheinlich, dass die fir Oxa und Oxa-Derivate beobachteten Effekte auf
eine Inhibition der ACLY zurlickzufuhren sind. Ausschlaggebend fur diese Beurteilung ist vor allem
die mangelnde biologische Aktivitat nach Derivatisierung an Position 5. Die im Rahmen dieser Arbeit
fur die Target-ldentifikation verwendeten Derivate mit Funktionalisierung an Position 15 scheinen

unter Einbezug dieser Ergebnisse fir Oxa und Oxa-Derivate hach wie vor die beste Wahl zu sein.
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Abbildung 74 Die natirlichen Makrolactone S-Curvularin, Dehydrocurvularin und Oxacyclododecindion (mit Nummerierung der
Kohlenstoffe im Grundgeriist) sowie dessen synthetische Derivate (Munro et al. 1967; Erkel et al. 2008; Tauber et al. 2015; Weber et
al. 2020; Tauber et al. 2016; Elzner et al. 2008). Zusatzlich aufgefiihrt sind die in dieser Arbeit getesteten Derivate 16-20.
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5.2. Biologische Aktivitdt von DM-Oxa in BEAS-2B-Zellen

Fur die Identifikation von Targetproteinen von Oxacyclododecindion wurde das synthetische Oxa-
Derivat 14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion (DM-Oxa) verwendet, da es eine besonders starke
biologische Aktivitat zeigt (Tabelle 10). AulRerdem ist dieses Derivat strukturell weitestgehend
identisch zum Naturstoff Oxa, lediglich die Hydroxygruppe an Position 14 ist durch eine Methylgruppe
ausgetauscht. Da die Zelllinie BEAS-2B flir Versuche zur Target-ldentifikation verwendet werden
sollte, wurde die inhibitorische Wirkung von DM-Oxa auf die TGF- induzierte, SMAD2/3 vermittelte
Signaltransduktion und die IL-4 induzierte, STAT6 vermittelte Signaltransduktion in BEAS-2B
getestet. BEAS-2B wurde ausgewahlt, da sie im Gegensatz zu HepG2 keine Tumorzelllinie.
Tumorzelllinien haben haufig Mutationen, die den Phanotyp der Zellen deutlich beeinflussen. So
enthalten HepG2 Zellen eine Mutation im B-Catenin-Gen (Carruba et al. 1999). AuR3erdem ist bekannt,
dass BEAS-2B-Zellen durch TGF-B1-Stimulation Merkmale der EMT zeigen (Doerner and Zuraw
2009). Die Inhibition der ausgewahlten Signaltransduktionen ist in HepG2 und BEAS-2B-Zellen
ahnlich. Auch auf die CXCL10-Promotor-Aktivitat konnte die inhibitorische Wirkung von DM-Oxa
nachgewiesen werden. Der in dem verwendeten Reportervektor verwendete Promotor enthélt
Bindestellen fir NF-kB, AP-1 und verschiedene STAT-Dimere (STAT1/2 Heterodimer, STAT1
Homodimer) (Spurrell et al. 2005; Jung et al. 2011). Nach Stimulation mit einem Gemisch aus IFN-y,
IL-1B8 und TNF-q, was einem inflammatorischen Stimulus entspricht, konnte die Aktivitat des CXCL10-
Promotors vollstandig durch DM-Oxa gehemmt werden. Ubereinstimmend damit konnte auch eine
Inhibition der Expression entziindungsrelevanter Gene nachgewiesen werden.

Somit kdbnnen BEAS-2B-Zellen als geeignetes Modell fiir weitere Untersuchungen angesehen
werden.

Tabelle 11 Biologische Aktivitat des Oxa-Derivats 14-Deoxy-14-methyloxacyclododecindion in den Zelllinien HepG2 und BEAS-2B. Um
die anti-inflammatorische Aktivitat zu analysieren, wurden die Verbindungen mittels Reportergenassays auf die TGF-$ induzierte,
SMAD2/3 vermittelte Reportergenaktivitat sowie die IL-4 induzierte, STAT6 vermittelte Reportergenaktivitat getestet. Dargestellt sind
die ICso Werte der Verbindungen, also die Konzentration, bei der nur 50 % der Aktivitat im Vergleich zur induzierten Kontrolle gemessen
werden konnte.

Zelllinie SMAD2/3 vermittelte STAT6 vermittelte
Promotoraktivitat Promotoraktivitat
ICy, [NM] ICy, [NM]
HepG2 30,0 79,1
BEAS-2B 58,45 47,41

Die erhohte Migrationsfahigkeit der BEAS-2B-Zellen konnte auch im Rahmen dieser Arbeit nach
TGF-B1 Stimulation mittels 2D-Scratch-Assays festgestellt werden (Abbildung 17). Die Applikation
von DM-Oxa verringerte dieses Verhalten, was erneut die Wirksamkeit der Substanz in BEAS-2B-
Zellen bestétigt, und mit den Beobachtungen auf mRNA-Ebene Ubereinstimmt. Dort konnte durch

Applikation von DM-Oxa eine Inhibition TGF-B induzierter Genexpression erreicht werden.
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Weitere Reportergenassays sollten die Aktivitdtt von DM-Oxa auf die B-Catenin vermittelte
Signaltransduktion analysieren. Hier konnte eine inhibitorische Wirkung auf den entsprechenden
Reporter mit einer Restaktivitéat von ca. 20 % festgestellt werden. Der B-Catenin Signalweg ist in
BEAS-2B Zellen, wie auch unter physiologischen Bedingungen ohne Ligand ausgeschaltet. Zur
Induktion wurde ein GSK3-Inhibitor verwendet, der dazu fihrt, dass B-Catenin auch ohne Bindung
eines Liganden frei wird und so im Kern die Transkription Uber TCF/LEF regulieren kann (Abbildung
3). An welcher Stelle DM-Oxa dies inhibiert bleibt aufgrund des Blackbox-Charakters von

Reportergenversuchen unklar. Weitere Analysen dazu missen also noch folgen.

5.3. Zielproteine von Oxacyclododecindion

5.3.1. Pulldown Versuche

Ziel dieser Arbeit war es, mogliche Targets von Oxa und Oxa-Derivaten zu identifizieren. Dazu
wurden verschiedene Chemoproteomik-Ansétze ausgewdahlt, um eine direkte Identifikation von DM-
Oxa bindenden Proteine durchzufiihren. Alle Versuche wurden zell-frei in Proteinextrakten
durchgefuhrt. So kann eine Limitation durch eine begrenzte Zellmembranpermeabilitdt verhindert
werden. Dies ist besonders relevant bei Funktionalisierung mit gro3em Linker, wie DM-Oxa-PAL
(Abbildung 75). Fur Versuche mit DM-Oxa funktionalisierten Agarosebeads ware die Verwendung
intakter Zellen ebenfalls nicht moglich gewesen.
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Abbildung 75 Fiir die Identifikation maglicher Zielproteine verwendete DM-Oxa Derivate: DM-Oxa funktionalisierte Agarosebeads (A),
DM-Oxa-Alkin zur Kopplung an Biotin (B), DM-Oxa-Diazirin-Azid (DM-Oxa-PAL) zur Kopplung an eine fluoreszierende Sonde oder
Alkinbeads (C).

Vergleicht man die Ergebnisse aller drei Pulldown-Anséatze, so fallt auf, dass es keine
Ubereistimmung zwischen den in den Versuchen identifizierten Proteinen gibt. Es ist abzuwé&gen,
welcher der drei Pulldown-Versuche glaubwirdige Kandidaten hervorbringt. Bei der Bewertung von

Chemoproteomik-basierten Pulldown-Versuchen sind einige mdgliche Fallgruben zu beachten. Dazu
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gehdren auch Herausforderungen die mit massenspektrometrischen Messungen einhergehen, wie
beispielsweise, dass gering abundante Proteine oder solche mit wenigen proteotypischen Peptiden
unter Umstanden nicht detektiert werden (Fricker 2015). Zudem ist nicht festzustellen, ob die fur die
Identifikation eines Proteins notwendigen proteotypischen Peptide nicht vorhanden oder einfach nur
nicht identifiziert wurden. Beim Vergleich zweier Konditionen kdnnten so Kandidaten gefunden
werden, die auf Messfehlern beruhen, da sie in einer Probe identifiziert, in der ndchsten aber nicht
identifiziert werden konnten. Allerdings ist auch zu beachten, dass ein massiver Linker die Bindung
an Zielproteine verhindern kénnte. Bereits durch die Funktionalisierung mit dem vergleichsweise
kleinen Alkinrest wurde die Aktivitdit von DM-Oxa um das zehnfach reduziert. Gro3ere Molekule
konnten in Zellen nicht getestet werden, da eine mangelnde Membrangangigkeit anzunehmen ist.
AuRerdem ist unklar, ob DM-Oxa eine kovalente Bindung mit dem Zielprotein eingeht. Daher ist es
sinnvoll, Anséatze zu wéahlen, die nicht von der Art der Bindung zwischen Zielprotein und DM-Oxa
beeinflusst werden. Weil eine kovalente Bindung im Falle der DM-Oxa gekoppelten Agarosebeads
(Abbildung 75 A) die Elution von Zielproteinen verhindern wiirde und weil die Reproduzierbarkeit der
damit gewonnenen Ergebnisse im Vergleich am schlechtesten abschnitt, wird diesem Versuch die
geringste Relevanz zugeordnet (Abbildung 76). Eine deutlich bessere Reproduzierbarkeit zeigten die
Ansatze unter Verwendung eines DM-Oxa Alkins bzw. eines DM-Oxa-Diazirin-Azids. Zudem wurde
in beiden Fallen nur Proteine als mdgliche Kandidaten ausgewahlt, die durch Zugabe einer hohen
Menge an nicht-funktionalisiertem DM-Oxa signifikant weniger abundant waren. Dies deutet auf eine
Verdrangung des DM-Oxa-Alkins bzw. des DM-Oxa-Diazirin-Azids weg vom Zielprotein hin, da es mit
der hohen Menge an nicht-funktionalisiertem DM-Oxa konkurriert. Ein solches Verhalten ist ein
Hinweis auf eine spezifische Bindung zwischen Oxa und dem jeweiligen Protein, da nur bei direkter
Konkurrenz eine Beeinflussung durch die hohe Menge an DM-Oxa beobachtet werden sollte.
Unspezifisch bindende Proteine kdnnen so besser ausgeschlossen werden. Am unabhangigsten von
der Art der Bindung zwischen DM-Oxa und Zielproteinen ist die Verwendung des DM-Oxa-Diazirin-
Azids, da hier eine kovalente Kopplung erreicht werden kann. Au3erdem bietet dieser Ansatz den
Vorteil, dass auch unter denaturierenden Bedingungen gearbeitet werden kann. Das eliminiert eine
weitere mogliche Fallgrube: Wird der Teil der Sonde durch ein Zielprotein verdeckt, der an das
Saulenmaterial bindet, so kann unter nativen Bedingungen keine Anreicherung des Zielproteins
erreicht werden. Dies kdnnte ein mdgliches Problem bei der Verwendung des DM-Oxa-Alkins in

Verbindung mit Biotin sein.
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Abbildung 76 Vergleich der drei durchgefiihrten Pulldown-Versuche. Die Unterschiede der drei Versuche ergeben sich durch die dazu
verwendeten DM-Oxa Derivate. Die Verwendung einer DM-Oxa funktionalisierten Agarose flhrte zur Identifikation von sechs mdglichen
Zielproteinen. Allerdings muss beachtet werden, dass es hier zur sterischen Hinderung der Bindung von DM-Oxa an Zielproteine durch
den massiven Linker kommen kdnnte. Da hier keine Kopplung durchgefiihrt wurde, werden nicht-kovalent gebundene Zielproteinen
unter Umstanden verloren. Ein weiterer Ansatz involvierte Alkin-funktionalisiertes DM-Oxa, das nach Bindung mdglicher Zielproteine
Uber Kupfer-katalysierte Click-Chemie an Biotin gekoppelt wurde. So konnte ein Pulldown an Streptavidinbeads durchgefiihrt werden.
Dariiber konnten drei mogliche Zielproteine identifiziert werden. Hier wurde auerdem erstmals eine Verdrangung durch unverandertes
DM-Oxa durchgefiihrt, um spezifische Bindungen identifizieren zu kdnnen. Vorteil dieses Ansatzes ist, dass kein grofier Linker benétigt
wird. Dieser wird erst nach Bindung von DM-Oxa an Zielproteine durch eine Click-Reaktion eingefiihrt. Als Drittes wurde ein DM-Oxa
Derivat verwendet, das neben einer Gruppe flr die Kupfer-katalysierte Click-Chemie einen photoaktivierbaren Linker in Form eines
Diazirins enthéalt. Nach Pulldown an Hydrazin-spaltbarer Alkin-Agarose konnten zwdlf Proteine identifiziert werden. Obwohl auch hier
ein massiver Linker notwendig ist, birgt dieser Ansatz Vorteile durch die kovalente Kopplung an das Zielprotein und an die Beads.
Dadurch kénnen zahlreiche Waschschritte durchgefiihrt werden. Auch die Reproduzierbarkeit der Replikate zeigte eine gute
Ubereinstimmung. Auch hier wurde mit einer Verdrangung durch unverandertes DM-Oxa gearbeitet, um spezifisch-bindende Proteine
zu identifizieren.

Unter Verwendung des DM-Oxa-Diazirin-Azids konnten zwolf Proteine identifiziert werden. Darunter
sind zwei Pseudogene (HSP90B2P, EEF1A1P5). Pseudogene sind Gene, die vermutlich im Laufe
der Evolution ihre Funktion durch Mutationen oder Silencing verloren haben (Troskie et al. 2021). Da
Pseudogene eine hohe Homologie zu den entsprechenden funktionalen Proteinen aufweisen kdnnen,
ist eine falsche Zuordnung der Peptide eine mdgliche Ursache fur deren Identifikation. Allerdings ist
auch bekannt, dass einige Pseudogene intakte reading frames enthalten und daher auch die
entsprechenden Proteine oder Proteinfragmente gefunden werden kénnen (Troskie et al. 2021; Chen
et al. 2020b). Auffallig wird bei Betrachtung der identifizierten Proteine, dass drei Isoformen von

HSP90 gefunden wurde. Auch bei der Analyse markierter Proteine nach Kopplung von DM-Oxa-
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Diazirin und Kupfer-katalysierter Bindung an eine fluoreszierende AF647-Sonde wurden HSP90
Peptide gefunden (Abbildung 35). Sie co-eluierten mit Massen, die durch in silico Fragmentierung
des DM-Oxa-Diazirin-AF647 Komplexes gemessen werden konnten. Als fluoreszierende
Komponente der ausgeschnittenen Gelbande wurde aufgrund der hohen Abundanz in Zellen HSP90
angenommen. HSP90 kann ca. 1-2 % des Proteoms ausmachen (Hoter et al. 2018) und ist daher
mdoglicherweise als einziges Protein in diesem Versuch identifizierbar. Eine hohe Abundanz des
Proteins bedingt auch eine hohe Abundanz der DM-Oxa-Diazirin-AF647 Fragmente, wodurch diese
detektierbar waren. Dementsprechend kann durch die ldentifikation von DM-Oxa-Diazirin-AF647
Fragmenten also kein Protein ausgeschlossen, da sowohl die Sichtbarkeit im Gel als auch die
Identifikation mittels Massenspektrometrie durch eine geringe Abundanz von Zielproteinen verhindert
sein kénnte. Dennoch bestatigt die Identifikation von HSP90 Peptiden den Status des Proteins als
mdogliches Target von DM-Oxa.

Aufgrund der nicht Ubereinstimmenden Ergebnisse zwischen den verschiedenen Pulldown
Versuchen muissen jedoch letztendlich weitere Ergebnisse, wie die der mMRNA-Sequenzierung und

der Proteom-Analyse berticksichtigt werden.

5.3.2. Wirkung auf Proteom und mRNA-Expression

Die Analyse der mRNA-Expression und des Proteoms mit und ohne Zugabe von Oxa ermoglich es
nicht nur Informationen Uber moégliche Targets, sondern auch Erkenntnisse Uber den generellen
Einfluss von Oxa auf die Zelle zu gewinnen. Die Sequenzierung der mRNA erfolgte in zwei Zelllinien,
HepG2 und BEAS-2B sowie mit drei unterschiedlichen Stimulationen und ohne Stimulation. Die
erfolgreiche Induktion durch die ausgewéahlten Zytokine konnte nachgewiesen werden. Die PCA
zeigte auRerdem eine hohe Ubereinstimmung der Replikate. Im Rahmen der Untersuchung der
Genexpression konnte gezeigt werden, dass auch ohne vorherige Stimulation der Zellen bestimmte
Prozesse angereichert sind. Bei Betrachtung der angereicherten Prozesse zeigen sich Unterschiede
zwischen den Zelllinien. So ist beispielsweise fur die Krebszelline HepG2 unter den signifikant
veranderten Transkriptmengen eine Anreicherung von mRNA zu finden, die die Apoptose regulieren.
Bei der Betrachtung dieser Daten muss allerdings berticksichtigt werden, dass die hier verwendeten
Zelllinien durchaus auch Unterschiede zu Primarzellen aufweisen (Ekstrand-Hammarstrom et al.
2012; Han et al. 2020).

Es werden aber auch Ubereinstimmungen zwischen den Zelllinien sichtbar: Am starksten
hochreguliert zeigten sich fur beide Zelllinien Prozesse, die mit der Proteinfaltung zusammenhangen.
Passend dazu gehéren viele der am starksten hochregulierten mRNA zu Hitzeschockproteinen
(Abbildung 50 und Abbildung 51).

Dieses Bild wird auch durch ein Enrichment auf KEGG-Signalwege bestatigt. Dort ist vor allem der

Prozess ,protein processing in endoplasmic reticulum® angereichert. Dies ist fur beide Zelllinien der
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Fall und kann auch nach Stimulation fast unverandert beobachtet werden (Abbildung 52 und
Abbildung 53). Diese Anreicherung ist in Abbildung 77 fir TGF-B1 induzierte BEAS-2B-Zellen
stellvertretend visualisiert. Proteine, deren entsprechende Genexpression durch DM-Oxa Applikation
signifikant verandert wurde, sind farbig markiert.
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Abbildung 77 Einfluss von DM-Oxa auf die mRNA von Proteinen, die flir die Proteinfaltung im ER relevant sind. Markiert sind Proteine,
von denen die Expression des zugehdrigen Gens durch DM-Oxa Applikation in TGF-induzierten BEAS-2B signifikant verandert wurde.
Die Grafik zeigt den KEGG Signalweg hsa04141, erstellt mit pathview (Luo and Brouwer 2013). Die Farbintensitat impliziert die relative
Anderung durch DM-Oxa Applikation (log2FC).

Veranderungen auf mRNA Ebene miissen nicht mit Anderungen auf Proteinebene einhergehen
(Bauernfeind and Babbitt 2017; Liu et al. 2016). Allerdings zeigt sich bei Betrachtung der
Proteomdaten aus TGF-1 induzierten BEAS-2B durch Applikation von DM-Oxa ein &@hnliches Bild.
Aufgrund der geringeren Aufldsung von Proteom-Analysen sind erwartungsgemafd insgesamt

weniger Proteine signifikant verandert, als es bei der Analyse der mRNA der Fall war.
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Abbildung 78 Einfluss von DM-Oxa auf die Proteinfaltung im ER in TGF-B1 stimulierten BEAS-2B. Markiert sind Proteine, deren
Abundanz durch DM-Oxa Applikation signifikant verandert wurde. Die Grafik zeigt den KEGG Signalweg hsa04141, erstellt mit pathview
(Luo and Brouwer 2013; Kanehisa and Goto 2000). Die Farbintensitat impliziert die relative Anderung durch DM-Oxa Applikation
(log2FC).

Es ist bekannt, dass die Hochregulation von Hitzeschockproteinen durch bestimmte chemische
Verbindungen als Teil der Stressantwort ausgeldst werden kann (Gupta et al. 2010). Reguliert wird
die Expression vieler Hitzeschockproteine unter anderem durch die Faktoren HSF1 und HSF2
(heat shock factor) Uber das HSE (heat shock element). Die Expression des stress-induzierten
HSP90AA1 kann beispielsweise ebenfalls Gber NF-kB erfolgen (Lang et al. 2021). HSF1 wurde nicht
als potenziell beeinflusster Transkriptionsfaktor identifiziert: Die Abundanz des HSF1 Proteins wurde
durch Applikation von DM-Oxa nicht signifikant verdndert, auch die Transkriptmenge blieb
unbeeinflusst. In der Vergangenheit wurde bereits mithilfe eines Reportervektors, der ein
synthetisches Bindeelement fir Hitzeschockfaktoren enthélt, eine mogliche Aktivierung von HSF
durch Oxa getestet. In diesem Versuch konnte keine erhdhte Aktivitdt von HSF in HepG2-Zellen
festgestellt werden (Rohr 2019). Fir HSF2 konnte hingegen in dieser Arbeit eine signifikante, aber
geringe Induktion (FC=1,51; FDR=0,004) der Expression durch DM-Oxa Behandlung festgestellt
werden. Eine ahnliche Veranderung wurde auch auf Proteinebene gemessen, wenn auch nicht
signifikant (FC=1,35; FDR=0,095). Eine Erh6hung der HSF2 Proteinmenge kdnnte durch N-terminale
HSP90-Inhibition bedingt werden (Prince et al. 2018). Die Erhéhung der HSF2 Expression und

Translation muss jedoch nicht mit einer erhéhten Aktivitat einhergehen, da die Aktivierung von HSF
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ein komplexer Mechanismus ist, der auf verschiedenen Leveln reguliert wird (Gomez-Pastor et al.
2018). Die leichte Hochregulation von HSF2 kdnnte also ein erneuter Hinweis darauf sein, dass DM-
Oxa mit HSP90 interagiert.

Neben der Hochregulation von Chaperonen und Co-Chaperonen konnten auch inhibitorische Effekte
auf die Genexpression und Proteinabundanz durch DM-Oxa Behandlung beobachtet werden. In
HepG2 war hier die starke Hemmung der CYP1A1 Expression auffallig, die unabhéngig vom Stimulus
der Zellen auftrat. Auch dieser Effekt konnte mit einer Inhibition von HSP90 zusammenhéngen: Die
Regulation der Expression von CYP1A1 erfolgt Uber den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AHR). Dieser
ist ein Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor, der eine Vielzahl an biologischen Prozessen
reguliert. Der Rezeptor wird als hochrelevant fur die Erhaltung der Gewebehomdéstase angesehen
(Rothhammer and Quintana 2019). Im inaktiven Zustand liegt AHR an HSP90 gebunden vor. Bei
Aktivierung durch einen Liganden kommt es zu einer Dissoziation dieses Komplexes und zur
Translokation von AHR in den Nucleus, wo es die Expression von unter anderem CYP1Al und
CYP1B1 induziert (Rothhammer and Quintana 2019). Eine Inhibition von HSP90 kann die AHR
Aktivitat verringern und so die Induktion von CYP1A1 und CYP1B1 verhindern (Mohebati et al. 2012).
In BEAS-2B wurde keine signifikante Hemmung der CYP1Al Expression festgestellt, was
wahrscheinlich durch die vergleichsweise geringe Abundanz von CYP1A1l Proteinen und mRNA in
dieser Zelllinie begrundet liegt. Es wurde allerdings durch DM-Oxa Behandlung in BEAS-2B eine
signifikante Reduktion der CYP1B1-Abundanz auf Proteinebene festgestellt.

Insgesamt wurden fur beide Zelllinien Gbereinstimmend der TNF-Signalweg durch DM-Oxa
Behandlung signifikant veréandert. Auch auf Proteinebene konnte Gleiches beobachtet werden.
Beispielhaft dargestellt wurde hier die Anderung durch DM-Oxa Applikation auf TGF-B1 induzierte
BEAS-2B-Zellen (Abbildung 79 und Abbildung 80).
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Abbildung 79 Einfluss von DM-Oxa auf die mRNA von Proteinen, die im TNF-Signalweg relevant sind. Markiert sind Proteine, von denen
die Expression des zugehorigen Gens durch DM-Oxa Applikation in TGF-induzierten BEAS-2B signifikant verandert wurde. Die Grafik
zeigt den KEGG Signalweg hsa04668, erstellt mit pathview (Luo and Brouwer 2013; Kanehisa and Goto 2000). Die Farbintensitat
impliziert die relative Anderung durch DM-Oxa Applikation (log2FC).

Diese Ergebnisse decken sich mit den initialen Reportergenversuchen der das Design dieser
Versuchsreihe motivierte. ErwartungsgemaR sind Anderungen auf mRNA-Ebene starker und
zahlreicher als auf Proteinebene. Anderungen die wichtige Transkriptionsfaktoren betreffen bleiben
jedoch auch auf Proteinebene sichtbar, sofern die Auflésung des Massenspektrometers die initiale
Identifikation zuldsst. So wird beispielsweise die Expression und Abundanz der
Transkriptionsfaktoren JUN und JUNB signifikant reduziert. Diese sind Teil des zentralen
Transkriptionsfaktors AP-1. Eine geringe, aber signifikante Induktion von p38 wird aulerdem auch
auf Proteinebene sichtbar (FC=1,17). Diese ist auch auf mMRNA-Ebene zu beobachten. In der
Vergangenheit wurde bereits gezeigt, dass die Phosphorylierung und damit Aktivierung von p38 nach
Induktion mit einem Gemisch aus IFN-y, TNF-a und IL-13 in HMC (Humane mesangiale Zellen) Zellen
durch DM-Oxa gehemmt wird (Rohr 2019).
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Abbildung 80 Einfluss von DM-Oxa auf Komponenten des TNF Signalweg in TGF-B1 stimulierten BEAS-2B. Markiert sind Proteine,
deren Abundanz durch DM-Oxa Applikation signifikant verandert wurde. Die Grafik zeigt den KEGG Signalweg hsa04668, erstellt mit
pathview (Luo and Brouwer 2013; Kanehisa and Goto 2000). Die Farbintensitat impliziert die relative Anderung durch DM-Oxa
Applikation (logzFC).

Uber ein Korrelationsnetzwerk wurde ermittelt, welche Transkriptionsfaktoren fiir die Anderungen
verantwortlich sein konnten, die auf mMRNA-Ebene beobachtet wurden. Dazu wurde die Datenbank
TFLink verwendet (Liska et al. 2022). Im Rahmen dieser Analyse fielen besonders die beiden
Transkriptionsfaktoren FOXO3 und ETS2 auf. Diese regulieren einige besonders auffallige
Transkripte bzw. Proteine, wie z.B. JUN. Ein direkter Einfluss auf die Hochregulation von
Hitzeschockproteinen ist fiir diese Transkriptionsfaktoren jedoch nicht bekannt. Dies deutet darauf
hin, dass DM-Oxa vermutlich mehrere Targets hat, denn durch die Interaktion mit nur einem Target
lasst sich die sehr breite Wirkung von DM-Oxa kaum erklaren. Aul3erdem wurden potenzielle
Kandidaten unter Einbezug der STITCH Datenbank identifiziert. Neben zahlreichen
Hitzeschockproteinen, die alle hochreguliert waren, wurden folgende Kandidaten auffallig stark
runterreguliert: EGR1, ID1 und JUNB. Diese drei Proteine und die Transkriptionsfaktoren FOXO3 und

JUNB konnen daher als interessante Kandidaten fur weitere Versuche angesehen werden.
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5.3.3. HSP90 Interaktion
HSP90 zeigte sich sowohl in Pulldown-Versuchen als auch in mRNA und Proteom Analysen als
potenzielles Target von DM-Oxa. Daher wurde eine Co-Immunprazipitation mit HSP90 Antikdrpern
durchgefuhrt. So konnte analysiert werden, ob die Bindung bestimmter Proteine an das
Hitzeschockprotein verandert wird. Dies kdnnte ein Hinweis auf eine mdgliche Blockade dieser
Bindestelle durch DM-Oxa sein. Uber 400 zellulare Proteine interagieren mit HSP90, darunter
zahlreiche Kinase und Uber 20 Co-Chaperone (Taipale et al. 2010). Nach Applikation von Oxa
konnten eine signifikante Anderung von 100 Interaktoren festgestellt werden. Dabei ist jedoch zu
beachten, dass auch die Aktivierung bestimmter Proteine zu einer Dissoziation von HSP90 flhrt.
Diese Aktivierung kann durch die Applikation von DM-Oxa erfolgen, unabhangig von einer Blockade
von Bindestellen an HSP90.
Aufféallig ist, dass nach der Co-Immunprazipitation an HSP90 die Mehrzahl der Veranderungen
Verringerungen der Proteinabundanz darstellen. Nur wenige Proteine werden nach DM-Oxa
Behandlung zahlreicher gefunden. Haufiger gefunden wurde beispielsweise der Transkriptionsfaktor
FOXO3, der auch in der Untersuchung der mRNA-Expression bereits als co-regulierender
Transkriptionsfaktor identifiziert wurde. Zudem konnte eine erhéhte Abundanz des
Hitzeschockprotein HSPH1 detektiert werden. Eine hochsignifikante Hochregulation der HSPH1
Transkriptmenge und Proteinabundanz konnte auch bereits zuvor detektiert werden und kénnte die
erhéhte Abundanz in diesem Versuch erklaren.
Besonders interessant ist die signifikant verringerte Abundanz des Gluocorticoidrezeptors NR3C1:
Der Liganden-aktivierte Glucocorticoidrezeptor NR3C1 reguliert als Transkriptionsfaktor essenzielle
Prozesse, zusammenhangend mit Inflammation, Proliferation und Differenzierung (Fryer and Archer
1998). Fir die korrekte Faltung dieses Proteins ist HSP90 essenziell. Erst durch die Interaktion mit
HSP90 kann NR3C1 zu einer Liganden-zuganglichen Form maturieren (Aoyagi and Archer 2005).
Nach Bindung eines Liganden an NR3CL1 dissoziiert der Komplex und das Protein transloziert als
Dimer in den Nucleus, wo es als Transkriptionsfaktor die Genexpression reguliert. Die Aktivierung
dieses Prozesses hat anti-inflammatorische Wirkung, unter anderem durch die Repression pro-
inflammatorischer Prozesse wie beispielsweise der NF-kB induzierten Genexpression (Gerber et al.
2021). Die Aktivierung des Glucocorticoidrezeptors erfolgt durch Glucocorticoide. Diese gehéren zu
den stérksten anti-inflammatorischen Medikamenten und werden in der Behandlung zahlreicher
Krankheiten verwendet (Hardy et al. 2020; McMaster and Ray 2008). Eine Aktivierung von NR3C1
durch DM-Oxa ist unwahrscheinlich, da Liganden dieses Rezeptors Glucocorticoide sind. Die
veranderte Abundanz scheint also eher auf eine Blockade der Bindestelle hinzuweisen.
Ein weiteres Protein, das im Kontext besonders heraussticht, ist der Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor. Wie
zuvor beschrieben induziert dieser die Expression von CYP1A1 und CYP1A2 und war durch DM-Oxa
Applikation signifikant geringer abundant. Betrachtet man jedoch die Daten der mRNA-

Sequenzierung, so erkennt man eine hochsignifikante Reduktion der CYP1A1-mRNA in HepG2. In

128



Diskussion

BEAS-2B-Zellen wurde eine signifikante Reduktion der CYP1B1-Proteinabundanz durch DM-Oxa
Behandlung festgestellt. Dies spricht also fir eine geringere Aktivitat der AHR, die beispielsweise
durch eine Inhibition der Bindung an HSP90 begrundet sein konnte. Die Bindung an HSP90 erhalt
die aktive Form dieses Rezeptors.

Insgesamt gibt es zahlreiche Veranderungen der HSP90-Interaktoren durch Applikation von DM-Oxa.
Zudem gibt eine in silico Analyse mogliche Bindestellen von DM-Oxa an HSP90 Hinweise auf eine
mdogliche Interaktion. Trotz aller Indizien bleiben zuséatzliche Versuche, die die Interaktion direkt

nachweisen weiterhin notwendig.

5.4. Charakterisierung von Perylenchinonen aus Alternaria sp.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Substanzen aus der Gruppe der Perylenchinone auf
biologische Aktivitat untersucht. Perylenchinone sind bioaktive Pigmente, die haufig aus Pilzen isoliert
werden, beispielsweise aus Pilzen der Gattung Alternaria (Weiss et al. 1987). Viele dieser Pilze leben
als Pathogen auf Pflanzen, es gibt aber auch saprophytische Arten (Kiick and Nowrousian 2009).
Alternaria ist dafiir bekannt, potente Toxine, wie verschiedene Altertoxine und Alternariol, zu
produzieren (Fleck et al. 2012). Da Alternaria-Arten haufig auf pflanzlichen Lebensmitteln zu finden
sind und auch Wéande befallen kénnen, ist die Einschatzung der Toxizitat von Alternaria-Metaboliten
von hohem Interesse (Patriarca 2016). Aufgrund der geringen Datenlage werden Alternaria-Toxine
durch die European Food Safety Authority als sogenannte ,emerging toxins® eingestuft, es existieren
daher diesbezuglich keine verbindlichen Regularien (Aichinger et al. 2021). Einige Perylenchinone
werden, wie bereits in 4.8.2 beschrieben, zur Behandlung bestimmter Krebsarten eingesetzt, da sie
nach Bestrahlung zur Apoptose behandelter Zellen fihren.

Die hier getesteten Perylenchinone zeigen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu Altertoxinen.
Altertoxin | und Substanz 1 zeigten eine deutliche Toxizitat, wahrend Substanz 3 keine toxischen
Effekte hervorruft. Substanz 2 konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht werden, da
sie nicht in ausreichender Menge durch den Pilz hergestellt wird. Die Produktionsmenge kdnnte
maoglicherweise durch Anpassung der Kulturbedingungen verbessert werden (Bode et al. 2002).
Substanz 1 und ATX-1 zeigen eine deutliche Induktion des ARE-Reporters in BEAS-2B Zellen. Die
Aktivierung des ARE durch ATX-l wurde in CHO Zellen hingegen nicht beobachtet (Jarolim et al.
2017). Dies konnte jedoch durch die héhere Sensibilitdt der Lungenepithel-Zelllinie BEAS-2B,
begriindet sein. Da bekannt ist, dass einige Altertoxine die Inhibition von NF-kB bewirken (Cuadrado
et al. 2019; Del Favero et al. 2020), wurde dies zuséatzlich untersucht. Es konnte jedoch kein Einfluss
auf den verwendeten Reporter beobachtet werden. Die oxidative Wirkung von Substanz 1 und ATX-
1 konnte in verschiedenen weiteren Versuchen bestatigt werden. Auch die deutlich erhéhte Detektion
der HMOX1 mRNA und die entsprechend erhéhte Abundanz des Proteins nach Applikation von

Substanz 1 und ATX-1 deutet auf eine Hochregulation der antioxidativen Antwort hin. Die Ursache
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hierfur liegt wohl im Versuch der Bewadltigung des oxidativen Stresses, der durch die Naturstoffe
ausgeldst wird.

Im Gegensatz zu ATX-l und Substanz 1, zeigte Substanz 3 keine Induktion der ARE-abhangigen
Luciferase-Expression. Wurde der Nrf2-ARE Signalweg jedoch durch Applikation von 1,4-
Benzochinon induziert, so konnte eine Inhibition der ARE-Aktivitat beobachtet werden. Dennoch
konnte nach Applikation von Substanz 3 eine leichte Erh6hung des oxidativen Stresses in Comet-
und 2,7-Dichlorhydrofluorescein-Versuchen nachgewiesen werden. Durch Applikation von
Substanz 3 konnte eine signifikante Reduktion der SOD3 mRNA beobachtet werden. Womdglich fuihrt
die verringerte Abundanz des antioxidativen Proteins SOD3 zu erhdhtem oxidativem Stress, der in

den zuvor erwahnten Versuchen nachgewiesen werden konnte.

5.5. Ausblick

5.5.1. Oxacyclododecindion
Im Rahmen dieser Arbeit konnten neue Erkenntnisse sowohl Giber Struktur-Wirkungsbeziehungen als
auch tUber mdgliche Targets von Oxa und Oxa-Derivaten gewonnen werden. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Funktionalisierung an Position 5 zur Identifikation von Interaktoren im Falle von
Oxa nicht geeignet ist (Abbildung 81). Stattdessen wurde eine Funktionalisierung an Position 15
bevorzugt. Obwohl inzwischen viel tber Struktur Wirkungsbeziehungen von Oxa bekannt ist, ware
die Testung eines 13-Hydroxy-Derivats mit 14R, 15S Konformation interessant, um zu bestétigen,

dass die optimale Konformation dieser Stereozentren essenziell fur die Aktivitdt von DM-Oxa ist.

Abbildung 81 Der Naturstoff Oxacyclododecindion. Gelb markiert sind Reste, deren Anderung zu einem deutlichen Verlust der
biologischen Aktivitat fiihrt. Griin markiert sind Reste, deren Anderung keinen massiven Verlust der Aktivitat zur Folge hat. Zu beachten
ist besonders an Position 13 und 14 jedoch die Ausrichtung der Stereozentren.

Es konnten einige Kandidaten als mdgliche Targets von DM-Oxa identifiziert werden, die naher
untersucht werden sollen. Darunter vor allem FOXO3, da es auch in SLE, einer Krankheit, auf die
DM-Oxa einen positiven Effekt zeigt relevant ist: In SLE ist dieser Transkriptionsfaktor runterreguliert,
eine hohere FOXO3 Aktivitat zeigte sich vorteilhaft in SLE (Kim et al. 2022; Lu et al. 2016). Auch

besonders stark verédnderte Signalwege, wie der TNF-Signalweg sollten in der Zukunft naher
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betrachtet werden. Da die Signaltransduktion haufig auf der Aktivitat von Kinasen beruht, sollten
Anderungen in der Phosphorylierung analysiert werden. Dazu eignet sich z.B. die Methode der
Phosphoproteomik: Hier werden Anderungen im Phosphorylierungsstatus von Proteinen
massenspektrometrisch erfasst. Zuvor kann eine Anreicherung von Phosphopeptiden erfolgen
(Bekker-Jensen et al. 2020). Die Probenaufbereitung fur diese Analyse ist jedoch komplex und
erfordert eine vorherige Optimierung. Die erfolgreiche Analyse des Phosphoproteoms ermdglicht
dann im Optimalfall die weitere Analyse des mode-of-action, die Vorhersage von toxischen Effekten
und die Identifikation von Targets (Morris et al. 2014).

Zieht man in Betracht, dass die Anzahl an Proteinen, mit denen ein Wirkstoff interagiert laut
Datenbanken durchschnittlich bei ca. sechs liegt, aber auch in den dreistelligen Bereich gehen kann,
ist die Bestatigung von Kandidaten eine komplexe Aufgabe (Hu et al. 2014; Hu et al. 2015; Wang et
al. 2015). Die Identifikation der Zielproteine ist zwar nicht unbedingt fur die Zulassung eines Wirkstoffs
notig, die Kenntnis dartber ist jedoch vorteilhaft, um off-Target Effekte abschatzen zu kdnnen.
Methoden zum direkten Nachweis einer Interaktion, wie beispielsweise der thermal shift assay (TSA)
oder die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) sind dabei zu bevorzugen, da sie ohne

oder mit minimaler Funktionalisierung des Wirkstoffs auskommen:

1. SPR: Bei dieser Methode wird einer der zwei zu untersuchenden Interaktionspartner an eine
Oberflache gebunden. Dies kann Uber verschiedene Methoden erfolgen, wie hydrophobe
Wechselwirkungen oder kovalente Kopplung (z.B. durch Click-Chemie). Der zweite
Interaktionspartner, meistens der zu untersuchende Wirkstoff, wird Uber die Oberflache
transportiert. So kann nicht nur beantwortet werden ob eine Bindung stattfindet, sondern auch
die Affinitat der beiden Interaktionspartner zueinander analysiert werden (Jadhav et al. 2020).
AuRerdem kann SPR Imaging in Kombination mit Protein Microarrays verwendet werden, um
die Bindung von Wirkstoffen an Zielproteine zu detektieren, ohne diese vorher

funktionalisieren zu missen (Zhou et al. 2018).

2. TSA: Diese Methode beruht auf dem Prinzip, dass die Bindung eines Molekiils an ein Protein,
dessen thermodynamische Eigenschaften verandert. Dies ist durch eine Anderung in der
Schmelzkurve detektierbar. Eine Anderung in der Schmelzkurve eines Proteins deutet auf die
Bindung des Wirkstoffs hin. Die Methode kann auch in Zellen oder komplexen
Proteingemischen angewendet werden und wird dann als cellular thermal shift assay (CETSA)
bezeichnet (Martinez Molina et al. 2013). Eine Funktionalisierung der Leitstruktur ist in dieser
Methode nicht erforderlich. Einem Zellextrakt oder Proteingemisch wird ein Wirkstoff
zugegeben und das Gemisch bei aufsteigender Temperatur inkubiert. Nach jeder
Temperaturerhohung erfolgt die Trennung von l6slichem und unldslichem Protein durch

Zentrifugation oder Filtration. In der I@slichen Fraktion kdnnen dann entweder durch
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Massenspektrometrie oder, bei bekannten Kandidaten, durch Western Blot Anderungen
detektiert werden (Jafari et al. 2014). Es gibt allerdings auch Proteine, deren Schmelzkurve
durch Bindung eines Stoffs nicht beeinflusst wird. AuRerdem sagt eine Anderung in der
Temperatursensitivitét nichts tber die Bindeaffinitat von Protein und Wirkstoff aus (Friman
2020). Diese muss zusatzlich bestimmt werden.

Sowohl CETSA als auch SPR kdnnten im Falle von DM-Oxa zur Validierung von Target Kandidaten
angewendet werden. Das zur Bindung an eine SPR-Matrix bendtigte Oxa-Derivat lage bereits vor:
DM-Oxa-Alkin kdnnte einfach Uber Kupfer-katalysierte Click-Chemie an eine Azid-funktionalisierte
Matrix gebunden werden. Allerdings kénnen fur diese Methode auch die méglichen Targetproteine
an die Matrix gebunden werden. Durch CETSA konnte beispielsweise eine Bindung an HSP90 Uber
Western Blot nachgewiesen werden, ohne dass dazu ein spezielles Gerat benétigt wird. Auch andere
in dieser Arbeit identifizierten Kandidaten, wie JUNB, ID1, EGR1 und FOXO3 kdnnten Uber die

genannten Methoden auf eine direkte Interaktion hin untersucht werden.

5.5.2. HSP90 als therapeutisches Target

HSP90 ist essenziell fur die zellulare Proteostase. Eine abnorme Funktion oder Abundanz von HSP90
hat daher weitreichende Folgen fir die Zelle. Es lUiberrascht daher nicht, dass dieses Protein in hohen
Mengen in der Zelle vorliegt und essenziell fir die normale Zellfunktion ist. Erhéhte HSP90-Level
kénnen haufig in Krebserkrankungen beobachtet werden (Birbo et al. 2021). Aufgrund dieser
Eigenschaften ist HSP9O0 ein vielerforschtes Target in der Behandlung verschiedener Erkrankungen.
Obwohl bereits einige HSP90 Inhibitoren bekannt sind, gibt es bisher keine zugelassene
Monotherapie mit HSP90 Inhibitoren (Birbo et al. 2021). Dennoch gibt es nach wie vor
vielversprechende Ansétze, bekannte Inhibitoren zu modifizieren oder neue zu finden, die in Zukunft
zur Therapie eingesetzt werden kdnnen (Sanchez et al. 2020; Bickel and Gohlke 2019; Wang et al.
2023).

HSP90 ist hauptsachlich aus drei konservierten Domé&nen aufgebaut: die N-terminale Domane, die
C-terminale Domane und die Mitteldomane. Wéhrend die N-terminale Dom&ane ATP-Bindestellen
enthalt, ist die C-terminale Doméne fur die Dimerisierung notwendig (Hoter et al. 2018).

Ein bekannter Inhibitor von HSP90, Geldanamycin, bindet die N-terminale Domane des Proteins und
verhindert so die Bindung von ATP. Eine Inhibition der N-terminalen ATP-Bindedoméne fiihrt dazu,
dass interagierende Proteine nicht gefaltet werden kénnen und daher im Proteasom degradiert
werden (Mendillo et al. 2020). Zuséatzlich dazu fiihrt die Applikation von Geldanamycin und anderen
N-terminalen Inhibitoren zu einer Induktion der Hitzeschutzantwort durch HSF-1 und HSF-2 (Kim et

al. 1999; Prince et al. 2018). Die Hitzeschutzantwort hat jedoch eine zytoprotektive Wirkung und ist
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daher fir die Behandlung von Krebserkrankungen, in denen der Zelltod veranderter Zellen
herbeigeflihrt werden soll, kontraproduktiv.

Auch die Inhibition der C-terminalen Domé&ne des Proteins kdnnte therapeutisch Anwendung finden,
da so die Faltung von interagierenden Proteinen verhindert wird, ohne die Hitzeschockantwort
auszulésen (Bickel and Gohlke 2019). Je nach Anwendungsbereich wurden auch Inhibitoren
entwickelt, die die Faltung von Interaktoren nicht beeinflussen, aber die Hitzeschockantwort auslésen.
Diese sind hilfreich, wenn eine zytoprotektive Wirkung gewtinscht ist, wie beispielsweise im Rahmen
von neurodegenerativen Erkrankungen (Mendillo et al. 2020).

Abgesehen von N- und C-terminalen Inhibitoren von HSP90, sind bestimmte Naturstoffe bekannt, die
die Interaktion des Chaperons mit Co-Chaperonen unterbrechen. Uber den genauen Mechanismus
dieser relativ neuen, alternativen HSP90 Inhibitoren ist jedoch noch wenig bekannt (Bickel and Gohlke
2019).

Sollte HSP90 sich also als Target von Oxa und Oxa-Derivaten herausstellen, so sollte
herausgefunden werden, an welcher Stelle des Chaperons die Bindung stattfindet. Dazu kdnnte eine
Kristallstrukturanalyse durchgefiihrt werden, wie es in der Vergangenheit auch fur den HSP90
Inhibitor Geldanamycin publiziert wurde (Stebbins et al. 1997). Eine Induktion der Hitzeschutzantwort
konnte fir DM-Oxa zwar beobachtet werden, diese involviert jedoch anscheinend nicht HSF-1 bzw.
HSF-2, wie es fur N-terminale Inhibitoren typisch ist, da keine erhdhte Aktivitdt des HSE festgestellt

werden konnte. Dies sollte in Zukunft naher evaluiert werden.

5.5.3. Perylenchinone

Obwohl Modulatoren des Nrf2-ARE Signalwegs potenziell klinische Anwendung finden kdnnten,
zeigen die hier getesteten Perylenchinone keine Eigenschaften, die eine Eignung fir diesen Einsatz
vermuten lassen. Substanz 3, die zwar keine signifikanten toxischen Effekte induzierte, scheint am
interessantesten fir eine weitere Untersuchung zu sein. Die unspezifische Induktion oxidativer
Prozesse kdnnte beispielsweise naher evaluiert werden. Dennaoch ist auch hier das Potenzial fir eine
klinische Anwendung insgesamt gering.

Die hier erhobenen Daten zur Zytotoxizitat zeigen erneut, dass durch Alternaria produzierte Toxine
potenziell die Sicherheit kontaminierter Nahrungsmittel einschréanken. Die zugrundeliegenden
Mechanismen fur die starke zytotoxische Wirkung der Perylenchinone ist daher von gro3em Interesse

und sollte zukiinftig n&her analysiert werden (Aichinger et al. 2021).
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7. Anhang

Tabelle 12 Kandidaten, die Targets sind, oder mdgliche direkte Interaktoren von Targets sein kénnten. Stitch-Count: Anzahl der
Verbindungen, die diesen Kandidat nachweislich als Target haben. Dabei wurden nur Eintrage berlicksichtigt, die nur einen Konfidenz
Score von mindestens 800 haben. Ist der jeweilige Kandidat signifikant hochreguliert, so steht eine 1 in der entsprechenden Zeile. Bei
signifikanter Runterregulation ist eine -1 eingetragen.

Label Stitch- | Beas Beas Beas | Beas | Hep | Hep Hep Hep | (down,up)
Count | Neg TGF-b | IL-4 Mix Neg | TGF-b | IL-4 Mix
HSP90AA1l 477 1 1 1 1 1 1 1 1/(0,8)
HSP90AB1 90 1 1 1 1 1 1 1 1/(0,8)
HSPB1 79 1 1 1 1 1 1 1 1 (0,8)
HSPAS 77 1 1 1 1 1 1 1 1 (0,8)
SPR 52 1 1 1 1 1 1 1 1/ (0,8)
HSPA1B 46 1 1 1 1 1 1 1 1/(0,8)
FKBP4 34 1 1 1 1 1 1 1 1/(0,8)
PGF 32 1 1 1 1 1 1 1 1 (0,8)
HSPAG 26 1 1 1 1 1 1 1 1 (0,8)
DNAJB1 14 1 1 1 1 1 1 1 1/(0,8)
HSPH1 14 1 1 1 1 1 1 1 1/(0,8)
DEDD2 12 1 1 1 1 1 1 1 1/(0,8)
CRYAB 9 1 1 1 1 1 1 1 1 (0,8)
STIP1 6 1 1 1 1 1 1 1 1 (0,8)
HSPD1 6 1 1 1 1 1 1 1 1/ (0,8)
DNAJB4 6 1 1 1 1 1 1 1 1/(0,8)
HSPAA4L 2 1 1 1 1 1 1 1 1 (0,8)
BAG3 2 1 1 1 1 1 1 1 1 (0,8)
HSPBS8 2 1 1 1 1 1 1 1 1 (0,8)
AHSA1 0 1 1 1 1 1 1 1 1/ (0,8)
HSPE1 0 1 1 1 1 1 1 1 1/ (0,8)
ACTRT3 0 1 1 1 1 1 1 1 1 (0,8)
RGS2 98 1 1 1 1 1 1 1 0 | (0,7)
DNAJA1 6 1 1 1 0 1 1 1 1 (0,7)
PPID 5 1 1 1 1 1 1 1 0 | (0,7)
ENGASE 2 1 1 1 1 1 1 1 0 (0,7)
CACNA1G 42 1 0 1 0 1 1 1 1| (0,6)
MKNK2 30 0 1 1 0 1 1 1 1| (0,6)
P4AHA2 14 1 0 0 1 1 1 1 1| (0,6)
ALOXE3 2 1 1 1 1 1 1 0 0 | (0,6)
BMT2 0 0 0 1 1 1 1 1 1/ (0,6)
SLC40A1 16 0 1 1 0 1 0 1 1/ (0,5
MRPL18 12 0 0 0 1 1 1 1 1/ (0,5
TCP1 8 0 0 0 1 1 1 1 1/ (0,5
GTF3C3 8 0 0 0 1 1 1 1 1] (0)5)
OSBPL1A 6 0 0 0 1 1 1 1 1/ (0,5)
CACYBP 4 0 0 0 1 1 1 1 1/ (0,5
CCNG2 4 0 1 1 1 1 0 0 1] (0)5)
SNX3 2 0 0 0 1 1 1 1 1/ (0,5)
MAP1A 2 0 1 1 0 0 1 1 1/ (0,5)
GPN1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 (0,5
TCTN1 0 1 0 0 1 1 1 0 1] (05
AGTR1 1289 1 1 1 1 0 0 0 0| (0,4)
PDE4B 317 1 1 1 1 0 0 0 0 (0,4
AKR1B10 88 0 0 0 0 1 1 1 1 (0,4)
FGFR2 78 1 1 1 1 0 0 0 0 (0,4
UBC 66 0 0 0 0 1 1 1 1|04
CTH 63 0 0 0 0 1 1 1 1|04
PDE3A 60 1 1 1 1 0 0 0 0 (0,4
AKR1C2 52 0 0 0 0 1 1 1 1 (0,4)
FAXDC2 44 1 1 1 0 0 0 0 1 (0,4)
CLK1 39 1 0 0 1 1 0 1 0| (0,4)
HIBCH 36 1 1 1 1 0 0 0 0| (0,4)
NPR3 34 1 1 1 1 0 0 0 0 (0,4
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DIO2 33 1 1 1 1 0 0 0 0| (0,4)
CEBPA 28 1 1 1 1 0 0 0 0 | (0,4)
DDIT4 28 0 1 0 1 1 0 1 0 | (0,4)
MYO7A 23 0 0 0 0 1 1 1 1| (0,9)
SERPINH1 22 0 0 0 0 1 1 1 1| (0,4)
CYP39A1 22 1 1 1 1 0 0 0 0 (0,4)
SORBS1 16 1 1 1 1 0 0 0 0 | (0,4)
ACER?2 14 1 1 1 0 0 0 0 1| (0,9)
CHD3 12 0 0 0 0 1 1 1 1| (0,4)
GAL3ST1 10 0 0 0 0 1 1 1 1| (0,4)
VLDLR 8 0 0 0 0 1 1 1 1| (0,4)
ADGRL2 8 1 1 1 1 0 0 0 0 | (0,4)
FGD3 6 0 0 0 0 1 1 1 1| (0,9)
WNT6 4 1 1 1 1 0 0 0 0 | (0,4)
UBR2 2 1 1 1 1 0 0 0 0 | (0,4)
CAP2 2 0 0 0 0 1 1 1 1| (0,4)
GAS1 2 1 1 1 1 0 0 0 0 | (0,4)
TRIM54 2 0 0 0 0 1 1 1 1| (0,4)
H3C1 0 0 1 0 1 0 1 0 1| (0,4)
TXNIP 0 1 1 1 1 0 0 0 0 | (0,4)
CASTOR?2 0 1 1 1 1 0 0 0 0| (0,4)
BAG2 0 0 0 0 1 1 1 1 0 | (0,4)
DBP 0 1 1 1 1 0 0 0 0 | (0,4)
PRLR 0 1 1 1 1 0 0 0 0 | (0,4)
ABHD4 0 0 0 0 1 1 0 1 1| (0,4)
GPRASP2 0 1 1 1 1 0 0 0 0| (0,4)
MXD1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 | (0,4)
EFCAB7 0 1 1 1 0 0 0 1 0 | (0,4)
CIART 0 1 1 1 1 0 0 0 0 | (0,4)
SPINDOC 0 0 0 0 0 1 1 1 1| (0,4)
TM4SF1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 | (0,4)
S100A14 0 0 0 0 0 1 1 1 1| (0,4)
NHS 0 1 1 1 1 0 0 0 0 | (0,4)
TNFSF9 4 0 -1 0 0 1 1 1 1| (1,4)
UNC5B 0 0 -1 0 1 1 1 1 0 (14)
S1PR1 406 1 1 1 0 0 0 0 0 (0,3)
ACKR3 152 1 0 1 1 0 0 0 0 (0,3)
TXNRD1 113 0 0 0 0 1 1 1 0 (0,3)
UBB 89 0 0 0 0 1 1 1 0 (0,3)
DUSP1 83 0 0 0 0 1 0 1 1 (0,3)
AKRIC1 74 0 0 0 0 1 1 1 0 (0,3)
PSMC1 50 0 1 0 1 1 0 0 0 (0,3)
TGM2 45 1 1 1 0 0 0 0 0 (0,3)
HPD 42 0 0 0 0 1 1 1 0 (0,3)
SLC6A9 36 0 0 0 0 1 1 1 0 (0,3)
FTCD 35 0 0 0 0 0 1 1 1 (0,3)
NCF2 34 0 0 0 0 1 0 1 1 (0,3)
ADAMTS5 29 1 1 0 1 0 0 0 0 (0,3)
GATA3 24 1 0 1 1 0 0 0 0 (0,3)
PLK2 24 0 0 0 0 1 1 1 0 (0,3)
MTHFD2 21 0 0 0 0 1 1 1 0 (0,3)
ALDH1L2 21 0 0 0 0 1 1 1 0 (0,3)
ASNS 20 0 0 0 0 1 1 1 0 (0,3)
PDE7B 20 1 1 1 0 0 0 0 0 (0,3)
SLC7A11 18 0 0 0 0 1 1 1 0 (0,3)
PPP1R3C 12 0 1 1 1 0 0 0 0 (0,3)
NPPB 12 0 0 0 0 1 1 0 1 (0,3)
GAB2 9 1 1 1 0 0 0 0 0 (0,3)
PER1 8 0 1 1 1 0 0 0 0 (0,3)
BRF2 8 0 0 0 0 1 0 1 1 (0,3)
SUGT1 6 0 1 1 1 0 0 0 0 (0,3)
MGAT3 6 0 1 1 1 0 0 0 0 (0,3)
H2BC18 4 0 1 0 1 0 1 0 0 (0,3)
FXR1 4 0 0 0 0 1 0 1 1 (0,3)
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TENT4B 4 0 0 0 0 0 1 1 1](0,3)
BRDS 4 0 1 1 1 0 0 0 0| (0,3)
SEMA6D 4 1 1 1 0 0 0 0 0 (0,3)
FAT4 4 0 1 1 1 0 0 0 0| (0,3)
CECR2 2 1 1 1 0 0 0 0 0 (0,3)
ULBP3 2 0 0 0 1 0 0 1 1 (0,3)
SLC51B 2 0 0 0 0 1 1 0 1| (0,3)
SH2D3C 2 0 1 1 1 0 0 0 0 (0,3)
CDH10 2 1 1 0 1 0 0 0 0| (0,3)
CDH6 2 1 1 0 1 0 0 0 0 (0,3)
ARRDC3 2 0 0 0 0 1 0 1 1 (0,3)
MKX 2 0 1 1 1 0 0 0 0| (0,3)
SOHLH1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 (0,3)
H2BC17 0 0 0 0 0 0 1 1 1| (0,3)
CITED2 0 0 1 0 1 0 1 0 0 (0,3)
TEF 0 0 1 1 1 0 0 0 0| (0,3)
EVI2A 0 1 1 1 0 0 0 0 0 (0,3)
CLDN12 0 0 0 0 0 1 1 1 0| (0,3)
PLEKHG4B 0 1 1 1 0 0 0 0 0 (0,3)
ZNF473 0 0 0 0 0 0 1 1 1 (0,3)
CAVIN2 0 0 1 0 1 0 1 0 0 (0,3)
PDZD2 0 1 1 1 0 0 0 0 0 (0,3)
NAP1L2 0 0 0 0 0 1 0 1 1 (0,3)
GKAP1 0 0 0 0 0 0 1 1 1| (0,3)
KCP 0 0 1 1 1 0 0 0 0 (0,3)
CCN2 108 0 -1 -1 0 1 1 1 1 (2,4)
GPER1 181 0 1 1 1 0 -1 0 0 (1,3)
PMAIP1 42 0 0 0 -1 1 1 1 0 (1,3)
BDKRB1 485 1 0 1 0 0 0 0 0 (0,2
HMOX1 472 0 0 0 1 0 0 0 1 (0,2)
AR 430 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
PGR 327 1 1 0 0 0 0 0 0 (0,2
OXTR 309 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
PDE4D 153 1 0 0 1 0 0 0 0 (0,2
HEBP1 150 0 0 0 0 0 0 1 1 (0,2)
JAK3 127 0 1 1 0 0 0 0 0 (0,2
AKR1C3 116 0 0 0 0 1 1 0 0 (0,2
PPARGCI1A 49 1 1 0 0 0 0 0 0 (0,2
NPR1 48 1 0 1 0 0 0 0 0 (0,2
SAT1 46 0 0 0 0 1 1 0 0 (0,2
HKDC1 41 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
KLF4 40 0 0 0 0 0 1 1 0 (0,2
BMP4 37 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
HMGCS1 35 0 0 0 0 1 0 1 0 (0,2
MYLK3 30 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
GARS1 28 0 0 0 0 1 1 0 0 (0,2
JMJD6 28 0 0 0 0 1 1 0 0 (0,2
DNAJC6 25 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
GPX8 22 0 0 0 1 0 0 0 1 (0,2)
MBOAT2 22 0 0 0 0 0 1 0 1 (0,2)
FGF9 18 0 1 1 0 0 0 0 0 (0,2
SLCA47A2 16 0 1 1 0 0 0 0 0 (0,2
SRXN1 15 0 0 0 0 1 1 0 0 (0,2)
IGFBP5 13 1 1 0 0 0 0 0 0 (0,2
RGS9BP 13 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
OTULIN 12 0 0 0 0 0 0 1 1 (0,2)
PPME1 12 0 0 0 0 0 1 1 0 (0,2
HELB 12 0 0 0 0 0 1 1 0 (0,2)
PTGES3 10 0 0 0 0 1 1 0 0 (0,2
HRK 10 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
ATPSB3 10 1 1 0 0 0 0 0 0 (0,2
RAB27B 10 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
STAT2 8 0 1 1 0 0 0 0 0 (0,2
PLA2G12B 8 0 0 0 0 1 0 0 1 (0,2)
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TETL 8 0 1 0 1 0 0 0 0] (0,2
RRAD 8 0 0 0 0 1 0 1 0 (0,2
MSX1 5 0 0 0 0 0 1 1 0 (0,2
PRICKLE1 4 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
NUPR1 4 1 0 1 0 0 0 0 0 (0,2
SMOC1 4 1 0 1 0 0 0 0 0 (0,2
RGMA 3 0 1 0 0 1 0 0 0 (0,2
MAP1LC3C 2 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
DAB2 2 0 1 0 0 0 0 0 1 (0,2)
PAPPA 2 1 0 0 1 0 0 0 0 (0,2
TOM1L1 2 0 1 0 0 0 1 0 0 (0,2
LRRTM4 2 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
MMP19 2 0 0 0 0 1 0 0 1 (0,2)
TMPRSS2 2 0 0 0 0 0 1 0 1 (0,2)
MDM2 0 0 0 0 0 0 1 1 0 (0,2
KLHL25 0 0 0 0 0 0 0 1 1 (0,2)
NKRF 0 0 0 0 0 0 1 1 0 (0,2
IFT172 0 0 0 1 1 0 0 0 0 (0,2
NOSI1AP 0 0 0 0 1 0 0 1 0 (0,2
TICRR 0 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
H4C1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
H4C1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 (0,2
H2BC4 0 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
SIX4 0 0 0 0 1 0 0 1 0 (0,2
ABTB1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 (0,2
FLRT3 0 1 1 0 0 0 0 0 0 (0,2
GLCCI1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
FOXD3 0 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
ULBP1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 (0,2
NAA16 0 0 0 0 1 1 0 0 0 (0,2
DAW1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 (0,2
DNAJC7 0 0 0 0 0 1 1 0 0 (0,2
CABLES1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 (0,2
ISX 0 0 0 0 0 0 1 0 1 (0,2)
SCHIP1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
FAM110B 0 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
FERMT3 0 1 1 0 0 0 0 0 0 (0,2
PHYHIP 0 0 0 0 0 1 0 0 1 (0,2)
MYOCD 0 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
RGCC 0 0 0 0 0 0 1 1 0 (0,2
TENT5C 0 0 1 1 0 0 0 0 0 (0,2
SLITRK5 0 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
FHIP1A 0 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
ZNF608 0 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
PSG1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 (0,2
RBM24 0 0 0 0 0 0 1 0 1 (0,2)
TENT5A 0 0 1 0 0 0 1 0 0 (0,2
TRIM22 0 0 0 0 0 1 1 0 0 (0,2
SARG 0 0 0 0 0 0 1 0 1 (0,2)
MYCL 0 0 1 0 0 0 0 1 0 (0,2
SELENOW 0 0 0 0 0 1 1 0 0 (0,2
SP6 0 0 1 0 0 0 0 0 1 (0,2)
CCDCB85A 0 0 1 0 1 0 0 0 0 (0,2
JUN 227 -1 -1 -1 0 0 0 0 1 (3,1)
CHRM4 376 0 -1 0 0 0 -1 0 0| (2,0)
HTR7 310 0 -1 0 1 0 0 0 0| (2,0
ADORA2B 250 0 -1 1 0 0 0 0 0 (2,0
SSTR5 238 0 0 0 0 1 0 -1 0| (2,0)
CCND1 229 0 -1 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
CCL2 209 0 0 -1 -1 0 0 0 0| (2,0)
SERPINEL 201 0 -1 0 1 0 0 0 0| (2,0
CXCL10 196 0 0 0 1 0 0 0 -1 (2,0
LPAR2 194 0 0 0 0 0 -1 0 1| (2,0)
ADCY6 178 0 0 0 0o -1 0 -1 0| (2,0)
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TLR4 165 0 -1 -1 0 0 0 0 0] (2,0
CXCL2 156 0 0 0 -1 0 0 0 -1 | (2,0
CXCL9 156 0 0 0 -1 0 0 0 1| (2,0
CXCL11 152 0 0 0 -1 0 0 0 1| (2,0)
CXCL3 152 0 0 0 -1 0 0 0 -1 (2,0
PLAUR 92 0 -1 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
NGF 86 0 -1 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
F2RL1 76 0 -1 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
NR4A1 66 0 -1 0 0 0 -1 0 0| (2,0)
TYMP 58 0 0 0 -1 0 0 0 -1 (2,0
IDO1 57 0 0 0 -1 0 0 0 1| (2,0
TPH1 50 0 0 0 0o -1 0 -1 0| (2,0)
CSF2 43 0 0 0 -1 0 0 0 1| (2,0
BRCA1 40 0 0 0 0 -1 -1 0 0| (2,0)
SIRT5 38 0 0 0 0o -1 0 -1 0| (2,0)
SLC29A2 34 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0)
DPP7 33 0 0 0 0o -1 -1 0 0| (2,0)
SOX9 30 0 -1 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
ANGPTL4 29 0 -1 0 0 0 -1 0 0| (2,0)
TERT 28 0 0 0 0o -1 0 -1 0| (2,0)
CD274 24 0 0 0 -1 0 0 0 1| (2,0
LGALS9 24 0 0 0 -1 0 0 0 -1 (2,0
GFPT2 18 0 0 0 0 0 -1 0 -1 (2,0
CDKN2B 17 0 -1 0 0 0 -1 0 0| (2,0)
CTRL 16 0 0 0 -1 0 0 0 -1 (2,0
ETS1 16 0 -1 0 0 0 -1 0 0| (2,0)
SLC22A11 16 0 0 0 0 0 0 -1 -1 (2,0
B3GNT2 16 0 -1 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
CHST2 16 0 -1 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
CBX7 15 0 0 0 0o -1 -1 0 0| (2,0)
VMP1 15 0 -1 0 0 0 -1 0 0| (2,0)
TBX21 14 0 0 0 -1 0 0 0 -1 (2,0
IHH 14 0 0 0 0 1 -1 0 0| (2,0)
ANTXR2 14 0 -1 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
CHSY3 13 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0)
P73 12 0 0 0 0 0 -1 0 1| (2,0
CHST3 12 0 -1 0 1 0 0 0 0| (2,0)
GNB3 12 0 0 0 0 0 0 -1 1| (2,0
OAS2 12 0 0 0 -1 0 0 0 -1 (2,0
GLYCTK 12 0 0 0 0o 1 0 -1 0| (2,0)
ICAM5 11 0 0 0 0o 1 0 0 -1 (2,0
WNT11 10 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0
E2F1 10 0 0 0 0 1 -1 0 0| (2,0)
WNT10B 10 0 0 0 0 0 -1 0 -1 (2,0
SERPING1 10 0 0 0 -1 0 0 0 1| (2,0
SPTBN5 10 -1 0 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
PLCH1 10 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0)
ARTN 10 -1 0 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
LZTS1 10 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0)
SLC43A2 10 0 0 0 -1 0 0 0 1| (2,0
EPOR 9 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0)
LIPG 8 0 -1 0 1 0 0 0 0 (2,0
RBBP6 8 1 0 1 0 0 0 0 0| (2,0)
SHC3 8 -1 0 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
TREH 8 -1 -1 0 0 0 0 0 0| (2,0)
XAF1 8 0 0 0 1 0 0 0 -1 (2,0
RAB6B 8 0 0 0 0 1 0 -1 0| (2,0
CST7 8 0 -1 0 0 0 0 0 1| (2,0)
KLF6 7 0 -1 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
STC2 7 0 -1 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
SCO2 6 0 0 0 1 0 0 0 -1 (2,0
DSE 6 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0
FSTL3 6 0 -1 0 0 0 -1 0 0| (2,0)
STARDS 6 0 0 0 -1 0 0 0 1| (2,0
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RASD2 6 -1 -1 0 0 0 0 0 0] (2,0
EREG 6 0 0 0 0 0 0 -1 -1 | (2,0
WNT7B 6 0 -1 0 0 0 -1 0 0| (2,0)
LFNG 6 0 -1 0 0 0 -1 0 0| (2,0)
APOBEC3G 6 0 0 0 0o -1 0 0 -1 (2,0
NUMBL 6 0 0 0 0o -1 0 -1 0| (2,0)
UCN 6 0 0 0 0 0 0 -1 1| (2,0
SPRED1 4 0 -1 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
CRYBB3 4 0 0 0 0 -1 -1 0 0| (2,0)
IRFS 4 0 0 0 -1 0 0 0 -1 (2,0
TNFRSF12A 4 0 -1 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
SPRED2 2 0 -1 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
DTL 2 0 0 0 0o -1 -1 0 0| (2,0)
DLL4 2 0 0 0 -1 0 -1 0 0| (2,0)
TNFRSF25 2 0 0 0 0 0 0 -1 -1 (2,0
ID4 2 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0)
TRIB1 2 0 -1 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
PMEPA1 2 0 -1 0 0 0 -1 0 0| (2,0)
CRYGS 2 -1 0 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
SPIRE2 2 0 0 0 0o -1 -1 0 0| (2,0)
TBX19 2 0 0 0 0o -1 0 0 1| (2,0
ANGPTL2 2 0 0 0 0o 1 -1 0 0| (2,0)
MYO7B 0 0 -1 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
DACT1 0 0 -1 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
DNAAF10 0 0 0 0 0 0 -1 0 -1 (2,0
TNFRSF13C 0 0 0 0 0o -1 -1 0 0| (2,0)
STX1B 0 0 0 0 0o -1 -1 0 0| (2,0)
VASH1 0 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0)
RPP14 0 0 0 0 0 0 0 -1 -1 | (2,0)
RPP25 0 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0)
KBTBDS 0 0 -1 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
TSPAN32 0 0 0 0 0o -1 -1 0 0| (2,0)
NIPAL4 0 0 -1 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
CcYP27C1 0 0 -1 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
NFKBIE 0 0 -1 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
TYSND1 0 0 0 0 0o 1 0 -1 0| (2,0)
AREG 0 0 0 0 0 0 0 -1 1| (2,0
DNAH1 0 0 0 0 0o 1 -1 0 0| (2,0
WDR31 0 0 0 0 0o 1 -1 0 0| (2,0)
RAPSN 0 0 0 0 0o 1 0 -1 0| (2,0)
LRP12 0 0 -1 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
EME2 0 0 0 0 0o 1 0 -1 0| (2,0)
IFITM1 0 0 0 0 -1 0 0 0 1| (2,0)
TNFAIP2 0 0 0 0 0 0 -1 0 -1 (2,0
ZFP36 0 0 0 0 -1 0 -1 0 0| (2,0)
PTX3 0 -1 0 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
TMEM107 0 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0)
SARM1 0 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0)
DND1 0 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0)
TMCC2 0 0 0 0 0o 1 -1 0 0| (2,0)
PKDREJ 0 0 0 0 0o 1 0 -1 0| (2,0)
XIRP1 0 0 0 0 1 0 0 0 -1 (2,0
EFR3B 0 0 -1 0 0 0 -1 0 0| (2,0)
TRIMA45 0 0 0 0 0o 1 -1 0 0| (2,0)
ZC3H10 0 0 0 0 0 0 0 -1 1| (2,0
SLCOBA1 0 0 0 0 1 0 0 0 -1 (2,0
KIFC2 0 0 0 0 0 1 0 0 1| (2,0
HMGA2 0 0 -1 0 1 0 0 0 0| (2,0)
SNAI3 0 0 0 0 0o 1 -1 0 0| (2,0)
PITPNM3 0 0 0 0 0o -1 -1 0 0| (2,0)
TJP3 0 0 0 0 0 1 -1 0 0| (2,0
IQCE 0 0 0 0 1 0 -1 0 0 (2,0
IQCD 0 0 0 0 0o -1 -1 0 0| (2,0)
RPS6KL1 0 0 0 0 0 0 0 -1 1| (2,0
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CORO2A 0 0 -1 0 0 0 -1 0 0] (2,0
SECTM1 0 0 0 -1 0 0 0 0 -1 | (2,0
CLDN2 0 0 0 0 0 0 0 -1 1| (2,0
ANKRD44 0 0 -1 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
ZFP36L2 0 0 -1 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
GOLGAT7B 0 0 0 -1 -1 0 0 0 0| (2,0)
NTN3 0 -1 -1 0 0 0 0 0 0| (2,0)
LIPH 0 0 0 0 0 0 -1 0 1| (2,0
TMEMS8 0 0 0 0 -1 0 -1 0 0| (2,0)
B3GNT9 0 0 0 0 0o -1 -1 0 0| (2,0)
LRRC45 0 0 0 0 0o -1 0 -1 0| (2,0)
NABP1 0 0 0 -1 0 0 0 0 -1 (2,0
DRP2 0 -1 0 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
CYB5RL 0 0 0 0 0 -1 0 0 1| (2,0)
LRRC71 0 -1 0 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
DYNLT4 0 0 -1 0 -1 0 0 0 0| (2,0)
SAMD11 0 0 -1 0 0 0 -1 0 0| (2,0)
PLEKHN1 0 0 0 0 0 0 0 -1 1| (2,0
CEP19 0 0 0 0 0 0 -1 -1 0| (2,0)
PAQRS 0 0 0 0 0o -1 -1 0 0| (2,0)
SLC35G1 0 0 -1 -1 0 0 0 0 0| (2,0)
BMF 2 0 -1 1 1] -1 -1 -1 1 (52)
ANKRD1 10 -1 -1 -1 -1 0 0 0 1 (41)
EGFR 464 0 0 0 0o -1 -1 0 -1 | (3,0)
ADCY3 176 0 0 0 0o -1 -1 -1 0| (3,0)
GRM4 167 -1 0 0 -1 0 0 0 -1 | (3,0
P2RY6 92 0 -1 0 -1 0 -1 0 0| (3,0)
ATF3 51 0 -1 -1 -1 0 0 0 0| (3,0)
RARA 43 0 -1 -1 -1 0 0 0 0| (3,0)
AANAT 37 -1 -1 0 -1 0 0 0 0| (3,0)
POLA2 32 0 0 0 0o -1 -1 0 -1 | (3,0
GADD45A 32 -1 -1 -1 0 0 0 0 0| (3,0)
CACNB2 30 0 0 0 0 0 -1 -1 -1 | (3,0
GP1BA 26 -1 -1 0 -1 0 0 0 0| (3,0)
SLCBA19 26 0 0 0 0o 1 -1 -1 0| (3,0)
PROZ 22 -1 -1 0 -1 0 0 0 0| (3,0)
SOCS1 20 0 0 1 1 0 0 0 -1 | (3,0
RYR3 20 -1 0 0 0 0 0 -1 -1 | (3,0)
ABHD6 18 0 0 0 0o 1 -1 -1 0| (3,0)
PLK3 16 -1 -1 -1 0 0 0 0 0| (3,0)
PIGP 12 0 0 0 0 0 -1 -1 -1 | (3,0
SPRY2 12 1 -1 1 0 0 0 0 0| (3,0)
CENPI 12 0 0 0 0 1 -1 -1 0| (3,0)
CBX2 12 0 0 0 0o 1 -1 -1 0| (3,0)
CISH 10 0 0 -1 -1 0 0 0 -1 | (3,0)
UCN2 9 0 -1 0 0 0 -1 -1 0| (3,0)
TNS2 8 0 0 0 0o 1 -1 -1 0| (3,0)
IL34 7 -1 -1 -1 0 0 0 0 0| (3,0)
KCNJ12 6 0 -1 -1 -1 0 0 0 0| (3,0)
ERRFI1 6 0 -1 -1 -1 0 0 0 0| (3,0)
SLC20A2 4 -1 0 -1 -1 0 0 0 0| (3,0)
KCNC3 4 0 0 0 0 1 -1 -1 0| (3,0)
MAFF 2 0 -1 1 1 0 0 0 0| (3,0)
TNS1 2 0 0 0 0o 1 -1 -1 0| (3,0)
PCF11 2 0 0 0 0o -1 -1 -1 0| (3,0)
CLEC2D 2 0 0 0 0 1 -1 -1 0| (3,0)
PHACTR1 2 0 0 0 0o 1 -1 0 -1 | (3,0
MFNG 1 1 -1 1 0 0 0 0 0| (3,0)
SLX4 0 0 0 0 0o 1 -1 -1 0| (3,0)
ENC1 0 0 -1 -1 -1 0 0 0 0| (3,0)
TPRN 0 0 0 0 0 1 0 -1 -1 | (3,0
HSPA12A 0 0 0 0 0 1 -1 -1 0| (3,0)
DSN1 0 0 0 0 0o -1 -1 -1 0| (3,0)
RHBDL1 0 0 0 0 0o -1 -1 0 -1 | (3,0
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RASL10A 0 -1 -1 0 -1 0 0 0 0 (3,0
FBX043 0 0 0 0 o] 11 -1 -1 0 | (3,0
WNT9A 0 0 0 0 -1 0 -1 0 -1 | (3,0)
RXYLT1 0 0 -1 -1 0 0 0 0 -1 | (3,0)
ANGPTL1 0 0 0 0 0o -1 -1 -1 0| (3,0)
IRF2BPL 0 0 -1 -1 -1 0 0 0 0 (3,0
IRF2BP1 0 0 0 0 o] 11 -1 0 -1 | (3,0)
GPR161 0 0 0 0 0| 11 -1 -1 0 (3,0
BATF3 0 0 -1 -1 0 0 0 0 -1 | (3,0)
ADAMTS10 0 0 -1 0 -1 0 -1 0 0 (3,0
CILP2 0 -1 -1 -1 0 0 0 0 0 (3,0
SOX18 0 0 0 0 0| 11 -1 0 -1 | (3,0)
OSGEPL1 0 0 0 0 0| 11 -1 -1 0 (3,0
RBM23 0 0 0 0 0| 11 0 -1 -1 | (3,0)
GSDMB 0 0 0 0 0 0 -1 -1 -1 | (3,0)
CLDN9 0 0 0 0 0o -1 -1 -1 0| (3,0)
MYBL1 0 0 0 0 0| 11 -1 -1 0 (3,0
PRELID3A 0 0 0 0 0| 11 -1 -1 0 | (3,0
LEKR1 0 -1 -1 -1 0 0 0 0 0| (3,0
TSPEAR 0 0 0 0 0o -1 -1 -1 0| (3,0)
FAM161A 0 0 0 0 0o -1 -1 -1 0| (3,0)
PHF7 0 0 0 0 0| 11 -1 -1 0 | (3,0
SFR1 0 0 0 0 0| 11 -1 0 -1 | (3,0)
MFSD2A 0 -1 -1 -1 0 0 0 0 0 (3,0
ZC3H12A 0 0 -1 -1 0 0 0 0 -1 | (3,0)
ADMS5 0 0 0 0 0o -1 0 -1 -1 | (3,0
CCDC122 0 0 -1 0 -1 0 0 0 -1 | (3,0)
FOS 483 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0
CYP1A1 447 0 0 0 0o -1 -1 -1 -1 | (4,0)
VDR 182 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0)
CCR7 156 0 0 -1 0o -1 -1 -1 0| (4,0)
F3 134 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0)
QRFP 74 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0
VIPR1 60 -1 0 0 0o -1 -1 -1 0 | (4,0)
EPHA2 48 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0)
GDF15 43 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0| (4,0)
SOCS3 35 0 0 0 -1 0 -1 -1 -1 | (4,0)
HBEGF 32 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0
RHOB 26 0 -1 0 -1 0 -1 0 -1 | (4,0
HAMP 26 0 0 0 0o 1 -1 -1 -1 | (4,0)
CYP26B1 21 0 -1 0 1 -1 0 0 | (4,0)
EGR2 20 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0
PHOSPHO2 16 0 0 0 0| -1 -1 -1 -1 | (4,0)
SERPINB2 16 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0)
LIF 15 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0| (4,0)
SLC16A8 14 0 0 0 1 -1 -1 0 | (4,0)
FOSL1 10 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0
GCNT4 10 0 0 0 0| -1 -1 -1 -1 | (4,0)
ADAT3 8 0 0 0 0o 1 -1 -1 -1 | (4,0
HES1 6 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0)
DUSP5 6 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0
PHLDA1 6 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0
TLX2 6 0 0 0 0| -1 -1 -1 -1 | (4,0)
BCL3 4 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0
SPRY4 4 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0
ZFP36L1 4 0 -1 -1 -1 0 -1 0 0 | (4,0
HEMK1 4 0 0 0 0| 11 -1 -1 -1 | (4,0)
HAVCR1 3 0 0 0 0| -1 -1 -1 -1 | (4,0)
KLF10 2 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0
PPP1R3F 0 -1 -1 -1 0| 11 0 0 0 | (4,0
PPP1R3E 0 0 0 0 0| 11 -1 -1 -1 | (4,0)
KLHL22 0 0 0 0 0| -1 -1 -1 -1 | (4,0)
NAASO 0 0 0 0 0| 11 -1 -1 -1 | (4,0)
BHLHE40 0 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0
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EGR4 0 0 -1 0 0 -1 -1 -1 0| (4,0
TNS4 0 0 0 0 0 -1 -1 -1 -1 | (4,0
PAGR1 0 0 0 0 0 -1 -1 -1 -1 (4,0
WDR5B 0 0 0 0 0 -1 -1 -1 -1 (4,0
EPN3 0 -1 0 0 0 -1 -1 -1 0 | (4,0
UFSP1 0 0 0 0 0 -1 -1 -1 -1 | (4,0)
DDN 0 -1 0 0 0 -1 0 -1 -1 | (4,0
ANXA2R 0 0 0 0 -1 0 -1 -1 -1 (4,0
CCDC17 0 -1 0 0 0 -1 0 -1 -1 (4,0
SPATA25 0 0 0 0 0 -1 -1 -1 -1 | (4,0)
GPR3 0 -1 -1 -1 -1 0 0 0 0 | (4,0
ZBEDS 0 0 0 0 0 -1 -1 -1 -1 (4,0
ADRA1D 500 -1 0 0 0 -1 -1 -1 -1 (5,0
AOC2 52 -1 -1 -1 -1 0 0 0 -1 (5,0
KDM4D 24 0 0 0 -1 -1 -1 -1 -1 | (5,0)
SMAD7 22 -1 -1 -1 -1 0 -1 0 0 (50)
DUSP6 21 -1 -1 -1 -1 0 0 0 -1 (5,0
KLF2 18 -1 -1 -1 0 0 -1 -1 0| (5,0)
ADAMTS4 18 0 0 0 -1 -1 -1 -1 -1 | (5,0)
GDPGP1 12 0 0 0 -1 -1 -1 -1 -1 | (5,0)
SMAD6 4 0 -1 0 0 -1 -1 -1 -1 | (5,0)
TRAF1 2 0 -1 -1 -1 -1 0 0 -1 (5,0
MYH3 0 -1 -1 -1 -1 0 0 0 -1 (5,0
SKIL 0 -1 -1 -1 -1 0 -1 0 0 (5,0)
QRICH2 0 0 0 0 -1 -1 -1 -1 -1 | (5,0)
KLF7 0 0 -1 0 -1 -1 -1 -1 0 (5,0)
CEACAM19 0 0 -1 -1 -1 -1 -1 0 0| (5,0)
PDGFB 27 0 -1 0 -1 -1 -1 -1 -1 (6,0)
NPPA 18 0 0 -1 -1 -1 -1 -1 -1 | (6,0)
CLDN5 14 -1 0 -1 -1 -1 -1 -1 0 | (6,0
ERCC4 4 -1 0 0 -1 -1 -1 -1 -1 | (6,0)
NKD1 2 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 0 | (6,0)
KCNJ14 2 0 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 | (6,0)
KCNAB3 2 0 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 | (6,0)
ADAMTS14 0 -1 -1 -1 -1 0 -1 -1 0 | (6,0
TRPV1 596 -1 -1 0 -1 -1 -1 -1 -1 | (7,0)
PLAU 271 -1 -1 -1 0 -1 -1 -1 -1 (7,0
IL11 6 0 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 (7,0
EGR3 2 -1 -1 -1 0 -1 -1 -1 -1 (7,0
DOK3 0 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 (7,0)
IER2 0 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0| (7,0)
GPR75 0 -1 -1 0 -1 -1 -1 -1 -1 (7,0
EGR1 138 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 (8,0
ID1 16 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 | (8,0)
WNK4 8 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 | (8,0)
JUNB 2 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 (8,0

Tabelle 13 Proteine, die nach Immunprazipitation mit
akkumuliert waren.

Genname
TIFA
FAM111B
CDC7
CDK11B
TTF2
BRPF1
EID2
SAMHD1
HMGCR
SPIDR

-logaop-Wert

HSP90-Antikdrpern durch DM-Oxa Behandlung differenziell

3.78779991
3.69313895
3.37334613
3.13220459
2.87797057
2.81003214
2.72956188
2.72002873
2.70068039
2.64667815

log2FC

-4.364
-0.393
-1.109
-1.414
-0.564

0.506
10.856
-0.498
-0.507
-9.728
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PIGW
STIL
EPB41L1
RASA4
ZNF451
APBB1
AKT1
CDK11A
MELK
SPOUT1
ZNF317
WDR6
TRIM60
DLGAP2
PCBD1
SLC12A4
IFT140
SPG11
CHCHD2
RASA3
LRRC41
ZSWIM9
DPYD
GON4L
CHEK1
TMED1
DCAF1
PRKCD
TCF25
FPGS
AKAP2
REPS1
PTK7
MMADHC
GSTM1
MOSPD2
CYP51A1
EPHX1
BRIP1
KRIT1
NRF1
ARMCX5
EPG5
MET
BUB1
MEIS3P2
EHD2
NDUFA1
EIF2AK3
AGO1
KLHDC2
TIGD5
STK35
POLM
RIPK1
PRAG1
HMGXB3
TGFBR1
COX20
TBC1D2B
HERC5
ZNF592
KIFBP
TAF1C

2.61935311
2.59050676
2.57746938
2.57256802
2.54369538
2.54266876
2.50627536
2.48585655
2.39496438
2.35204013
2.34172725
2.33495333
2.32230793
2.31418701

2.3075319
2.29408723
2.29245819
2.25922561
2.25886425
2.22760235
2.21983351
2.20672568
2.20636835
2.20565503
2.20538939
2.20196554
2.19213531
2.18551001
2.17778984
2.17332044
2.17113931
2.12000305
2.10593858
2.10311142
2.10033811

2.0622562
2.05745321
2.05740504
2.05688987
2.04984332
2.04944109

2.0452341
2.03119803
2.02825977

2.0096129
1.99961773
1.99444579
1.98010668
1.97348205
1.96840992
1.96767198
1.96690666
1.96259414
1.95894447
1.95094543
1.94352923
1.91962873
1.91436329
1.91314228

1.9019688
1.89854531
1.89779153
1.89377332
1.88975988

Anhang

10.654
-1.184
-0.156
-3.164
-0.422
-0.767

-0.34
-1.345
-0.885

0.543
3.076
-0.653
9.552
3.316
0.456
-0.281
-0.936
-0.598
-0.312
-0.328
-1.497
-9.048
-3.269
-1.112
-0.807
-0.284
-0.528
-0.276
-0.4
-0.781
0.203
0.149
-0.518
-0.667
-3.242

-0.32

-0.573
-0.4
-1.409
-0.86
0.604

10.056
-0.289
-0.778
-0.602

10.075
-0.124

9.805
-0.772
-1.111
-1.562
-2.787
-9.515

8.882
-0.645

2.859
-2.006
-0.958
-0.499
-0.771
-2.994
-0.578
-0.727
-1.474

171



CLK3
RP2
DOCK5
RBL2
PNPLA2
AP5Z1
ADD3
CD320
ZWILCH
NEIL3
MAST3
THBS1
SLC25A6
LATS1
WDR44
MYO1E
CHML
CPT1A
JAK1
CEP128
JARID2
UAP1
TMEM263
KDM4A
PLEKHG4
BCL2L11
SMG8
URGCP
SEPSECS
SEC11C
SKIV2L
FDFT1
DYNC2H1
SNX14
PJAL
SNAPC1
cczi
FBXL3
PGBD1
PKN3
CLNSI1A
ITM2A
HJURP
PRSS23
TRMT2A
RAB1A
PLXNA1
CHCHD6
DIS3L2
KDM5D
TDRD7
SCAMP3
TTC37
RPTOR
DCTPP1
SQOR
CEP57
POLE
GNB5
FLAD1
SLC39A11
OTUD5
JRKL
LLGL2

1.87952302

1.8786876
1.87867425
1.87260898
1.85658026
1.84196854
1.84190293
1.83877005
1.83777985
1.83519883
1.82692399
1.82544907
1.82170024
1.82018151
1.81564875
1.81419576
1.80935389
1.79318924
1.78036435

1.7722398
1.76455235
1.76197895
1.76101525
1.76035183
1.75546476
1.75366844
1.74680532
1.73008851
1.72983695
1.72726887
1.72549152
1.71122424
1.71039366
1.70936507
1.70907381
1.70805324
1.70727655
1.70632115
1.70582846
1.69846007
1.69338406
1.68913135
1.68600165
1.68320492
1.68311454
1.67955745
1.67791755
1.67612849
1.67337809
1.66913283
1.65566778
1.65520536
1.64925944
1.64480709
1.64344791
1.64298097
1.63794823
1.63747217
1.63313538
1.63112408
1.62684657
1.62039422
1.61797377
1.61780513

Anhang

-10.464
-0.532
-0.223
-1.598
-3.359
-0.527

0.186
-0.528
-0.123
-1.905
-2.664

0.938
-0.408
-0.737

-0.3
-0.326
-0.449
-0.458
-1.034
6.89

2.627
-0.315
-0.472
-0.446
-2.089

1.863
-0.704
-0.673
-3.238

8.438
-0.208
-0.344
-0.413
-2.775
-2.087
-0.487
-0.447

-1.88
-9.827
-0.991
-0.539
-1.799
-1.535

0.427
-0.667
-0.299
-0.189

0.202
-0.304
-0.817
-0.167
-0.455
-0.296

-0.23

3.494
-0.571
-1.778

-0.96
-1.762
0.562
11.938
-2.61
-0.835
-0.535
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Anhang

CDK9 1.61296633 -1.138
TNFRSF10B 1.61115018 -0.848
C5o0rf34 1.60992608 -10.643
FGFR1 1.60796067 -0.76
METTL3 1.60359612 -0.303
POLE4 1.60333097 -0.49
DDX11 1.60250963 -1.526
CEP78 1.60222609 -0.985
IFT172 1.60074152 -0.483
RPS6KAS5 1.5981657 -0.275
VPS26C 1.59155513 0.417
MCM10 1.58592659 -1.545
SARNP 1.58519413 0.159
PDCD2 1.58353451 -0.823
RIC1 1.58284637 -0.89
TMX1 1.58122445 -0.374
CIAO3 1.58095202 -0.533
MAZ 1.57818992 0.309
TTC26 1.57387456 -1.446
RIMKLB 1.57217033 2.435
MCMBP 1.57075709 -0.317
USP11 1.56933619 -0.688
CHMP4B 1.56801274 -0.288
THAP11 1.56766252 0.574
SKI 1.56548815 8.295
NKIRAS2 1.56376473 -0.458
KLHL26 1.56350562 -1.827
INPP5E 156241411 -2.68
PLAUR 1.56219698 -2.433
ESPL1 1.56122715 -0.934
YY1AP1 1.55723941 -1.57
PIP4P1 1.55237362 -0.164
AAR2 1.55196653 -0.61
NUDCD3 1.5499332 -1.823
DENNDS5B 1.54922829 -0.748
CCNA2 1.54845806 -0.827
NTHL1 1.54792269 0.308
CIAO1 1.5435977 -0.342
TACSTD2 1.54329976 0.548
DNA2 1.54109685 -11.88
INTS6 1.53509353 -0.514
MID1 1.53189372 0.353
PTPRJ 1.52394298 0.412
MTR 1.52138412 -1.225
POMGNT1 1.52056649 -0.269
CLIP2 1.51489048 0.187
TIGD1 1.51480384 -8.475
TGFB2 1.51340849 10.072
PCDH1 1.51265957 -0.661
ANK2 1.51207707 -13.982
REXO5 1.51135899 -10.571
FOXO3 1.51070995 0.264
DYNC2I12 1.51002557 -0.996
GK 1.50978315 -0.7
SEMA4A 1.5080019 -12.063
SEC13 1.50588701 0.382
PHYKPL 1.50060604 -3.002
TAF9 1.4991822 -0.268
RBL1 1.49464594 -3.906
MCM8 1.49180441 -1.556
CENPH 1.48898671 -0.421
FNBP1 1.48894446 -0.191
LRRC42 1.48640465 -3.493
TSC2 1.48490351 -0.479
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Anhang

MKS1 1.48443983 -1.676
NRG1 1.47947816 8.742
NCAPG2 1.47932381 -0.597
RAB3B 1.47609372 -0.224
TCAF1 1.47600633 -1.762
HERC4 1.47597291 -0.542
SNRPGP15 1.47096327 0.904
SLU7 1.46906387 -0.116
RNASEH2A 1.46650465 -0.409
STARD13 1.46627948 2.503
F8AL,; 1.465248 0.482
IFT122 1.46302305 -1.395
SNX33 1.46155507 -0.28
ACSL5 1.45774618 -0.492
PRKCI 1.45665207 -0.342
SLC44A1 1.45196092 -1.006
CDK1 1.45038907 -0.593
AJUBA 1.45001943 0.898
SF3B4 1.44873111 0.43
LYSMD3 1.44846556 8.228
PRR14L 1.44691552 -2.106
SSX2IP 1.44522677 0.371
RNASEL 1.43714824 -0.904
MTBP 1.43691783 -2.407
DNAJB14 1.43377462 -0.31
CUL2 1.4320767 -0.232
TAF1B 1.431615 -1.776
Clorf109 1.43034901 2.363
EAPP 1.4291563 -0.87
LTA4H 1.42570071 -0.355
STX12 1.42413889 -0.26
NR3C1 1.42402302 -2.365
WDR19 1.42347817 -0.693
SCCPDH 1.42249175 -0.328
AGO3 1.42245248 -0.537
UBR7 1.42057798 -0.278
DMWD 1.41687894 -9.959
DIP2A 1.41389328 -0.58
MOSPD1 1.41069682 -0.573
HECTD1 1.4093328 -0.283
BICRA 1.4048505 0.514
DDR2 1.40198427 -1.646
DONSON 1.40095797 -0.636
ENOSF1 1.40006905 -1.776
GOLM2 1.39967944 -0.164
PTTG1 1.39230611 -0.401
PHKA2 1.390723 -0.577
CACYBP 1.39029562 -2.037
ARID5B 1.39008869 1.561
DDX60 1.38610491 -0.929
P14K2B 1.38580335 -1.42
CFAP298 1.38442243 -0.973
HSPH1 1.38296208 0.298
CHID1 1.38148563 0.515
AHR 1.38033924 -11.34
CYB5R3 1.37928347 -0.211
EHD3 1.37747758 -0.264
SGMS1 1.37705573 -2.479
TUBGCP5 1.37702905 -0.879
TRPM4 1.3758887 -1.547
GNAS 1.37569292 -0.383
SNX18 1.3728675 -0.769
HAUSS 1.37158752 -0.229
KDM5B 1.36905062 -9.637
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PARP4
ALDH3B1
GEN1
POLE2
BMPR1A
PIK3CA
RASSF8
MASTL
TTC8
POLR3C
TFDP2
DCBLD?2
TYW5
DHRS7
TENT4A
BARD1
c2cD3
EIF2AK4
KIAA1586
DLG2
PTPRZ1
LZTS1
MTMR12
TTK
COA6
KIF18A
POR
REPIN1
KLHL13
TRIM62
HLA-H
UBE2V2
NEK4
TP53RK
EFL1
DCAF7
ARMCS6
FKBP15
DENND3
SMG1
PARP14
MAP3K?7
MAP4K5
MRFAP1L1
SYNCRIP
VPS50
AIP
PANK4
PTOV1
SLC39A10
GPRASP2
HAUS5
UCKL1
UBQLN1
MED25
ZNF384
DCAF10
EIF1IAY
WRAP53

1.36876382
1.36480565
1.36446596
1.36436989
1.36300776
1.35977793
1.35754311
1.35634732
1.35529499
1.35070975
1.35022653
1.35001548
1.34932219
1.34808825
1.3478762
1.34640274
1.34596884
1.34508956
1.34452469
1.34264359
1.342401
1.340695
1.33961884
1.33895695
1.33755564
1.33439192
1.33423403
1.33308644
1.33245941
1.32783234
1.32744995
1.3254277
1.32492493
1.32473844
1.32386573
1.32266487
1.32264036
1.32238268
1.32135869
1.32051207
1.31875825
1.31845246
1.31525782
1.31505641
1.31385864
1.31359605
1.31212101
1.31184725
1.31102891
1.31066775
1.30955092
1.30876615
1.30814363
1.30745288
1.30634843
1.30493221
1.30316034
1.30255474
1.30006106

Anhang

-0.461
-1.038
-0.73
-0.385
-0.796
-0.314
9.679
-0.634
-1.632
-0.28
-2.274
-0.145
-2.387
-0.453
-1.145
-0.424
-1.562
-0.365
-4.76
-0.187
11.11
-1.714
-0.685
-0.224
-0.345
-1.175
-0.26
0.514
-0.558
-1.543
-0.942
0.265
-0.86
-0.178
-0.148
0.143
-0.456
0.173
-0.886
-0.147
-0.419
-0.271
-0.25
-0.54
0.271
0.19
-0.865
-0.611
-1.791
-0.684
221
-0.654
-1.629
-0.302
-0.953
0.578
-2.992
-0.459
-0.379
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Anhang

A 700 700
600 — 600
5 2
% 500 £ 500
= 400 § 400
K] a
B 300 S 300
3 8
2 200 <€ 200
< °
$ 100 =100
; L ;
100 5 10 15 20 25 200 300 400 500 600
Time [min] Wavelength [nm]
B 230 150
— =)
2 180 E
£ ?100
= 130 o
2 =
2 3
o [9]
< =
< ]
2 30
__l.—/_\ — 0
200 5 10 15 20 75 200 300 400 500 600
Time [min] Wavelength [nm]
C 100
5 80 E40
c
< HO 5 =
E 60 5
5
g 40
g 220
7] <€
2 20 o]
T
O A
5 10 15 20 25 0
20 200 300 400 500 600
Time [min] Wavelength [nm]
D 1000
700 _
—_ 2 800
2 E
E, 500 < 600
= 2
S =
a ]
5 300 2 400
2 <
< © 200
2 100
0
-100 5 10 15 20 25 200 300 400 500 600
Time [min] Wavelength [nm]

Abbildung 82 Chromatogramme (links) und Spekiren (rechts) der aufgereinigten Perylenchinone. Gemessen wurde mit einer
Lichrospher 100 RP18 Saule (125 x 4 mm, 5 um, Macherey-Nagel) mit Wasser und Acetonitril als Eluenten. Der Lauf wurde begonnen
mit 99% Wasser and 1% Acetonitril, graduell erhohend auf 100 % Acetonitril in 20 min, dann 5 min auf 100 % Acetonitril. A-C sind

Substanzen 1-3, D ist Altertoxin I.
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