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Einleitung

1. Einleitung

Ohne ein ausgeglichenes Verhiltnis von Uberleben und Zelltod kann sich kein Lebewesen
entwickeln, es handelt sich um eines der essentiellsten Vorgange der Welt. 1842 wurde der
Prozess des physiologischen Zelltodes erstmals beschrieben (Vogt, 1842). Fast ein Jahrhundert
spater wurde das Konzept des programmierten Zelltods (PCD; programmed cell death) als ein
wichtiger zellularer Mechanismus deklariert, der in viele humane Pathologien involviert ist
(Lockshin und Williams, 1964). Wiederum 20 Jahre danach wurde unter anderem von Ellis und
Horvitz das genetische Programm der Apoptose entschlisselt (Ellis und Horvitz, 1986).
Apoptose wird inzwischen definiert als genetisch regulierter Zelltod, welcher in den Zellen
Uber die Aktivierung von Caspasen vermittelt wird (Galluzzi et al. 2012a; Galluzzi et al. 2018)
und stellt die typische, und am besten untersuchte Form des regulierten Zelltodes dar. Lange
Zeit wurde angenommen, Apoptose sei in ihrer Komplexitat einzigartig, wahrend die Nekrose
hingegen unkontrolliert und zufallig ablaufe und mit vielen Krankheiten negativ assoziiert
wurde. In den letzten Jahren wurde jedoch erkannt, dass auch eine geregelte Form dieser
Zelltodart existiert, man fasst sie unter dem Begriff der regulierten Nekrose (RN) zusammen.
Es wird in Zukunft immer wichtiger werden, die Schlisselmolekiile und Pathophysiologie
dieser Art des Zelltods besser zu verstehen, um ihre Rolle bei der Entstehung und Bekampfung
entziindlicher und tumor-assoziierter Pathologien besser einschatzen zu kdnnen und neue
Therapiemoglichkeiten im Kampf gegen zum Beispiel Schlaganfalle oder neurodegenerative
Krankheiten zu entwickeln (Degterev und Yuan, 2008; Vandenabeele et al. 2010; Wang et al.
2017; Chen et al. 2019).

1.1. Caspasen - Schliisselmolekiile zelluldrer Prozesse

Caspasen gehoren zu der Gruppe der Cysteinproteasen, welche spezifische Tetrapeptidmotive
erkennen und ihre Substrate im Anschluss an Aspartatreste spalten (Sakamaki et al. 2015). Sie
sind nicht nur essentiell fiir den Ablauf der Apoptose (siehe auch Abschnitt 1.2), sondern auch
malgeblich involviert in Prozesse, wie zelluldare Proliferation, Differenzierung und
Entziindungsvorgange (Lamkanfi et al. 2007; Sakamaki und Satou, 2009; Shalini et al. 2015).
Eine Vielzahl von unterschiedlichen Caspasen wurde sowohl in hoch entwickelten

Saugetieren, als auch in einfachsten Lebensformen, wie dem SuRwasserpolypen Hydra,



gefunden, ihre Anzahl und einige ihrer Eigenschaften sind dabei einzigartig flr jede Spezies.
Trotzdem werden immer wieder orthologe Sequenzen und Aktivierungsmuster aufgedeckt,
ein Indiz dafiir, dass ein Teil ihrer Sequenz evolutionar konserviert geblieben ist (Sakamaki und
Satou, 2009). Beim Menschen wurden bisher 13 verschiedene Caspasen (Caspase-1 bis -10, -
12, -14, -16) entdeckt. Bei Sdugetieren insgesamt fand man bisher 18 verschiedene Caspasen
(Shalini et al. 2015), die jeweils anhand von phylogenetischen Verbindungen und funktionellen
Zusammenhadngen in Untergruppen eingeteilt werden kdnnen. Dabei werden apoptotische
Caspasen, die wiederum in Initiator- (Caspase-2, -8 bis -10) und Effektor-Caspasen (Caspase-
3, -6 und -7) unterteilt werden, von inflammatorischen Caspasen (Caspase-1, -4 und -5, -11

und -12) unterschieden (Sakamaki und Satou, 2009; Shalini et al. 2015).

Caspases Species specificity
c [ Caspase-1 Mouse, Human
(=]
-] Caspase-4 Human
g Caspase-5 Human
S Caspase-11 Mouse
= Caspase-12 Mouse, Human
_ [ Caspase-2 Mouse, Human
S Q
s Caspase : - e :uman Todes-
2 | € | Aaspase- ouse, Huma ‘ Effektor-
] =Caspase-10 Human .
2 Domane (DED)
Q|
< g [~ Caspase-3 Mouse, Human
g Caspase-6 Mouse, Human
g L Caspase-7 Mouse, Human
Caspase-13 Bovine
Caspase-14 Mouse, Human
Caspase-16 Mouse, Human

Abbildung 1: Klassifikation der Caspasen. Caspase-1, -4, -5, -11 und -12 werden als inflammatorische Caspasen
bezeichnet. Zu den apoptoseinduzierenden Caspasen gehdren Caspase-2, -8, -9 und -10 als Initiator- und
Caspase-3, -6 und -7 als Effektorcaspasen. Caspase-13, -14, -16 und auch -18 haben andere Funktionen.

Abbildung verandert nach Shalini et al. 2015.

Initial liegen die Caspasen als inaktives Proenzym vor, bestehend aus einer Prodomane am
Amino-Ende und einer Caspase-katalytischen-Region (CASc) am Carboxy-Ende. Sie werden
entweder durch Selbstspaltung oder durch Spaltung vorangegangener Caspasen aktiviert und
setzen sich im aktiven Zustand dann aus jeweils zwei kleinen und zwei groBen Einheiten

zusammen (Sakamaki und Satou, 2009; Shalini et al. 2015). Caspase-14, genauso wie die
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Effektor-Caspasen, besitzen eine kurze Prodomdne, wohingegen die Initiator- und
inflammatorischen Caspasen eine lange Prodomane aufweisen. Diese Prodomane setzt sich
bei den Caspasen-8, -10 und -18 aus repetitiven Motiven zusammen und wird Todes-Effektor-
Domane (DED) genannt. Die Prodomane der meisten Ubrigen Caspasen wird als Caspase-
Rekrutierungs-Domane (CARD, caspase activation and recruitment domain) bezeichnet, mit
der es ihnen méglich ist, eine Zell-Zell-Interaktion einzugehen. Uber die DED und CARD,
welche jeweils aus einer 6-Helix-Kettenstruktur bestehen, wird der Aufbau von groRen
Signalkomplexen ermdoglicht (Lamkanfi et al. 2007; Sakamaki und Satou, 2009; Shalini et al.
2015).

1.2 Apoptose

Die Induktion der Apoptose liber die Aktivierung von Caspasen stellt die am besten
charakterisierte Form des Zelltodes dar und galt lange Zeit als Einzige, die kontrolliert
ausgefiihrt werden kann (Degterev et al. 2008; Galluzzi et al. 2012a; Vanden Berghe et al.
2014). Sie mindet in der Schrumpfung der Zelle, das Chromatin kondensiert und es kommt
zur Fragmentierung des Nukleus und der DNA. Ein Anschwellen der Organellen wird nicht
beobachtet, dafiir bildet die Plasmamembran Blasen aus und es formen sich apoptotische
Korperchen, welche von Phagozyten abtransportiert werden, ohne dass es zu einem Schaden
der Nachbarzellen kommt. Eine Entziindungsreaktion findet bei der Apoptose in der Regel
nicht statt (De Almagro und Vucic, 2015). 1972 wurde der, diesem Vorgang zugrunde liegende,
biochemische Mechanismus erstmals beschrieben (Kerr et al. 1972). Grundsétzlich kann die
Apoptose Uber zwei verschiedene Signalwege vermittelt werden. Der extrinsische Signalweg
beginnt mit der Aktivierung von, sich auf der Zelloberflache befindlichen, Todesrezeptoren
(DR), welche zur TNF (tumour necrosis factor) -Rezeptor-(TNF-R) Superfamilie gehoren. Im
Zellinneren entsteht ein sogenannter todes-induzierender Signalkomplex (DISC, death-
inducing signaling complex), zu dem neben TRADD (TNF receptor type 1-associated death
domain protein) und FADD (Fas-associated protein with death domain) auch pro-Caspase-8
und pro-Caspase-10 gehoren (Locksley et al. 2001; Galluzzi et al. 2012a; Chen et al. 2019). Die
Rekrutierung der Caspasen fihrt zu ihrer autokatalytischen Aktivierung und zur
nachfolgenden Aktivierung von Effektor-Caspasen, wie Caspase-3 und -7 (Ashkenazi und Dixit,

1999; Galluzzi et al. 2012a).



Der intrinsische, oder auch Mitochondrien-basierte, Signalweg hat seinen Anfang im
Gegensatz dazu bereits im Inneren der Zelle, als Folge von DNA-Schaden, zellularem Stress,
fehlenden Wachstumsfaktoren oder auch zum Beispiel Steroiden (Galluzzi et al. 2012b;
Lalaoui et al. 2015; Galluzzi et al. 2018). Pro-apoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie (B-cell
lymphoma 2), wie Bax und Bak, sorgen dafiir, dass die duRere Membran der Mitochondrien
durchladssig wird. Dadurch wird es weiteren pro-apoptotischen Proteinen, wie Cytochrom C
und Smac (second mitochondria-derived activator of caspases)/DIABLO (direct inhibitor of
apoptosis-binding protein with low pl), die sich eigentlich im intermitochondrialen Raum
befinden, ermdglicht, ins Zytosol einzustrémen (Du et al. 2000; Bratton und Salvesen, 2010;
Lalaoui et al. 2015). Dort bildet Cytochrom C zusammen mit Desoxyadenosintriphosphat
(dATP) und Apaf-1 (apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1) das sogenannte
Apoptosom, welches verantwortlich ist fiir die Caspase-9-vermittelte Aktivierung der
Caspasen-3 und -7 (Du et al. 2000; MacEwan, 2002; Galluzzi et al. 2012a; Kaiser et al. 2013;
Sakamaki et al. 2015).

Dariber hinaus verstarken sich diese beiden Signalwege auch gegenseitig. Bid, ein ebenfalls
pro-apoptotisches Protein der Bcl-2-Familie, wird von Caspase-8 gespalten. Das gespaltene
Bid interagiert mit Bax und Bak, was wiederum zu einer verstarkten Ausschiittung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien fiihrt (MacEwan, 2002; He et al. 2009; Kaiser et al. 2013;
Shalini et al. 2015). Auf der anderen Seite induziert Smac den Abbau von clAP 1 und 2 (zelluldre
Inhibitoren der apoptotischen Proteine), was schlussendlich wieder in einer verstarkten

Aktivierung von Caspase-8 miindet (Du et al. 2000; Wang et al. 2008).

13 TNF-Superfamilie

Mitglieder der TNF-Superfamilie gehéren zu den am besten untersuchten Zytokinen des
Immunsystems und sind nicht nur fir die pro-inflammatorische Antwort der Zelle
verantwortlich, sondern spielen auch bei Prozessen wie Zellinteraktion, Zelldifferenzierung
und Zelltod eine entscheidende Rolle (Aggarwal et al. 2012; Brenner et al. 2015). Zu dieser
Proteinfamilie gehoren 19 verschiedene Liganden, wie etwa TNF, TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing ligand) oder FasL (Fas Ligand). Die zugehorige TNF-Rezeptor-Superfamilie
umfasst 29 unterschiedliche Rezeptoren, dazu werden TNF-R1 (tumour necrosis factor

receptor 1) oder -R2 (tumour necrosis factor receptor 2) und Fas gezahlt (Aggarwal et al.
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2012). Die Rezeptoren sind charakterisiert durch eine cysteinreiche extrazellulare Doméne, an
die die Liganden binden kénnen. Unterschieden wird jeweils die intrazellulare Domane jener
Rezeptoren, welche eine Todesdomane (DD; death domain) tragen und somit als
Todesrezeptoren bezeichnet werden, von solchen, die diese Domane nicht tragen (MacEwan,
2002; Lavrik et al. 2005; Aggarwal et al. 2012).

Das wohl bekannteste Mitglied der TNF-Superfamilie ist TNF. Es wird als 26 kDa groRes
trimeres Transmembranprotein von aktivierten Makrophagen, NK-Zellen oder auch B-/T-
Lymphozyten exprimiert und kann durch die Metalloproteinase TACE (tumour necrosis factor
alpha converting enzyme) in die I6sliche 17kDa Form gespalten werden (MacEwan, 2002;
Aggarwal et al. 2012; Brenner et al. 2015). Dysregulationen des TNF und weiterer Mitglieder
der Superfamilie werden mit vielerlei Krankheiten, wie der Rheumatoiden Arthritis oder
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen in Verbindung gebracht (Aggarwal et al. 2012;
Brenner et al. 2015). Anhand der Blockierung des TNF-Signalweges, zum Beispiel in Form von
monoklonalen Antikdrpern wie Infliximab, wurden bereits wichtige therapeutische Erfolge bei
der Behandlung verschiedener entziindlichen Erkrankungen erzielt, es sollten jedoch auch die
erheblichen systemischen Nebenwirkungen beachtet werden, die auftreten kodnnen

(Aggarwal et al. 2012; Brenner et al. 2015).

1.3.1 TNF-Rezeptor 1 und 2

Es wurden zwei verschiedene Rezeptoren gefunden, an die TNF binden kann und die sich in
ihrer Struktur, ihrem Expressionsmuster und in ihren Signalwegen unterscheiden. TNF-R1 wird
auf nahezu allen Zellen exprimiert, die Expression von TNF-R2 (TNF-Rezeptor 2) ist auf
Endothelzellen und Zellen des Immunsystems beschrankt (Faustman und Davis, 2010,
Aggarwal et al. 2012). Jedoch gibt es auch Zellen, die beide Rezeptoren exprimieren, die
genauen Ablaufe, wann welcher Rezeptor angesteuert wird, sind jedoch noch nicht vollstandig
untersucht. Anders als der TNF-R2, welcher (iber TRAF 1 und 2 (TNF receptor associated factor
1 und 2) vor allem den NF-kB (nuclear factor-kB) Signalweg im Sinne des Zelliberlebens
ansteuert und nur in wenigen Zelllinien Giberhaupt zum Zelltod fiihren kann (McEwan, 2002),
gehort TNF-R1 zu den Todesrezeptoren der TNF-Superfamilie. Seine Aktivierung kann somit
sowohl zum Uberleben, als auch zum Tod der Zelle fithren (Hsu et al. 1996b; Brenner et al.

2015).



1.3.2 Signalkaskaden von TNF-R1

Das Gleichgewicht zwischen Zelliberleben und Zelltod wird anhand von Proteinkomplexen
entschieden, die unter bestimmten Bedingungen innerhalb der Zelle entstehen. In der
unstimulierten Zelle wird die Todesdomane des TNF-R1 durch ein Molekil namens SODD
(silencer of death domains) blockiert, was die Bindung anderer Molekile bzw. die
Autoaggregation des Rezeptors verhindert (Jiang et al. 1999). Kommt es nun zur TNF-Bindung,
verandert sich die zytoplasmatische Domane des Rezeptors (Brenner et al. 2015), SODD |6st
sich und es kommt zur Rekrutierung des Adapterproteins TRADD, welches (iber seine eigene
Todesdomane an jene DD von TNF-R1 bindet (Hsu et al. 1995). Zu diesem membranstdandigen

Ill

,Komplex I“ gehort weiterhin RIPK1 (Rezeptorinteraktions- Serin/Threonin-Protein-Kinase 1),
welches ebenfalls mit TRADD (ber sich an beiden Proteinen befindlichen Todesdomanen
verbunden ist. TRAF2 und TRAF5 (TNF-Rezeptor assoziierter Faktor 2 und 5) stabilisieren
diesen Komplex und rekrutieren die Ubiquitin-E3-Ligasen clAP1 und 2 und LUBAC (linear
ubiquitination chain assembly complex) (Hsu et al. 1996a; Hsu et al. 1996b; Micheau und
Tschopp, 2003; Sun und Wang, 2014; Vanden Berghe et al. 2014; Silke und Bring, 2010; Wang
et al. 2017; Chen et al. 2019).

Im Verbund des TNF-R1-Signalkomplexes kommt es zu einer Dimerisierung der clAPs,
woraufhin sie selbst und auch LUBAC, RIPK1 mit Polyubiquitin-Ketten versehen (Bertrand et
al. 2008; Varfolomeev et al. 2008; Dynek et al. 2010; Chen et al. 2019), wozu auch TRAF2 selbst
in der Lage zu sein scheint (Lee et al. 2004; O’Donnell et al. 2007). Zu diesem Zeitpunkt spielt
die Kinase-Funktion von RIPK1 eine eher untergeordnete Rolle, bendtigt wird es in
ubiquitinierter Form vor Allem als Gerlistprotein (Lee et al. 2004, Polykratis et al. 2014). In
dieser Funktion tragt RIPK1 zur Rekrutierung wichtiger Komponenten des NF-kB- und MAP
(mitogen-activated protein)-Kinase-Signalweges bei, wie den TAK1-Komplex (transforming
growth factor-B-activated kinase 1) oder auch den IkB-Kinase (IKK) Komplex (Shim et al. 2005;
Haas et al. 2009; Chen, 2012). Die Aktivierung der zugehorigen Signalwege fihrt zur
Translokation von Transkriptionsfaktoren in den Zellkern und dort zur Expression von Genen
wie c-FLIP (zellulires FLICE-inhibitorisches Protein), die letztendlich zum Uberleben der Zelle
flihren, was in Abbildung 2 schematisch aufgezeigt ist (Scheidereit, 2006; Bertrand et al. 2008;
Vanden Berghe et al. 2014; Chen et al. 2019).
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Abbildung 2: TNF-R1 vermittelte Signalwege, welche entweder zum Uberleben oder zum Tod der Zelle
fiihren. Die Bindung von TNF an TNFR1 I6st verschiedene Signalwege aus, dazu gehdren NF-kB, Apoptose und
Nekroptose. Bei der Stimulation des Rezeptors induziert TNF die Entstehung eines membrangebundenen
Komplexes |, dieser besteht aus RIPK1, TRADD, TRAF2/5, LUBAC und clAP1/2. In diesem Komplex induzieren
clAP 1/2 und LUBAC eine Lys63-verknUpfte Polyubiquitinierung von RIPK1, welche als GerUst fir die weitere
Rekrutierung von Komplexen aus IKKa, IKKB und NEMO bzw. TAK1, TAB1 and TAB2 dient. Diese Ereignisse
fiithren schlieRlich zur Aktivierung des NF-kB Signalweges und zum Uberleben der Zelle. Die Deubiquitinierung
von RIPK1 durch CYLD induziert eine Losldsung von TRADD und RIPK1 vom TNFR1 und fiihrt entweder zur
Entstehung von Komplex Illa oder Komplex llb. FADD, pro-Caspase-8 und pro-Caspase-10 werden zu TRADD und
RIPK1 rekrutiert und formen Komplex Ila, was in der Aktivierung der Caspasen durch Oligomerisation und
Spaltung resultiert. In Abwesenheit von clAP1/2, TAK1 oder dem IKK-Komplex entsteht Komplex llb, dieser
enthalt RIPK1, FADD, pro-Caspase-8 und pro-Caspase-10, nicht aber TRADD. Die Caspasen induzieren dann
Apoptose. RIPK3-basierte Nekroptose wird induziert, wenn die Caspase-Aktivitat geblockt ist, zum Beispiel
durch cFLIP oder den Pan-Caspase-Inhibitor zVAD-fmk (carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-
fluoromethylketone). Abbildung verandert nach Chen et al. 2019.

Kommt es nun aber zu der Situation, dass das Deubiquitinierungsenzym (DUB)
Cylindromatosis (CYLD) die Polyubiquitin-Ketten von RIPK1 entfernt, wird ein zweiter Komplex
im Zytosol gebildet, welcher in zwei verschiedenen Varianten erscheinen kann (Wertz et al.
2004; O’Donnell et al. 2011; Moquin et al. 2013; Lalaoui et al. 2015; Feoktistova et al. 2020).
Komplex lla setzt sich aus TRADD, RIPK1, FADD, cFLIP (zelluldres FLICE-inhibitorisches Protein),
Caspase-8 und Caspase-10 zusammen (Micheau und Tschopp, 2003; Wang et al. 2008; Vanden
Berghe et al. 2014; Galluzzi et a. 2018; Chen et al. 2019).
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Eine dhnliche Situation entsteht in Abwesenheit der clAPs, welche zum Beispiel durch Smac
abgebaut werden kénnen oder durch die Inhibierung des TAK1- oder IKK-Komplexes. RIPK1
bildet dann im Zytosol die Grundlage von Komplex llb (Du et al. 2000; Bertrand et al. 2008;
Wang et al. 2008; He et al. 2009; Vanden Berghe et al. 2014). Dieser ist ahnlich aufgebaut wie
Komplex lla, nur dass in ihm kein TRADD zu finden ist (Feoktistova et al. 2011; Vanden Berghe
et al. 2014; Chen et al. 2019). Solange anti-apoptotische Proteine in ausreichend hoher
Konzentration vorliegen, kann die Aktivierung von Caspase-8 verhindert werden. Lasst ihre
Konzentration jedoch nach, kann cFLIP die Caspase-8-Aktivitdt nicht mehr ausreichend
inhibieren und die Bildung beider Komplexe kann letztendlich in der Apoptose-Kaskade
minden (Micheau und Tschopp, 2003; Boatright et al. 2004, Pop et al. 2011).
Zusammenfassend fiihrt also Komplex | zum Uberleben der Zelle, Komplex lla fiihrt zu einer
Caspase-8-vermittelten Apoptose, unabhangig von der Kinase-Aktivitat von RIPK1 und
Komplex Ilb resultiert in einer Caspase-8-vermittelten Apoptose, welche jedoch auf der
Kinase-Aktivitat von RIPK1 basiert (Wang et al. 2008; Polykratis et al. 2014; Chen et al 2019).
Aus beiden Komplexen kann unter der Bedingung der Caspasen-Inhibierung auch der
Signalkomplex des Nekrosoms entstehen. Der genaue Mechanismus, der dazu fihrt, wird
unter 1.4.1.1 beschrieben, die unterschiedlichen Signalwege sind in Abbildung 2 noch einmal

zusammengefasst.

1.4 Regulierte Nekrose

Zusatzlich zur nicht regulierbaren, zufallig ablaufenden Nekrose, konnten auch immer wieder
Caspase-unabhangige Formen des PCD beobachtet werden, welche unter anderem als Back-
up-Mechanismus funktionieren, wenn die Signalwege der Apoptose blockiert sind (He et al.
2009; Vandenabeele et al. 2010; Sosna et al. 2013). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
die Behandlung mit TNF, je nach getesteter Zelllinie, sowohl Apoptose als auch Nekrose
auslésen konnte. Manche Zelllinien waren bei zusatzlicher Behandlung mit einem Caspase-
Inhibitor, wodurch die Apoptose unterdriickt wird, nicht etwa vor dem Zelluntergang
geschitzt, sondern zeigten sogar eine gesteigerte Zelltodrate (Vercammen et al. 1998; Fricker
et al. 2013; Sun und Wang, 2014). Darliber hinaus wurden Gene gefunden, die entscheidend
sind fur Nekroptose, nicht aber fir Apoptose (Hitomi et al. 2008). Im Zuge dessen wurden

verschiedene Formen der regulierten Nekrose identifiziert, die sich gewisse morphologische
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Merkmale teilen, jedoch allesamt eigene Aspekte des Zelltods aufweisen (Vanden Berghe et
al. 2014).

Als die, auf molekularer Ebene, am besten charakterisierte Form der RN hat sich die
Nekroptose etabliert (Vandenabeele et al. 2010; Vanden Berghe et al. 2016, siehe 1.4.1), auf
die sich die vorliegende Arbeit konzentriert.

Als weitere Formen der regulierten Nekrose konnen zum Beispiel auch die Ferroptose, jene
wird Uber den intrazellularen Eisenmetabolismus der Zelle reguliert und wurde vor Allem bei
neurodegenerativen Erkrankungen gefunden, oder der Parthanatos, bei welchem eine
Uberaktivierung von PARP1 (Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1), vorliegt, aufgefiihrt werden
(Vanden Berghe et al. 2014; Galluzzi et a. 2018).

1.4.1 Nekroptose

Die Nekroptose stellt eine proinflammatorische Art des Zelltods dar, bei der die
hauptsachlichen Schritte Caspase-unabhangig verlaufen. Sowohl das Zytoplasma, als auch die
zellularen Organellen schwellen massiv an, die Zellmembran platzt und es kommt zu einer
Freisetzung der Zellbestandteile ins Gewebe, wodurch eine Entziindungsreaktion ausgelost
wird (De Almagro und Vucic, 2015; Chen et al. 2019). Der Begriff Nekroptose ist 2005
eingefiihrt worden, um eine TNF vermittelte regulierte Nekrose zu beschreiben, bei der die
Caspase-Aktivitat blockiert ist (Degterev et al. 2005).

RIPK1 war das erste Molekiil, welches man als am Signalweg der regulierten Nekrose beteiligt,
beschrieben hat (Holler et al. 2000; Degterev et al. 2008). In den folgenden Jahren wurde
herausgefunden, dass RIPK3 (Rezeptorinteraktions-Serin/Threonin-Protein-Kinase-3) eines
der entscheidendsten Schlisselmolekiile darstellt, wobei RIPK3 die Nekroptose wohl auch
unabhangig von RIPK1 auslosen kann (Cho et al. 2009; He et al. 2009; Vanlangenakker et al.
2011; Moujalled et al. 2013). MLKL (mixed lineage kinase domain like pseudokinase) wurde
als entscheidender nachgeschalteter Mediator identifiziert (Zhao et al. 2012; Sun et al. 2012;
Vanden Berghe et al. 2014). Vermittelt werden kann die Nekroptose unter anderem (ber
Mitglieder der TNF Rezeptorfamilie, wozu neben dem TNF-Rezeptor 1, zum Beispiel auch die
Toll-like-Rezeptoren oder die TRAIL-Rezeptoren gehoren (Vandenabeele et al. 2010; Vanden
Berghe et al. 2016; Galluzzi et al. 2018).

Ein besseres Verstindnis der Ablaufe der Nekroptose wurde durch die Entdeckung


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vanden%20Berghe%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27052312
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inhibitorischer Molekiile erreicht, dazu gehdren neben Nec-1 (Necrostatin-1) (Degterev et al.
2008) und NSA (necrosulfonamide) (Sun et al. 2012) auch die RIPK3-Inhibitoren GSK’840,
GSK’843 und GSK’872 (Kaiser et al. 2013).

1.4.1.1 Ablauf der Nekroptose

Der Ablauf der Nekroptose kann exemplarisch am Beispiel des TNF-R1 gezeigt werden. Wie
bereits unter 1.3.2 beschrieben, entstehen unter bestimmten Bedingungen im Zytosol die
Komplexe Ila oder llb, die beide zur Apoptose fihren kdnnen.

Unter normalen Umstanden wird die Nekroptose durch Caspase-8 unterdriickt, was sich durch
ihre Eigenschaft begriindet, sowohl RIPK1 und RIPK3, als auch CYLD spalten und somit
inaktivieren zu konnen (Lin et al. 1999; Feng et al. 2007; O’Donnell et al. 2011; Salvesen und
Walsh, 2014). Wird Caspase-8 jedoch nicht mehr ausreichend aktiviert oder sogar inhibiert,
zum Beispiel durch virale oder chemische Inhibitoren (He et al. 2009; Kaiser et al. 2011;
Vanlangenakker et al. 2011; Vanden Berghe et al. 2016; Wang et al. 2017), kénnen beide
Komplexe auch zur Nekroptose fiihren (siehe Abbildung 2) (Chen et al. 2019). Es kommt zu
einer Interaktion von RIPK1 und seinem Homolog RIPK3, welches am Serin 227 phosphoryliert
und so aktiviert wird und das sogenannte Nekrosom entsteht, eines der bedeutendsten
Schlisselelemente der Nekroptose (He et al. 2009; Cho et al. 2009; Li et al. 2012; Vanden
Berghe et al. 2014). Derselbe Vorgang konnte in vitro auch in Gang gesetzt werden, wenn
Caspase-8 zwar nicht inhibiert, aber RIPK3 (iberexprimiert wurde (Zhang et al. 2009).

RIPK1 und RIPK3 interagieren Uber ihre jeweilige RHIM (RIP homotypisches Interaktions-
Motiv)-Domane durch die Ausbildung von Amyloid-dhnlichen-Strukturen miteinander,
wodurch ein funktioneller Signalkomplex ausgebildet wird, ohne den keine Nekroptose
stattfinden kann (Cho et al. 2009; He et al. 2009; Li et al. 2012; Sun et al. 2012; Chen et al.
2019). Im weiteren Verlauf bindet RIPK3 Uber seine Kinase-Doméane an die C-terminale Kinase-
dhnliche Domane des MLKL (Murphy et al. 2013), welches beim Menschen an den Stellen
Threonin 357 und Serin 358 phosphoryliert wird (Sun et al. 2012; Lalaoui et al. 2015; Chen et
al. 2019). Wird MLKL ausgeschaltet, wie in diversen Mausexperimenten gezeigt, kann auch
keine Nekroptose stattfinden (Sun et al. 2012; Zhao et al. 2012; Murphy et al. 2013). MLKL ist
zwar ausschlaggebend fiir die Ausfliihrung der Nekroptose, hat jedoch keinen Einfluss auf die

Entstehung des Nekrosoms, da es nur mit RIPK3 und nicht mit RIPK1 interagiert und auch
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dessen Phosphorylierung nicht beeinflusst, woraus sich auch schlieBen lasst, dass MLKL ein

dem RIPK3 nachgeschaltetes Element darstellt (Zhao et al. 2012; Wu et al. 2013).

Das normalerweise im Zytosol als inaktives Monomer vorliegende MLKL wird durch die
vorangegangene Aktivierung durch RIPK3 in eine andere Konfirmation Uberfiihrt und es
kommt zur Oligomerisation (Cai et al. 2014; Chen et al. 2014; Dondelinger et al. 2014; Wang
et al. 2014; Chen et al. 2019). Das MLKL-Oligomer kann nun Uber sein N-terminales Ende
Phosphatidylinositolphosphate (PIPs) und das Mitochondrien-spezifische Phospholipid
Cardiolipin (CL) binden und transloziert daher zu PIP- und CL- angereicherten Regionen in der
Plasmamembran (Dondelinger et al. 2014; Wang et al. 2014; Galluzzi et al. 2017; Johnston und
Wang, 2018). Uber die weiteren Geschehnisse gibt es unterschiedliche Auffassungen, die
jedoch in dem Punkt libereinstimmen, dass die Plasmamembran durchladssig wird, wodurch es
letztendlich zur Zerstérung der Membranintegritdit und somit zur Morphologie der
Nekroptose kommt (Wang et al. 2014; Chen et al. 2019).

Auf der einen Seite wird angenommen, dass das membrangebundene MLKL-Oligomer selbst
Poren in der Plasmamembran entstehen lassen kann (Dondelinger et al. 2014). Andere
Studien zeigten, dass aufgrund der MLKL-Bindung lonenkandle in der Membran angetrieben
werden und es entweder durch einen Calcium-, einen Natrium-, oder sogar einen
Magnesiumeinstrom zum Integritatsverlust der Membran kommt (Cai et al. 2014; Chen et al.
2014, Xia et al. 2016). Darliber hinaus fiihrt die MLKL-Aktivierung bzw. die Entstehung des
Nekrosoms zur Akkumulierung von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) aus den Mitochondrien
(Sakon et al. 2003; Festjens et al. 2006; Cho et al. 2009; Zhao et al. 2012; Sosna et al. 2013).
Normalerweise werden diese schnell eliminiert, unter zelltodinduzierenden Bedingungen
flhren sie jedoch zu einer Unterbrechung des mitochondrialen Membranpotentials und somit
zum Untergang der Zelle (Sakon et al. 2003). Insgesamt lasst sich festhalten, dass es fir die
der MLKL-Aktivierung nachfolgenden Signalwege verschiedene Uberlegungen gibt (Wang et
al. 2012; Chen et al. 2013). Allein die Aktivierung von MLKL wurde als zellibergreifender,
universaler Mechanismus der Nekroptose beschrieben (Zhao et al. 2012), was es zu jenem
Schlisselelement macht, wodurch das Nekrosom mit den nachgeschalteten Effektoren

verbunden wird (Sun et al. 2012).
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Eine darlUber hinausgehende Mdglichkeit der Regulation der verschiedenen Zelltodarten ist
das Zusammenspiel von Caspase-8 mit cFLIP, einem Caspase-8-Homolog. Die Aktivierung der
in Komplex Il noch als inaktives Proenzym vorliegenden Caspase kann tber zwei verschiedene
Mechanismen erfolgen. Auf der einen Seite kommt es zur Homodimerisierung von Caspase-8,
was dann in ihrer vollstandigen Aktivierung miindet und somit zur Apoptose fihrt. Auf der
anderen Seite kann cFLIP, in diesem Fall handelt es sich um cFLIP. (zelluldres FLICE-
inhibitorisches Protein, lange Isoform), ein Heterodimer mit Caspase-8 bilden und aktiviert sie
so zumindest zu einem gewissen Grad (Boatright et al. 2004, Pop et al. 2011). Bei einem
geringen zelluldren Level von cFLIP. hat es einen vor allem proapoptotischen Effekt, da es die
Caspase-8-Homodimerisierung erlaubt (Oberst et al. 2011; Cuda et al. 2015). Wenn cFLIP, in
ausreichend hoher Konzentration vorliegt, wird die Heterodimerisierung mit FLIP. der
Homodimerisierung mit sich selbst wohl vorgezogen, da die kinetische Barriere dafiir
vermutlich geringer ist (Boatright et al 2004; Strasser et al. 2009). Das cFLIP./Caspase-8-
Heterodimer ist zwar katalytisch aktiv, spaltet jedoch nur eine eingeschrankte Anzahl von
Substraten (Pop et al. 2011). So reicht die Aktivitat zwar nicht aus, um die Apoptose-Kaskade
zu starten, RIPK1 und auch RIPK3 kénnen jedoch von diesen Komplex gespalten und somit
inaktiviert werden, wodurch wiederum die Nekroptose verhindert wird (Feoktistova et al.
2011; Oberst et al. 2011; Dillon et al. 2012; Lalaoui et al. 2015; Chen et al. 2019). Bei der
Nekroptose spielt jedoch auch cFLIPs (zellulares FLICE-inhibitorisches Protein, kurze Isoform)
eine wichtige Rolle. Auch cFLIPs bildet ein Heterodimer mit Caspase-8, dieses ist jedoch
vollkommen katalytisch inaktiv, was sowohl durch die nicht stattfindende Aktivierung von
Caspase-8 die Apoptose verhindert, als auch durch die ausbleibende Spaltung von RIPK1 und

RIPK3 in der Nekroptose miindet (Feoktistova et al. 2011; Salvesen und Walsh, 2014).

1.4.2  Nekroptose aus klinischer Sicht

Nekroptose ist in viele essenzielle Vorgdnge des menschlichen Organismus involviert. Man
findet sie in physiologischen Prozessen, wie zum Beispiel der negativen Selektion von
Lymphozyten, der Regulierung des Knochenwachstums Uber einen physiologischen Zelltod
von Chondrozyten oder bei der Ovulation (Doerfler et al. 2000; Festjens et al. 2006; Kaczmarek
et al. 2013). Auch bei der angeborenen und erworbenen Immunabwehr von malignen und

infektiosen Pathogenen durch das Immunsystem spielt die Nekroptose eine entscheidende
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Rolle (Galluzzi et al. 2017; Chen et al. 2019). So kann sie als Back-up-Mechanismus in jenen
Zellen fungieren, in denen die Caspase-Aktivitdat und somit die Fahigkeit der Zelle zur
Apoptoseinduktion funktionsunfahig gemacht wurde (Festjens et al. 2006; Cho et al. 2009;
Mocarski et al. 2011; Kaczmarek et al. 2013; Silke et al. 2015; Wang et al. 2017). Dieses
Phdanomen ist vor allem bei bestimmten Viren, wie zum Beispiel dem Vacciniavirus, zu
beobachten, da dieses in der Lage ist, Caspase-8-Inhibitoren zu exprimieren und somit die
Apoptose zu umgehen (Cho et al. 2009; Kaiser et al. 2011). RIPK3-defiziente Mause waren
empfanglicher dafiir, an einer Infektion durch das Vacciniavirus zu erkranken bzw. daran zu
versterben, als die zu vergleichenden Wildtypen, was die Wichtigkeit der Nekroptose als
alternative Zelltodform zur Eliminierung von virusbefallenen Zellen aufzeigt (Cho et al. 2009).
Auf der anderen Seite wird die Bedeutung der Nekroptose in Bezug auf virale Infektionen
jedoch auch aus der gegensatzlichen Perspektive deutlich. Viren, wie das Cytomegalievirus,
kénnen Uber eigene Proteine mit der RHIM-Domane von RIPK1 und RIPK3 interagieren und
somit das Nekrosom beeintrachtigen (Upton et al. 2010). Das humane Cytomegalievirus ist
auch in der Lage, die Nekroptose zu inhibieren, der genaue Mechanismus ist jedoch noch nicht
verstanden (Omoto et al. 2015). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das HI-Virus 1
nicht nur Apoptose, sondern auch Nekroptose in infizierten T-Lymphozyten verursacht. Die
Blockierung der Nekroptose hemmt dahingegen den cytopathischen Effekt des HI-Virus (Pan
et al. 2014).

Dariber hinaus kann die Nekroptose auch bei vielen humanen Pathologien beobachtet
werden, wie zum Beispiel dem hyperakuten Schock (Cauwels et al. 2003), bei renalen
Ischamie-Reperfusionsschdden (Linkermann et al. 2012), chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen (Glinther et al. 2011) oder neurodegenerativen Erkrankungen, wie
Alzheimer und Parkinson (Chi et al. 2018; Chen et al. 2019). In Mausmodellen hat sich gezeigt,
dass RIPK3-defiziente Mause nicht nur weniger stark, sondern auch erst zu einem spateren
Zeitpunkt, von Krankheiten wie dem Medikamenten-induzierten Leberschaden
(Ramachandran et al. 2013), Atherosklerose (Lin et al. 2013) oder der Zapfen-Degeneration
der Retina (Murakami et al. 2012) betroffen waren. Diese Beobachtungen lassen vermuten,
dass die RIPK3-induzierte Nekroptose in diesen Fallen Teil eines sekundaren Schadens ist, der
vom Immunsystem selbst, zum Beispiel in Form einer Entzlindung, verursacht wird, nachdem
dieses mit einer Infektion oder anderweitig hervorgerufenem Schaden konfrontiert wurde (He

et al. 2009, Sun und Wang, 2014).
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1.5 Von der Maus zum Menschen- eine Spezies-spezifische Rolle von Caspase-8 in der

Regulation der Nekroptose

Schon eine ganze Weile ist bekannt, dass RIPK1-defiziente Mauseembryonen aufgrund einer
systemischen Multiorganentziindung infolge massiver Nekroptose perinatal versterben
(Kelliher et al. 1998; Rickard et al 2014; Silke et al. 2015). Schaltet man bei diesen Mausen
zusatzlich Caspase-8 aus, liberleben die Embryonen zwar bis zur Geburt, versterben jedoch
kurz darauf (Rickard et a. 2014). Mause, bei denen entweder RIPK3 oder MLKL zusétzlich zu
RIPK1 ausgeschaltet wurde, lberleben die Geburt und scheinen sich erst einmal normal zu
entwickeln, gedeihen aber schlecht und sterben im Verlauf an exzessiver Apoptose (Rickard
et al. 2014).

Nur wenn sowohl RIPK1 und RIPK3, als auch Caspase-8 ausgeschaltet wurden, waren die
Mause vor Entziindung geschiitzt und entwickeln sich dhnlich, wie die zu vergleichenden
Wildtypen (Rickard et al. 2014). RIPK1 scheint also eine sehr wichtige Rolle wahrend der
Embryogenese und Entwicklung zu spielen, RIP3 und MLKL werden wohl erst im spateren
Leben entscheidend (Murphy et al. 2013; Wu et al. 2013; Newton et al. 2014; Rickard et al.
2014). Auch der alleinige, homozygote, Verlust von Caspase-8 ist fiir die Mause schon vor der
Geburt letal. Gerettet werden konnten sie nur durch eine zusatzliche Ausschaltung von RIPK3
(Varfolomeev et al. 1998; Kaiser et al. 2011; O’Donnell et al. 2011). Durch die Ausschaltung
oder Inhibierung von Caspase-8 wurde die Induktion massiver Nekroptose beobachtet (Oberst
et al. 2011; Dillon et al. 2012; Silke et a. 2015).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass bisher alle Studien Caspase-8 als einen Inhibitor
der Nekroptose identifiziert haben. Ihre Blockierung oder Defizienz fiihrte zu dem klinischen
Bild massiver Nekroptose. Diese Studien wurden jedoch alle mit murinen Zellen durchgefiihrt.
Auch unser Labor konnte bestatigen, dass eine Herunterregulierung von Caspase-8 in murinen
Zellen zu einer deutlich gesteigerten Nekroptoserate fiihrte. Deswegen war der naheliegende
Gedanke, dass auch in menschlichen Zellen eine Herunterregulierung von Caspase-8 zu einer
gesteigerten Nekroptoserate fliihren wiirde. Jedoch scheint genau der entgegengesetzte Fall
einzutreffen. In  mehreren unabhdngigen menschlichen Zelllinien hat einer
Herunterregulierung von Caspase-8 in unserem Forschungslabor zu einem Schutz vor
Nekroptose gefiihrt, wahrend in Pilotexperimenten die Herunterregulierung von Caspase-10

beim Menschen zu einer Nekroptosesteigerung zu fiihren scheint.
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Caspase-8 und Caspase-10 gehoren beim Menschen zu einem gemeinsamen Gencluster und
sind aneinandergereiht in der gleichen Region auf Chromosom 2 zu finden, gemeinsam mit
cFLIP (Sakamaki und Satou, 2009, Shalini et al. 2015). Die beiden Caspasen werden als
Proenzym exprimiert und zeigen einen dhnlichen Aufbau, mit jeweils einer aktiven CASc-
Protease-Domane am Carboxy-Ende und einem Tandem-DED-Motiv an der Amino-
Prodomadne, was sie einzigartig in Bezug auf die menschlichen Caspasen macht und beiden
Caspasen eine Interaktion mit FADD ermdoglicht (Lamkanfi et al. 2002; Sprick et al. 2002; Su
und Lenardo, 2008; Sakamaki und Satou, 2009, Tummers und Green, 2017). Wahrend
Caspase-8 und -10, die von einer gemeinsamen Vorldufercaspase abstammen, in
menschlichen Zellen gleichermaBen zu finden sind, ist Caspase-10 evolutiondr in Mausen
verloren gegangen (Sakamaki et al. 2015; Salvesen und Walsh, 2014). Es scheint also moglich
zu sein, dass Caspase-8 die Rolle von Caspase-10 in Mausen tibernehmen kann oder als ware
Caspase-10 fur das Leben der Mause nicht mehr notig (Sakamaki und Satou, 2009).

Der Mechanismus, auf dem diese unerwarteten Unterschiede bei Mensch und Maus basieren,

ist bisher jedoch noch véllig unklar.

1.6 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es daher, zum einen herauszufinden, ob sich die gegensatzlichen Effekte
von Caspase-8 und Caspase-10 bestdtigen, wenn man die Gene dieser Proteine in der
humanen histiozytaren Lymphomzelllinie U-937 ausschaltet, wozu die CRISPR/Cas-
Technologie genutzt werden sollte. AuBerdem sollten in beiden, daraus resultierenden,
Caspase-8- und Caspase-10-knock-out Zelllinien weitere Proteine der Nekroptose
herunterreguliert werden, um ihren jeweiligen Einfluss auf die Nekroptoserate zu
untersuchen. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Komponenten des
Nekrosoms und der Vergleich seines Aufbaus in den beiden Zelllinien. Ein besseres
Verstandnis des Einflusses der beiden Caspasen auf die Nekroptose und ihre Spezies-
spezifischen Rollen werden in Zukunft sehr wichtig sein fiir die Entwicklung klinischer

Strategien, um Nekroptose im gewtinschten Sinne therapeutisch beeinflussen zu kénnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Kits

Firma

Chemikalien

Bachem AG, Bubendorf, Schweiz
BASF Bioresearch, Ludwigshafen,
Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Biovision Incorporated, Milpitas, CA, USA
Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Heirler Cenovis GmbH, Radolfzell,
Deutschland
Lonza Group, Basel, Schweiz

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Promega, Madison, WI, USA

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

ZVAD —fmk (20 pM)
TNF (2 mg/ml)

Biocoll Separating Solution

L-Glutamin 200 mM

PBS (phosphate buffered saline)
Dulbecco- w/o Ca 2*w/o Mg ?*
Penicillin-/-Streptomycin

Nec-1s (50 uM)

LumiGLO® Chemilumineszenz Substrate

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
TEMED
Magermilchpulver, Frema Reform

Transfektions-Kit (Amaxa™ Cell Line
Nucleofector™ Kit C)
B-Mercaptoethanol

Glyzerin 85 % (v/v)

GSK‘872 (10 uM)

Salzsaure (HCL) 37 % (v/v)

MMACS™ Protein G MicroBeads

Click’s RPMI 1640

Cell Titer-Glo® Luminescent Viability Assay

Complete ® Protease-Inhibitor-Cocktail-
Tabletten Mini

EDTA

Ethanol

Glycin

Wasserstoffperoxid 30 % (v/v)
Methanol

Natriumchlorid 99.8 % (w/v)

Tris

Acrylamid/Bis-solution

SDS (Natriumlaurylsulfat) in Pellets
Propidium lodid (PI)

Tween® 20
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Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

2.1.2

Firma

Verwendete Gerate und Materialien

Material und Methoden

Albumin (BSA) Standard

Fetales Kalbsserum (Life Technologies)
NP-40 Detergenz

Page Ruler™vorgefarbter Proteinmarker
Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Gerat

AGFA, Dusseldorf, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Bender & Hobein, Ziirich, Schweiz
Biometra, Gottingen, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

BRAND, Wertheim, Deutschland
Corning Incorporated, Corning, NY, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Forma Scientific, Marietta, USA
GE Healthcare, Minchen, Deutschland

GFL, Wunstorf, Deutschland
Gilson, Middleton, WI, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Hans-S. Schroder GmbH, Hamburg,
Deutschland

Hecht-Assistent, Sondheim/Rhon,
Deutschland
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Entwicklermaschine CP 1000
FACSCalibur Durchflusszytometer
Software: BD CellQuest™ Pro V. 4.0.2
5 ml Polystyrol FACS Tubes, runder Boden
TL-100 Ultrazentrifuge, SW-32 Rotor
Ultra clear™ Zentrifugenréhrchen,

11 x 60 mm

Vortex Genie 2™

Stromquelle Power Pack P25T
SDS-PAGE-Kammer Mini Protean II™
Spannungsquelle PowerPac 300

Mini PROTEAN® Tetra System
Glasplatten

1.0 mm, 10-Taschen-Kamm

Neubauer Zahlkammer
Gewebekulturschalen 100 x 20mm
Kihlzentrifuge 5417R, Rotor F45-30-1 |
Pipettenstander

Pipetten (2, 10, 20, 100, 200, 1000 pl)
Brutschrank Model 3336

Amersham Hyperfilm™

Nitrozellulose Blotting-Membran 0.2 um
Whatman™ Filterpapier Grad 3 CHR
Wasserbad 1003

Pipettenstander

Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000 ul)

15 und 50 ml Tubes

Serologische Pipetten (1, 5, 10, 25, 50 ml)
6- und 12-Kavititaten Platten
Zellkulturflaschen (50, 250, 650 ml)
Pipettenspitzen (10/100/200/1000)
Cryo.S ™ ReaktionsgefiRe

Kihltruhe Kryotec -80 °C BSC-1

Mikroskop Objekttrager 76 x 26 mm
Mikroskop runde Deckglaschen 12 mm



Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland
Heraeus, Osterode, Deutschland

Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,
Deutschland

IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland

Kern & Sohn, Balingen, Deutschland
Kisker, Steinfurt, Deutschland

Lonza Group, Basel, Schweiz

Merck Millipore, Burlington, Massachusetts,
USA

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland

National Labnet CO, Edison, NJ, USA

Nunc GmbH&Co. KG Wiesbaden,
Deutschland

Ritter GmbH, Schwabmiinchen,
Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sartorius Group, Gottingen, Deutschland
Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, USA
Severin® Elektrogerate, Sundern,
Deutschland

Stuart, Stone, Staffordshire, UK

Tecan Gruppe, Mannedorf, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA
Zeiss, Gottingen, Deutschland

Polymax 1040 Schiittler

Sterile Werkbank LaminAir HB2472K
Megafuge 1.0R, Rotor BS4402/A
Megafuge 16R, Rotor TX-400

Mikro 200R Zentrifuge

Pipettierhilfe Pipetus®

IKA® Magnetriihrer mit Heizplatte (RCT
basic)

IKA® Ritteltisch HS 260 basic

KERN 440-47N Prazisionswaage

X-Ray Kassette 24 x 30 cm

Amaxa Biosystems Nucleofector® Ilb Device
Wasserfilteranlage Milli-Q

Magnetstiander OctoMACS™ Separator
K MACS™ Separationssaulen

Mini Zentrifuge C-1200
96-Kavitaten-Platte, unsteril

Pipette groR Ritips®

Reaktionsgefalie (0.5, 1.5, 2 ml)
Pipettenspitze mit Filter (10, 100, 200,
1000 pl)

Prazisionswaage A120S-D1
Eismaschine Scotsman ice maker AF-10
Wasserkocher

Roller mixer SRT9

Infinite M200 ELISA Microplate Reader,
Software: i-Control 1.3

Brutschrank HERAcell 240i CO; Inkubator
96-Kavititaten-Platte, steril, flach und rund
Inverses Mikroskop Axiovert 100
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2.1.3 Verwendete Antikorper

Zielprotein

Firma/ Artikelnummer

Material und Methoden

Verwendete Verdiinnung

Primare Antikorper

B-Actin, AC-15
Cleaved-Caspase-3, D175
Caspase-8, 1C12
Caspase-10

cFLIP, NF6

PARP-1

pMLKL, EPR9514

RIPK1

RIPK3, E1Z1D

Sekundare Antikorper

Goat anti-mouse 1gG
Peroxidase-gekoppelt
Goat anti-rabbit IgG
Peroxidase-gekoppelt

Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland / A1978

Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA / 9661
Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA / 9746
Abcam, Cambridge, UK /
ab 177475

AdipoGen, Liestal, Schweiz /
AG-20B-0056

Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA / 9542
Abcam, Cambridge, UK /
ab187091

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland / 610459

Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA / 13526

Jackson ImmunoResearch
Europe, Suffolk, UK
Jackson ImmunoResearch
Europe, Suffolk, UK
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2.1.4 Verwendete siRNAs (small interfering RNAs) und Konstrukte

Produkt Katalognummer | Firma

SiIGENOME CASP8 (A) D-003466-01 Horizon Discovery, Cambridge, UK
SiGENOME CASP8 (B) D-003466-02 Horizon Discovery, Cambridge, UK
SiGENOME CASP8 (C) D-003466-07 Horizon Discovery, Cambridge, UK
SiGENOME CASP10 (A) | D-004402-02 Horizon Discovery, Cambridge, UK
siGENOME CASP10 (B) D-004402-01 Horizon Discovery, Cambridge, UK
SiIGENOME CFLIP M-003772-06 Horizon Discovery, Cambridge, UK
SiIGENOME RIPK1 D-004445-03 Horizon Discovery, Cambridge, UK
SiGENOME RIPK3 D-003534-01 Horizon Discovery, Cambridge, UK
NT D-001206-13-20 Horizon Discovery, Cambridge, UK
Konstrukt Vektor Firma

CASP8 CRISPR/Cas pCMV-Cas9-GFP Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

CRISP/Cas

2.1.5 Zelllinie

Als Modellorganismus ist in der vorliegenden Arbeit die menschliche histiozytare
Lymphomzelllinie U-937 verwendet worden, sie stammen im Original von ATCC und wurden
unserem Labor durch Prof. Holger Kalthoff (Christian-Albrechts-Universitat, Kiel, Deutschland)
zuganglich gemacht. Sowohl die originalen Wildtyp-(WT)-Zellen, als auch die spater
hergestellten Caspase-defizienten Zellklone, wurden in einem Click’'s/RPMI 1640-
Ndhrmedium (50/50 % v/v) gehalten, welches mit 10 % (v/v) hitzeinaktiviertem fetalen
Kalberserum (FCS), 2 mM L-Glutamin, 50 pg/ml Penicillin-/-Streptomycin und 50 pM B-
Mercaptoethanol in 0.9 % (w/v) NaCl versetzt worden war. Alle zwei Tage wurden die
Zellkulturen mit frischem Medium versorgt. Kultiviert wurden sie in einem Brutschrank bei

37 °C und einem CO,-Gehalt von 5 % (w/v).
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Material und Methoden

2.2 Methoden
2.2.1 Herstellung von Zelllysaten

Um proteinbasierte Analysen durchfiihren zu kdnnen, wurden aus den Zellen entweder direkt
Totallysate hergestellt oder es fand eine vorherige Stimulation und Inkubation im Verlauf
einer vorgegebenen Zeitkinetik statt. Die sich noch im Nahrmedium befindlichen
Suspensionszellen wurden mit Hilfe einer 5-minitigen Zentrifugation mit 400 x g bei 4 °C
prazipitiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet in kaltem PBS geldst und
noch einmal 1 Minute lang zentrifugiert. Die Zellen wurden dann fir 10 Minuten auf Eis mit
kaltem TNE-Puffer (50 mM Tris pH 8.0, 1 % (v/v) NP-40 , 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 1 mM
Natriumorthovanadat, 5 mM NaF (Natriumfluorid) und 10 pg/ml Protease-Inhibitor-Cocktail
(Boehringer Complete®) lysiert. Anschliefend wurden die Lysate erneut fir 10 Minuten mit
20.800 x g und bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand wurde entweder direkt fiir weitere

Analysen verwendet und ansonsten bei -20 °C oder -80 °C aufbewahrt.

2.2.2  Eosin Farbung

Um festzustellen, wie viele lebende Zellen sich in einer Zellkultur oder einer Probe befanden,
wurden die Zellen in PBS suspendiert. Ein Teil der Probe wurde im Verhaltnis 1:1 mit Eosin
vermischt und auf eine Neubauer-Zahlkammer aufgebracht. Lebende Zellen, welche eine
intakte Membran besitzen, nehmen den Farbstoff nicht auf und kdnnen so von toten, rot

gefarbten Zellen unterschieden werden.

2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Proteinkonzentration der vorher hergestellten Lysate zu bestimmen, wurden diese mit
Pierce® BCA Protein Assay Reagenzien, nach Angaben des Herstellers, versetzt und jeweils in
Vergleich zu einem Proteinstandard (Albuminstandard 2 mg/ml) bestimmt. Nach einer 30-
minUtigen Inkubation der befiillten Platten im Brutschrank bei 37 °C fand die Messung der
Proteinkonzentration, mithilfe der entsprechenden Absorption bei 562 nm, mit einem Infinite

M200 Microplate reader statt.
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2.2.4 Durchflusszytometrie zur Bestimmung der Membranintegritat

Mithilfe einer durchflusszytometrischen Analyse (FACS) ist es moglich, in einem Zellgemisch
quantitativ zwischen toten und lebenden Zellen zu unterscheiden, in dem man den Verlust
der Membranintegritit der Zellen detektiert. Zu diesem Zweck wurden jeweils 1-1.5 x 10°
Zellen auf einer 12-Kavitaten-Platte ausgesat und diese 24 Stunden im Brutschrank inkubiert.
Am Folgetag fand eine Stimulation der Zellen und eine Inkubation fir weitere 24 Stunden im
Brutschrank statt. AnschlieBend wurden die Zellen gesammelt und mit 400 x g flir 5 Minuten
bei 4 °C zentrifugiert. Das Ubrig bleibende Zellpellet wurde wiederum in kaltem PBS
resuspendiert, welches 4 pg/ml Propidium lodid (PI) enthielt. Pl kann nur in jene Zellen
gelangen, deren Membran aufgrund von Zelltod oder Zellschadigung durchldssig dafir
geworden ist. Nun konnte der Verlust der Membranintegritdat mit Hilfe des FACSCalibur
Durchflusszytometers bei roter Fluoreszenz bestimmt und analysiert werden (Anzahl der PI-

positiven Zellen).

2.2.5 Elektrophorese

Proteine konnen mit Hilfe der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) (Laemmli, 1970) ihrer GroRRe nach aufgetrennt werden. Das Trenngel wurde aus 30 %
(w/v) Acrylamid, 0.375 mM Tris/HCL pH 8.8, 0.1 % (w/v) SDS in 20 % (v/v) Glycerin, 1 % (v/v)
APS und 1 % (v/v) TEMED gegossen. Dabei orientierte sich die Menge des Acrylamids (10-15
% (w/v) an dem Molekulargewicht des Zielproteins, da groRe Proteine in niederprozentigen,
und kleine Proteine besser in hochprozentigen Gelen aufgetrennt werden. Darliber wurde ein
Sammelgel geschichtet, welches sich aus 0.5 M Tris pH 6.8, 0.1 % (w/v) SDS, 30 % (w/v)
Acrylamid, 1 % (v/v) TEMED und 1 % (v/v) APS zusammensetzte.

Die Proteinproben wurden nach einer 4:1 Mischung des Zelllysats mit fiinffach konzentriertem
Probenpuffer (125 mM Tris/HCL pH 6.8, 4 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerin und 10 % (v/v) B-
Mercaptoethanol, 0.02 % (w/v) Bromophenol-Blau) auf ein Zielvolumen von 25 pul aufgefillt
und fir 4 Minuten in 100 °C warmen Wasser erhitzt. Die Geltaschen wurden mit dquivalenten
Mengen an Proteinen beladen und die Elektrophorese erfolgte fiir eine Stunde mit einer
konstanten Stromstarke von 25 mA pro Gel bei Raumtemperatur (RT). Um die ProteingroRe

der Zielproteine identifizieren zu kénnen, wurde ein GroRenstandard (PageRuler™ Prestained
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Material und Methoden

Protein Ladder) benutzt und jeweils am Anfang und am Ende jeder Probenreihe in eine

Geltasche geladen.

2.2.5.1 Westernblot

Durch den anschlieBenden Westernblot fand eine Ubertragung der aufgetrennten Proteine
von dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran bei einer Giber 60 Minuten angelegten Spannung
von 100 V statt. Danach erfolgte die Inkubation der Membran fiir 60 Minuten bei
Raumtemperatur in Blockierungspuffer (5 % (w/v) Magermilchpulver in PBST (PBS und 0,1 %
(v/v) Tween 20), um unspezifische Antikdrperbindestellen zu blockieren. Nach dreimaligem
Waschen (je 10 Minuten) mit PBST wurde die Membran erneut bei 4 °C iber Nacht in
Blockierungspuffer, in dem sich ein primarer Antikérper befand, zur Inkubation gegeben. Am
nachsten Tag wurde die Membran wiederum dreimalig mit PBST gewaschen und anschlieRend
fiir eine Stunde in Blockierungspuffer, welcher dieses Mal den jeweils passenden Peroxidase-
gekoppelten Sekundarantikérper enthielt, gelegt. Ungebundene Sekundarantikdrper wurden
anschlieRend durch erneutes dreimaliges Waschen mit PBST entfernt. Abschlieend wurden
die reaktiven Proteine auf der Membran sichtbar gemacht, indem man sie mit Hilfe des
Chemolumineszenz Reagenz LumiGLO® nach Angaben des Herstellers entwickelte und das
Signal mit einem Amersham™ Hyperfilm detektierte. Die Belichtungszeit variierte dabei

zwischen 5 und 60 Sekunden.

2.2.6 Koimmunprazipitation

Mithilfe der Immunprazipitation (IP) ist es modglich, ein bestimmtes Protein aus einem
Zellgemisch zu isolieren und anzureichern. Bei der Koimmunprazipitation nun kdnnen
Proteinbindungen zwischen dem isolierten Protein und weiteren Proteinen aufgezeigt bzw.
deren quantitativer Anteil detektiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die IP in einem
Magnetfeld durchgefiihrt, wofiir Miltenyi uMACS™ Separierungs-Saulen verwendet wurden.
Nach Stimulation der Zellen jeweils in entsprechender Zeitkinetik, Herstellung von Lysaten
und Hinzugabe von 1-2 pg des Antikdrpers und 50 pl Protein G- Mikrokiigelchen pro 500 pg
Lysatprobe fand eine Inkubation flr mindestens 45 Minuten auf Eis statt. Fiir jede Probe

wurde eine Separierungssaule im Magnetfeld des uMACS™ S&ulenstdnders angebracht und
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diese mit je 200 ul TNE-Lysepuffer gespuilt, um sie zu aktivieren. Nach 45 Minuten auf Eis
wurden die vorbereiteten Proben auf die Saulen aufgebracht und diese dreimal mit jeweils
200 pl TNE-Lysepuffer gewaschen. Daraufhin splilte man jede Saule nochmal mit 100 ul High
Salt Waschpuffer (50 mM Tris/HCl pH 8,0, 1 M NaCl, 1 % (v/v) NP-40, 2 mM EDTA) und als
letzten Schritt wiederum mit 100 ul TNE-Lysepuffer. Um das zu untersuchende Protein von
den Protein G-Mikrokiigelchen zu trennen und als Probe zu gewinnen, wurde je 20 pl eines
auf 95 °C erhitzten 1x SDS- Gel-Ladepuffers (5x Ladepuffer, 10 % (v/v) Mercaptoethanol, 1:5
mit H20 verdinnt) auf die Sdulen gegeben. Nach genau 5 Minuten pipettierte man noch
einmal je 30 ul des vorgeheizten Ladepuffers auf die Saulen. Die mit dem Ladepuffer eluierten
Proben wurden in einem frischen Reaktionsgefdll gesammelt. Durch darauffolgende
Gelelektrophorese und Westernblot-Analysen konnte das entsprechende Protein und die

daran bindenden, koimmunprazipitierten Proteine dargestellt werden.

2.2.7 Transfektion
Alle benutzten siRNAs sind unter 2.1.4 gelistet.

Fir die Transfektion von U-937-Zellen wurde das Amaxa® Zelllinien Nucleofector™ Kit C
entsprechend der Herstelleranweisung mit dem Programm WO0O01 verwendet. Pro
Transfektionsansatz wurden jeweils 1,5 x 106 Zellen in 100 pl Solution C bei Raumtemperatur
resuspendiert. In einer Kivette ist jeweils 1,5 pumol der zu untersuchenden siRNA vorgelegt
und mit 100 pl der Zellsuspension vermischt worden. AnschlieBend Uberfihrte man die
transfizierten Zellen wieder in 6-Kavitaten-Platten inklusive vorgewarmtem Nahrmedium,
inkubierte sie fiir 48 Stunden und analysierte sie anschlieBend. Jede Transfektion fand
ebenfalls auch mit einer Negativkontrolle mit einer ,,non-targeting” (NT) siRNA statt, die kein
Gen in denZielzellen herunterreguliert. Die Effektivitdt der Herunterregulierung wurde jeweils

durch eine Westernblot-Analyse bestimmt.
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Material und Methoden

2.2.8 Herstellung von CRISPR/Cas Knockout Zelllinien

Zu allererst musste die verwendete Zellkultur auf ihre Mykoplasmenfreiheit getestet werden.
War dies der Fall, konnten pro Ansatz 1 x 10° Zellen mit 2 ug DNA (Caspase-8-targeting
Konstrukt mit exprimiertem green- fluorescent- protein (GFP) als Detektionsmarker), wie
unter 2.2.7 beschrieben, transfiziert werden. Die transfizierten Zellen wurden wiederum auf
6-Kavititaten-Platten ausgesat und 48 Stunden bebriitet. AnschlieRend wurden diese Zellen,
die das Plasmid fiir den Knockout wahrend der Transfektion aufgenommen haben, mit Hilfe
des FACS Aria cell sorters selektiert. GFP war als Marker verwendet worden, um die
transfizierten Zellen zu identifizieren. 96-Kavitaten- Platten wurden mit 100 pl vorgewarmten
Medium pro Kavitat vorbereitet und in jede Kavitat wurde jeweils eine einzelne Zelle
Uberfuhrt. Die Platten wurden anschlieRend erneut fiir 2-3 Wochen kultiviert, um

Einzelzellklone zu gewinnen.

2.2.9 Dichtegradientenzentrifugation - Ficoll-Gradient

Zur Trennung von lebenden und toten Zellen nach einer Transfektion wurden die Zellen am
folgenden Tag jeweils fiir 6 Minuten bei Raumtemperatur und 100 x g zentrifugiert und das
entstandene Zellpellet in 7 ml PBS aufgenommen. In einem 50 ml Falcon Réhrchen wurden
pro Ansatz 3 ml Biocoll-Separating Solution (RT) vorgelegt und die 7 ml des PBS-Zellgemisches
darliber geschichtet, wobei die beiden Phasen sich nicht vermischen durften. Es fand eine
erneute Zentrifugation (RT, 753 x g, 20 Minuten, acc.: 9, dec.: 2) statt, der dabei entstandene
Uberstand musste bis kurz Giber den nun zu sehenden Ring im Réhrchen abgenommen
werden. In diesem Ring befanden sich die lebenden Zellen, die toten Zellen hatten sich als
Sediment am Boden abgesetzt. Der Zellring wurde vorsichtig aufgenommen und in einem 15
ml Tube auf 12 ml mit PBS aufgefiillt, wiederum herunterzentrifugiert (RT, 482 x g, 5 Minuten)
und der Uberstand abgenommen. Diesen Vorgang wiederholte man noch jeweils fiir 10
Minuten bei RT und 188 x g. Die sich im Uberstand befindlichen Zellen konnten nun im

Ndhrmedium ausgeséat und anschlieRend analysiert werden.
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2.2.10 Statistische Analyse

Die gezeigten Experimente wurden jeweils mindestens dreimal unabhangig voneinander
durchgeflihrt und jede Messung innerhalb eines Experiments wurde ebenfalls jeweils dreimal
wiederholt. Um die Signifikanz der Ergebnisse zu testen, wurde der Student’s T-Test
verwendet. Dabei galten p-Werte weniger als 0.05 als signifikant, unter 0.01 als sehr

signifikant und Werte unter 0.001 als hochsignifikant.
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Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 U-937-Zellen als Modellorganismus

Fir gewisse Zelllinien, wie die murine Fibrosarkomzelllinie L929 oder humane Jurkat T-Zellen,
war bereits nachgewiesen worden, dass sie zu einer TNF-induzierten Nekroptose fahig sind
(Vandenabeele et al. 2010; Chen et al. 2013; Sosna et al. 2013). Auch fir die humane
histiozytare Lymphom-Zelllinie U-937, mit der im nachfolgenden gearbeitet wurde, konnte
gezeigt werden, dass sie nach Stimulation mit TNF und gleichzeitiger Inhibition von Caspasen
zur Nekroptose fahig ist (He et al. 2009; Voigt et al. 2014). Daher eignet sie sich hervorragend
als Modellsystem, um die molekularen Ablaufe und beteiligten Elemente zu untersuchen und
besser zu verstehen, welchen protektiven bzw. verstarkenden Einfluss jeweils Caspase-8 und
Caspase-10 auf die TNF-induzierte Nekroptose beim Menschen haben kann. Da der TNF-R1
auf allen menschlichen Zellen, mit Ausnahme der roten Blutkérperchen, zu finden ist
(Aggarwal und Natarajan, 1996), wurde von einem entsprechenden experimentellen
Nachweis der Expression von TNF-R1 abgesehen. Normalerweise wiirde eine TNF-
Stimulierung in den Zellen Apoptose auslosen. Damit explizit die Nekroptose untersucht
werden konnte, wurden die U-937-Zellen in den dargestellten Experimenten zusatzlich mit
dem Pancaspase-Hemmer zVAD-fmk behandelt, um jegliche Caspase-Aktivitait zu

unterdriicken (Degterev et al. 2005; Hitomi et al. 2008).

3.1.1 Marker des Zelltods in den U-937-Zellen

Als erstes wurden die U-937-Zellen auf die typischen Zelltodmarker der Nekroptose nach
Zugabe von TNF/zVAD untersucht, um die Unterschiede zwischen dieser Art des Zelltods und
der Apoptose, unter Stimulation allein mit TNF, zu verdeutlichen. Das Ergebnis dieses
Experiments ist in Abbildung 3 dargestellt. Wahrend der Apoptose wird PARP-1 durch eine
Caspase-3-vermittelte Spaltung vom ausgereiften 116-kDA Protein in ein 89-kDa Spaltprodukt
umgewandelt, welches inaktiv ist (Los et al. 2002; Chaitanya et al. 2010, Duclos et al. 2017).
Sowohl die nicht stimulierten Zellen, als auch die mit TNF/zVAD stimulierten Zellen, zeigten
Uber die komplette Zeitkinetik kein 89-kDa Spaltprodukt. Dieses konnte nur in Lysaten aus

allein mit TNF stimulierten, apoptotischen Zellen gesehen werden.
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Abbildung 3: Marker der Nekroptose in den U-937-Zellen Die U-937-Zellen wurden mit 100 ng/ml TNF und 50
UM zVAD-fmk oder mit TNF alleine (zur Apoptoseinduktion), entsprechend der angezeigten Zeitpunkte,
stimuliert. Der Westernblot zeigt das Ergebnis der Detektion mit Antikérpern auf, die entweder sowohl PARP-1
in voller Lange (116 kDa), als auch sein apoptotisch gespaltenes Fragment (89kDa), pMLKL (54kDa) oder die
aktivierte Spaltform von Caspase-3 (17kDa) erkennen. Die Spaltform von PARP-1 und die aktivierte Caspase-3
sind jeweils nur nach Induktion von Apoptose, pMLKL ist nur nach Induktion von Nekroptose zu sehen. Der
Nachweis von Aktin diente als Ladekontrolle.

Dariber hinaus ist auch das Voranschreiten der Caspasen-Kaskade als wichtiges Merkmal der
Apoptose zu sehen. Im Zuge dessen wurden die Zellen auf die Spaltung von Caspase-3 hin
untersucht. Diese wird als eine der Haupteffektor-Caspase der Apoptose gehandelt, die den
Grofiteil der Substrate katalysiert (Fischer et al. 2003) und, dhnlich wie Caspase-6 und -7,
durch Initiator-Caspasen, wie zum Beispiel Caspase-8, aktiviert werden muss (Sakamaki und
Satou, 2009). Wiederum ist allein in der mit TNF stimulierten Probe eine Caspase-3 Spaltung
zu sehen (Abbildung 3), woraus sich schlieRen lasst, dass in den mit TNF/zVAD stimulierten
Proben keine Aktivierung von Caspase-3 und somit keine Apoptose stattfindet.

Als letztes wurde noch untersucht, bei welcher Stimulation eine MLKL Aktivierung stattfindet.
Phosphoryliertes MLKL (pMLKL, phosphorylated mixed lineage kinase domain like
pseudokinase), welches wahrend der Nekroptose dadurch entsteht, dass phosphoryliertes
RIP3 wiederum das nachgeschaltete MLKL phosphoryliert, sollte bei der Apoptose nicht
vorkommen, da es bei dieser Art des Zelltodes keine Rolle spielt (Zhao et al. 2012; Wu et al.
2013). Im vorliegenden Experiment konnte pMLKL nur in den mit TNF/zVAD stimulierten
Zellen beginnend nach etwa 4 Stunden Stimulationszeit detektiert werden, in der TNF-
simulierten Kontrolle fiir Apoptose, die genauso lang stimuliert wurde, war kein pMLKL zu
sehen (Abbildung 3).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die TNF/zVAD-Stimulation, ein fir Nekroptose
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typisches Merkmal in den U-937-Zellen auslost, ndmlich das Auftauchen von pMLKL (Sun et al.
2012; Wang et al. 2014). Merkmale, wie die Spaltung von Caspase-3 oder PARP-1, wie man sie

bei der Apoptose erwarten wiirde, sind dort jedoch nicht zu finden.

3.2 Caspase-8-defiziente U-937-Zellen

In der Arbeitsgruppe von Prof. D. Adam war in Vorarbeiten beobachtet worden, dass die
Herunterregulierung von Caspase-8 und -10 in humanen Zellen einen gegensatzlichen Effekt
in Bezug auf die Nekroptose erzeugt. Durch Verwendung der CRISPR/Cas Technologie ist es
moglich, bestimmte Gene der Zellen gezielt auszuschalten. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit gelang es dadurch, U-937-Zellen herzustellen, in denen Caspase-8 durch eine
enzymatisch inaktive Form ersetzt wurde.

Der erste experimentelle Schritt lag in der Uberpriifung der vollstindigen Caspase-8-Defizienz
der entstandenen Zellklone; die unveranderten Wildtyp-U-937-Zellen wurden als
Positivkontrolle zum Vergleich herangezogen. Der Westernblot in Abbildung 4 (A) lasst
erkennen, dass es bei 5 verschiedenen Zellklonen, den Klonen A7, A10, A16, A30 und A36,
nicht gelang, eine fiir Caspase-8 charakteristische Bande bei 55 kDa nachzuweisen. Diese
Klone weisen also eine ,echte” Caspase-8-Defizienz auf. Bei einem auf die gleiche Art und
Weise generiertem Zellklon B17 ist diese Bande, wie auch beim WT, deutlich darstellbar,

dieser Zellklon wird im Folgenden als Negativkontrolle verwendet.

A
kDa WT A7 A10 A16 A30A36 B17

> _ <Caspase-8

= | <Aktin
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Abbildung 4: Caspase-8-Defizienz der U-937-Zellen. Der dargestellte Westernblot zeigt, dass die Zellklone A7,
A10, A16, A30 und A36 eine komplette Caspase-8-Abwesenheit aufwiesen. Aktin fungierte als Ladekontrolle (A).
Die Zellen des WT, die des Zellklons B17 als negative Kontrolle, und die aller ,,echten” Knockout-Klone, wurden
mit 100 ng/ml TNF und zusatzlich mit 50 uM zVAD-fmk, oder nur mit zVAD-fmk stimuliert. Nach 24 Stunden
wurde die Zelltodrate (in Form des Verlustes der Membranintegritat) mit Hilfe der Durchflusszytometrie tGber die
Zahlung der Pl-positiven und —negativen Zellen erfasst. Die aufgefiihrten Daten zeigen eines von drei unabhangig
durchgefiihrten Experimenten. Die Fehlerbalken fihren die Standardabweichung von drei parallel
durchgefiihrten Messungen, Sternchen die statistische Signifikanz auf (t-Test *p< 0.001 bzw. *; p<0.01) (B). Ein
signifikant geringerer Verlust der Membranintegritat ist bei den Caspase-8-defizienten Zellen im Vergleich zu den
WT und B17 Zellen zu sehen, sodass anzunehmen ist, dass die Abwesenheit von Caspase-8 in humanen U-937-
Zellen vor Nekroptose schiitzt.

Von groRRem Interesse war dementsprechend auch, welche Unterschiede sich durch die
Abwesenheit von Caspase-8 in den humanen U-937-Zellen in Bezug auf ihr Zelltodverhalten
ergeben. Zu diesem Zweck wurden sowohl die Zellen des Wildtypen, als auch Zellen aller oben
erwahnten Caspase-8-defizienten Klone mit TNF/zVAD stimuliert, um Nekroptose zu
induzieren und anschlieBend in Relation zueinander gesetzt (Abbildung 4 (B)). Vergleicht man
die genetisch unveranderten Zellen mit all jenen Zellklonen, die eine vollstandige Caspase-8-
Defizienz aufweisen, zeigte sich bei allen eine statistisch signifikant erniedrigte Zelltodrate.
Auch wenn sich die Zelltodraten der einzelnen Klone bereits im nicht stimulierten Zustand,
welcher auch als Grundumsatz bezeichnet werden kann, unterscheiden, sind die Zelltodraten
durch die Nekroptose-Induktion bei allen Klonen auf einem sehr dhnlichen Niveau. Anders
verhalt es sich mit dem Klon B17, welcher keine Caspase-8-Defizienz aufwies. Er zeigte eine
deutlich erhohte Sterblichkeit unter Zugabe von TNF/zVAD, welche sich nicht signifikant von
der des WT unterschied. Die alleinige Stimulation mit zVAD-fmk dient dem Nachweis, dass

zZVAD-fmk selbst keinen Einfluss auf das Zelltodverhalten der Zellen nimmt.
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Insgesamt lasst sich also feststellen, dass die Abwesenheit von Caspase-8 in den menschlichen
U-937-Zellen, nicht zu einem erhohten Zelltod, wie vorher angenommen, sondern zu einer
deutlichen Reduktion der Nekroptoserate fiihrt. Caspase-8 scheint in menschlichen Zellen
Nekroptose zu fordern, ihre Abwesenheit kann somit als protektiver Faktor angesehen

werden.

3.2.1 Merkmale des Zelltodes in den Caspase-8-defizienten Zellen und Inhibitoren des

Zelltodes

Die obigen Ergebnisse zeigen, dass es moglich ist, Caspase-8-defiziente U-937-Zellklone zu
generieren, welche zumindest Uber eine gewisse Zeit in Kultur gehalten werden kdnnen.
Anders als die Caspase-10-defizienten Klone, welche im ndchsten Abschnitt beschrieben
werden, wiesen diese jedoch eine deutlich schlechtere Kultivierbarkeit und ein sehr langsames
Wachstumsverhalten auf. Alleine der Zellklon A7 konnte so kultiviert werden, dass genligend
lebende Zellen fiir die anstehenden Experimente vorhanden waren, sodass die folgenden
Experimente alleine mit diesem Zellklon durchgefiihrt wurden. Wie schon bei den Wildtyp
U-937-Zellen sollte auch bei den Caspase-8-defizienten Klonen gezeigt werden, dass es sich
bei dem beobachteten Zelltod unter TNF/zVAD-Stimulation um Nekroptose handelt und
welche Unterschiede sich zur Apoptose (TNF-Stimulation) ergeben. Der zu diesem Zweck
verwendete Versuchsaufbau wurde bereits unter 3.1 ausfliihrlich beschrieben, ein
entsprechender Westernblot dazu, ist unter der Abbildung 5 (A) zu finden. Die Ergebnisse sind
aquivalent zu denen bereits bei den U-937-Wildtypzellen beschriebenen. Sowohl PARP-1, als
auch Caspase-3 lagen nur in der TNF-induzierten Apoptosekontrolle in gespaltener Form vor,
pMLKL konnte jedoch in genau dieser Stimulation nicht aufgezeigt werden, liel§ sich aber ab
einer Stimulationszeit von 4 Stunden in den Nekroptose-induzierten Proben detektieren. So
lasst sich also festhalten, dass unter TNF/zVAD-Stimulation auch in den Caspase-8-defizienten
Zellen Nekroptose stattfindet.

Zusammenfassend zeigte sich jedoch, dass in den Caspase-8-defizienten U-937-Zellen das
Signal flir pMLKL im Vergleich zu dem der Wildtypzellen weniger ausgepragt erscheint
(Abbildung 3), entsprechend dem Schutz dieser Zellen vor Nekroptose. Die Caspase-8-

defizienten Zellklone weisen stattdessen ein schwacheres Signal fiir gespaltete Caspase-3 und
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gespaltenes PARP-1 auf, als Indikator fiir eine Resistenz gegenliber Apoptose aufgrund der

Caspase-8-Abwesenheit.
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Abbildung 5: Merkmale der durch TNF ausgelésten Nekroptose in den Caspase-8-defizienten U-937-Zellen. Die
Caspase-8-defizienten U-937-Zellen wurden mit 100 ng/ml TNF und 50 uM zVAD-fmk oder mit TNF (zur
Apoptoseinduktion), entsprechend der angezeigten Zeitpunkte, stimuliert. Der Westernblot zeigt das Ergebnis
der Inkubation von Zelllysaten mit einem Antikérper, der entweder sowohl PARP-1 in voller Lange (116 kDa), als
auch sein apoptotisch gespaltenes Fragment (89kDa), pMLKL (54kDa) oder die aktivierte Spaltform von Caspase-
3 (17kDa) nachweist. Wie auch bereits beim WT gezeigt, findet man auch in den Caspase-8-defizienten Zellen
pMLKL alleine in den Nekroptose-induzierten Proben, wohingegen die typischen Merkmale der Apoptose nur in
den TNF-induzierten Lysaten gesehen wurden (A). Nekroptose wurde durch 24-stiindige Stimulation mit 100
ng/ml TNF und 50 uM zVAD-fmk in U-937-WT-Zellen und dem Klon A7 induziert. Zusatzlich sind beide Zelllinien
noch sowohl mit, als auch ohne den RIPK1 Inhibitors Nec-1s (50 uM) und den RIPK3 Inhibitor GSK’872 (10 uM)
fir 2 Stunden prastimuliert worden. Der Verlust der Membranintegritit wurde mit Hilfe der
Durchflusszytometrie liber die Zahlung der Pl-positiven und —negativen Zellen erfasst. Die aufgefiihrten Daten
zeigen eines von drei unabhangig durchgefiihnrten Experimenten. Die Fehlerbalken fihren die
Standardabweichung von drei parallel durchgefiihrten Messungen auf (B). Der beobachtete Zelltod in dem A7
Klon weist typische morphologische Merkmale der Nekroptose auf. Diese kann in beiden Zelllinien jedoch
effektiv von den beiden Nekroptose-Inhibitoren unterdriickt werden.
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Darliber hinaus wurde untersucht, wie sich die unveranderten U-937-Zellen im Vergleich zu
dem Caspase-8-defizienten Klon verhalten, wenn sie mit Inhibitoren der Nekroptose, welche
bereits in der Vergangenheit als solche identifiziert worden waren, zusatzlich zur
Nekroptoseinduktion stimuliert werden.

Necrostatin-1 (Nec-1) war der als erster in der Literatur beschriebene Inhibitor der
Nekroptose, was durch seine Fahigkeit zur Inhibierung der Kinase-Aktivitat von RIPK1 erreicht
wird (Degterev et al. 2008). In den vorliegenden Experimenten wurde Nec-1s, eine stabilere
Variante von Nec-1, verwendet, da dieses sich als deutlich spezifischer in Bezug auf die RIPK1-
Kinaseaktivitat herausgestellt hat (Takashi et al. 2012). Zusatzlich wurde noch mit GSK’872
gearbeitet, ein selektiver RIPK3-Kinase-Inhibitor, welcher die Akkumulation von RIP3
verhindert und auf diesem Wege die Nekroptose blockiert (Kaiser et al. 2013).

Die Ergebnisse dieses Experiments, hier nur der Klon A7 gezeigt, sind in Abbildung 5 (B) zu
sehen. Zunachst lasst sich auch hier wieder eine signifikant niedrigere Zelltodrate bei der
Nekroptoseinduktion des Caspase-8-defizienten Klons, im Vergleich zu den Wildtypzellen,
detektieren. Beide Zellreihen wurden jeweils nur mit dem Inhibitor und einmal mit Inhibitor
und zusatzlich TNF/zVAD stimuliert. Eine deutliche Unterdrickung der Nekroptose lasst sich
dabei bei beiden pharmakologischen Inhibitoren aufzeigen. Die Zelltodraten beider nicht
stimulierten Zellreihen entsprechen einem ahnlichen Zelltodniveau, wie bei der alleinigen
Inhibitorstimulation zu sehen ist. Dabei ist auch jeweils zwischen den beiden Zelllinien kein
Unterschied zu sehen, was wiederum dafir spricht, dass die Inhibitoren alleine keinen Einfluss
auf die Zelltodrate des Caspase-8-defizienten Klons haben. Nimmt man nun noch die
zusatzliche TNF/zVAD Stimulation zu der Inhibitorstimulation hinzu, sieht man, dass auch hier
keine wegweisenden Unterschiede zwischen den Wildtypzellen und dem Klon A7 zu finden
sind. Da sich die noch nachweisbare Zelltodrate unter TNF/zVAD-Stimulation durch den
Einsatz der Inhibitoren noch weiter reduzieren lasst, muss es sich bei dem gesehenen Zelltod

um Nekroptose handeln.
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3.3 Caspase-10-defiziente U-937-Zellen

Bereits im Vorfeld der Generierung von Caspase-8-defizienten U-937-Zellklonen war es Frau
C. Saggau gelungen, mit Hilfe der CRISPR/Cas Technologie einen Klon von U-937-Zellen
herzustellen, welche keine Caspase-10-Expression mehr aufwies. Dieser wird im Folgenden als
A3 bezeichnet. Zusammenfassend konnte dabei beobachtet werden, dass der Caspase-10-
defiziente Klon im Vergleich zu den WT-Zellen eine statistisch signifikant hohere Zelltodrate
aufweist. Somit ldsst sich festhalten, dass die Abwesenheit von Caspase-10 in den humanen

U-937-Zellen tatsachlich zu einer deutlichen Steigerung der Nekroptoserate flihrt.

3.3.1 Merkmale des Zelltodes in den Caspase-10-defizienten Zellen und Inhibitoren des

Zelltods

Auch bei den Caspase-10-defizienten Zellen wurde von Frau C. Saggau nachgewiesen, dass es
sich bei dem beobachteten Zelltod des Caspase-10-defizienten Zellklons A3 unter der
TNF/zVAD-Stimulation tatsachlich um Nekroptose handelt. Auch hierbei konnte eine Spaltung
von sowohl PARP-1, als auch Caspase-3 nur in der TNF-induzierten Apoptosekontrolle
detektiert werden. Dagegen konnte das Vorhandensein von pMLKL in eben dieser Stimulation
nicht beobachtet werden, wohl aber in Ansatzen, in denen Nekroptose induziert worden war.
Das pMLKL war auch in dieser Versuchsreihe erst ab einer Inkubationszeit von 4 Stunden
sichtbar, bis zur Phosphorylierung von MLKL scheint also, sowohl bei den Wildtypen, als auch
den Klonen A7 und A3, dieselbe Zeit zu vergehen.

Frau Saggau konnte ebenfalls zeigen, dass sich der beobachtete Zelltod sowohl in den WT
U-937-Zellen als auch in dem Caspase-10-defizienten Klon A3 durch die Nekroptose-
Inhibitoren Nec-1s und GSK’872 unterdriicken Idsst.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der beobachtete Zelltod bei dem Caspase-10-
defizienten Klon wiederum auf Nekroptose zuriickzufiihren ist. Zum einen weisen die Zellen
unter Nekroptose-Induktion entsprechende morphologische Merkmale auf, zum anderen
lasst sich der gesehene Zelltod fast vollstdndig durch die beschriebenen Nekroptose-

Inhibitoren verhindern.
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3.4 Herunterregulierung weiterer Nekroptose-relevanter Proteine

Um den Einfluss einzelner Proteine im Nekrosom-Komplex besser verstehen zu kdnnen,
wurden in einer weiteren Reihe von Experimenten entsprechende Proteine in den Caspase-8-
und Caspase-10-defizienten  Zellklonen durch eine umgekehrte  Transfektion
herunterreguliert. Diese Zellen wurden anschlieBend auf eine Veranderung in Bezug auf ihr
Zelltodverhalten untersucht. Zu diesem Zweck wurde in der vorliegenden Arbeit eine
Transfektion mit unterschiedlichen siRNAs durchgefiihrt. Eine Probe von jeder Zellpopulation
wurde zusatzlich mit einer siRNA transfiziert, welche keine Zielsequenz im zelluldren Genom
aufweist, diese Probe (NT) gilt jeweils als Referenzwert. AnschlieBend wurde in allen

transfizierten Proben Nekroptose induziert (TNF/zVAD-Stimulation).
3.4.1 Einfluss der Nekroptose-relevanten Proteine in den Caspase-8-defizienten Zellen

Als erstes wurde in den Caspase-8-defizienten Zellen jeweils Caspase-10 mit zwei
verschiedenen siRNAs (A und B), sowie RIPK1, RIPK3 und FLIP als weitere, fir die Regulation
der Nekroptose relevante, Proteine herunterreguliert. Da die Zellen des Caspase-8-defizienten
Zellklons nach einer ersten Transfektion jedoch in allen Ansdtzen so hohe Zelltodraten
aufwiesen, dass der Einfluss der einzelnen Proteine nicht mehr zu unterscheiden war, wurden
die nach der Transfektion noch vitalen Zellen durch einen Ficollgradienten (siehe Abschnitt
2.2.9) angereichert. Die entsprechenden Ergebnisse sind in Abbildung 6 (A) festgehalten.
Zundachst lasst sich feststellen, dass auch bei bestehender Caspase-8-Defizienz eine zusatzliche
Herunterregulierung von Caspase-10 im Vergleich zu den Zellen mit unveranderter Caspase-
10 zu einer gesteigerten Zelltodrate fiihrt. Der Unterschied ist jedoch deutlich weniger
ausgepragt, als bei reiner Caspase-10-Defizienz, da die siRNAs die Caspase-10 nicht vollstandig
herunterregulieren. Auch gibt es Unterschiede bei den verschiedenen Caspase-10 siRNAs, da
diese eine unterschiedliche Effektivitat der Herunterregulation aufweisen. Auch durch die
Reduktion von RIPK1 kann ein gewisser Schutz vor Nekroptose erreicht werden, dieser ist
jedoch ebenfalls nicht sehr stark ausgepragt.

Demgegenliber gestellt, erweist sich die Herunterregulierung von RIPK3 als sehr effektiv, was
den Schutz vor Nekroptose angeht. Es kann beinahe eine Halbierung der Zelltodrate im
Vergleich zu den Zellen erreicht werden, bei denen kein Protein zusatzlich herunterreguliert
worden ist.

Einzig und allein die zusatzliche Reduktion von cFLIP fiihrt zu einer gesteigerten Zelltodrate.
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Durch den in Abbildung 6 (B) dargestellten Westernblot, konnte gezeigt werden, dass die

Herunterregulierung bei allen dargestellten Proteinen funktioniert hatte.
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Abbildung 6: Verdnderungen des Zelltodverhaltens in den Caspase-8-defizienten Zellen, wenn zusatzlich
weitere nekroptotische Proteine herunterreguliert worden sind. U-937-Zellen wurden mit einer non-targeting
SiRNA (siNT) als Negativkontrolle und siRNA, welche spezifisch fiir Caspase-10 (zwei verschiedene siRNAs), RIPK1,
RIPK3 oder FLIP transfiziert. AnschlieBend fand eine Stimulation der Zellen mit 100 ng/ml TNF und 50 uM zVAD-
fmk statt. Nach insgesamt 48 Stunden wurde der Verlust der Membranintegritit mit Hilfe der
Durchflusszytometrie tiber die Zahlung der Pl-positiven und —negativen Zellen erfasst. Die gezeigten Daten zeigen
eines von drei unabhingig durchgefiihrten Experimenten auf, die Fehlerbalken die Standardabweichung von drei
parallel durchgefiihrten Messungen (A). Ein Kontroll-Westernblot der transfizierten (siC10, siRIPK1, siRIPK3,
siFLIP), aber unstimulierten, Zellen wurde zur Verifizierung des Erfolgs der Transfektion durchgefiihrt. Aktin
fungiert hierbei als Ladekontrolle (B). Wenn Caspase-10 zuséatzlich in den Caspase-8 defizienten Zellen
herunterreguliert wird, kann ein Anstieg der Zelltodrate gemessen werden. Dariiber hinaus schiitzt auch hier

wieder die Reduktion von RIPK3 deutlich vor Nekroptose, wahrend die Herunterregulierung von FLIP zu einem
Anstieg der Nekroptose fuhrt.
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3.4.2 Einfluss der Nekroptose-relevanten Proteine in den Caspase-10-defizienten Zellen

Auch in den Caspase-10-defizienten Zellen sollte der Einfluss der bereits erwdhnten
nekroptotischen Proteine untersucht werden. Der diesbeziiglich verwendete Versuchsaufbau
entsprach dem unter 3.4.1 beschriebenen, mit der Ausnahme, dass die Verwendung des
Ficollgradienten nicht notwendig war und dass keine siRNAs fiir Caspase-10, sondern fir
Caspase-8 verwendet wurden. Auch in den Caspase-10-defizienten Zellen fiihrte die
zusatzliche Herunterregulierung von Caspase-8 zu einer verminderten Nekroptoserate, wobei
es wiederum ein Unterschied zwischen den drei verwendeten siRNAs gab. Wie bereits bei den
Caspase-8-defizienten Zellen fiihrte auch bei den Caspase-10-defizienten Zellen eine
zusatzliche Reduktion von RIPK1 zu einem leichten Schutz vor Nekroptose. Auch bei diesem
Versuchsaufbau zeigte die negative Beeinflussung von RIPK3 eine deutlich verminderte
Nekroptoserate, wahrend wiederum cFLIP das einzige Protein ist, durch dessen
Herunterregulierung eine gesteigerte Nekroptoserate erzielt werden konnte. Die Ergebnisse
sind unter Abbildung 7 (A) aufgezeigt. Durch den in Abbildung 7 (B) dargestellten Westernblot
konnte gezeigt werden, dass auch diese Transfektion bei allen dargestellten Proteinen
erfolgreich funktioniert hatte. Insgesamt lasst sich festhalten, dass der Einfluss der weiteren
nekroptotischen Proteine bestehen bleibt, unabhangig davon, ob die Zellen eine Caspase-8
oder -10-Defizienz aufweisen. Der Einfluss von Caspase-8 und Caspase-10 ist auch dann in den

Zellen nachzuweisen, wenn die jeweils andere Caspase nicht mehr vorhanden ist.
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Abbildung 7: Verdnderungen des Zelltodverhaltens in den Caspase-10-defizienten Zellen, wenn zusatzlich
weitere nekroptotische Proteine herunterreguliert worden sind. U-937-Zellen wurden mit einer non-targeting
siRNA (siNT) als Negativkontrolle und siRNA, welche spezifisch fiir Caspase-8 (drei verschiedenen siRNAs), RIPK1,
RIPK3 oder cFLIP transfiziert. AnschlieRend fand eine Stimulation der Zellen mit 100 ng/ml TNF und 50 uM zVAD-
fmk statt. Nach 24 Stunden wurde der Verlust der Membranintegritat mit Hilfe der Durchflusszytometrie Gber
die Zahlung der Pl-positiven und —negativen Zellen erfasst. Die gezeigten Daten zeigen eines von drei unabhangig
durchgefiihrten Experimenten auf, die Fehlerbalken die Standardabweichung von drei parallel durchgefiihrten
Messungen (A). Ein Kontroll-Westernblot der transfizierten (siC8, siRIPK1, siRIPK3, siFLIP), aber unstimulierten,
Zellen wurde zur Verifizierung des Erfolgs der Transfektion durchgefiihrt. Aktin fungiert hierbei als Ladekontrolle
(B). Auch in Caspase-10-defizienten Zellen scheint die Herunterregulierung von Caspase-8 zur Protektion vor
Nekroptose zu fihren. Reduktion von RIPK3 scheint am meisten zu schiitzen, jene von FLIP jedoch fiihrt zur
hochsten Nekroptoserate.
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Ergebnisse

3.5 Verdnderungen des Nekrosoms

Wichtig flir die Herausarbeitung der Spezies-spezifischen Rollen von Caspase-8 und -10 war
die Gegensatzlichkeit ihres Einflusses auf die Zelltodrate bei der Nekroptose-Induktion. Im
Zuge dessen war es jedoch auch wichtig, herauszufinden, welchen Einfluss die beiden
Caspasen auf den Aufbau des Nekrosoms als Schllisselelement der Nekroptose haben. Mithilfe
der Immunprazipitation war es moglich, einzelne Proteine des Nekrosoms zu isolieren und
mithilfe der Koimmunprazipitation konnten die daran gebundenen Proteine untersucht
werden. Sowohl bei den Wildtypzellen, als auch bei den Caspase-8- und Caspase-10-
defizienten Zellen wurden in Abhangigkeit von ihrer Defizienz jeweils eine Immunprazipitation
mit Antikorpern gegen Caspase-8, Caspase-10 und RIPK3 durchgefiihrt.

Betrachtet man nun zuerst die Immunprazipitation von Caspase-8 in den Wildtypzellen
(Abbildung 8 (A)), sieht man eine deutliche Zunahme von RIPK1, RIPK3 und Caspase-10 (iber
den zeitlichen Verlauf im Nekrosom. Auch in den Caspase-10-defizienten Zellen ldsst sich eine
deutliche Zunahme von RIPK1 und RIPK3 ber den zeitlichen Verlauf nachvollziehen.

Als nachstes wurde eine Immunprazipitation mit Caspase-10 durchgefiihrt (Abbildung 8 (B)).
In den Wildtypzellen zeigte sich eine Zunahme von RIPK1 und besonders auch eine deutlichere
Zunahme von RIPK3 Uber den zeitlichen Verlauf im Nekrosom. Vergleicht man damit die
Caspase-8-defizienten Zellen, findet man keine bzw. nur eine sehr geringe Zunahme, sowohl
von RIPK1 als auch von RIPK3. Als letztes wurde noch eine Immunpréazipitation mit RIPK3
durchgefihrt (Abbildung 8 (C)). Wiederum lasst sich bei den Wildtypen eine Zunahme von
RIPK1 und Caspase-10 Uber den zeitlichen Verlauf erkennen. Auch bei den Caspase-10-
defizienten Zellen sieht man eine deutliche Zunahme von RIPK1 und Caspase-8. Wie bereits
bei der Immunprazipitation mit Caspase-10, ist auch dieses Mal keine bzw. nur eine sehr
geringe Zunahme von RIPK1 und auch Caspase-10 in den Caspase-8-defizienten Zellen
nachzuvollziehen.

Die durch die Immunprazipitation erhaltenen Daten sind jedoch bisher nur als vorlaufig zu
betrachten und missen noch weiter verifiziert werden. Jedoch scheint es so, als ob Caspase-
8 sehr wichtig fur die Stabilitdt des Nekrosoms sei, da in ihrer Abwesenheit keine wirkliche
Anreicherung der untersuchten Proteine zu beobachten war. Dahingegen scheint die Caspase-
10-Defizienz den Aufbau des Nekrosoms nicht zu beeintrachtigen, es sieht sogar so aus, als ob

es zu einer starkeren Anreicherung der untersuchten Proteine kommt.
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Abbildung 8: Bestandteile des Nekrosoms und die Veranderung der Zusammensetzung in Bezug auf die
Defizienz von Caspase-8 oder Caspase-10 in den U-937-Zellen. Die U-937 Wildtyp-Zellen und die Caspase-8-
(C8) und Caspase-10- (C10) defizienten Zelllinien wurden mit 100 ng/ml TNF und 50 uM zVAD-fmk
entsprechend der angezeigten Zeitpunkte stimuliert. Nach der Immunprazipitation mit 2 pg Caspase-8 (A), 1 ug
Caspase-10 (B) oder 1 pg RIPK3 (C) sind die koimmunprézipitierten Proteine Caspase-8, Caspase-10, RIPK1 oder
RIPK3 mithilfe eines Westernblots, wie angezeigt, dargestellt worden. In den U-937 Wildtyp-Zellen sieht man
eine Zunahme aller getesteten Proteine Gber die Zeit. AuRerdem lasst sich eine Zunahme der Proteine in den
Caspase-10-defizienten Zellen, nicht aber in den Caspase-8-defizienten Zellen nachvollziehen. Caspase-8
scheint also sehr wichtig fiir die Rekrutierung von RIPK1, RIPK3 und Caspase-10 zum Nekrosom zu sein.
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4. Diskussion

Regulierte Nekrose riickte in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus der Wissenschaft,
da sie sowohl in physiologischen Prozessen, wie der angeborenen Immunitat (Hitomi et al.
2008; Zhou und Yuan, 2014), als auch in humanen Pathologien, wie zum Beispiel
neurodegenerativen Erkrankungen (Chi et al. 2018), der Rheumatoiden Arthritis (Lee et al.
2017), myokardialen Infarkten (Oerlemans et al. 2012), akuter Nierenschadigung (Liu et al.
2018) oder auch der Hypothermie (Polykratis et al. 2014) eine entscheidende Rolle spielt.
Nekroptose scheint dartber hinaus wichtig bei der Abwehr des Organismus gegen virale und
bakterielle Infektionen zu sein, in dem der infizierten Zelle auch bei einer Blockade der
Apoptose durch die Pathogene eine neue Moglichkeit zum Suizid, und damit zur Kontrolle der
Infektion geboten wird (Mocarski et al. 2011). Bestimmte Viren kénnen die Nekroptose jedoch
auch selber als alternative Zelltodform zum Erhalt der Infektion ansteuern (Festjens et al.
2006; Pan et al. 2014). Durch ein besseres Verstandnis der Signalwege, der beteiligten
Komponenten und der Einflussfaktoren der Nekroptose, besteht die Moglichkeit zur
Entwicklung neuer therapeutischer Ansatzpunkte und Strategien fir zukiinftige Forschung

und Behandlung entsprechender Krankheiten.

4.1 Spezies-spezifischer Einfluss von Caspase-8 in Maus und Mensch

Lange Zeit galt das Dogma, dass Nekroptose durch die proteolytische Aktivitdt von Caspase-8
gehemmt wird, gestitzt durch die Beobachtungen, dass Caspase-8-defiziente
Mauseembryonen bereits vor der Geburt im Zuge einer unkontrollierten Nekroptose-
Induktion verstorben sind (Kaiser et al. 2011; Oberst et al. 2011; Orozco et al. 2014; Feltham
et al. 2017). Caspase-8 ist in der Lage, RIPK1, RIPK3 und CYLD, und somit wichtige Mediatoren
der Nekroptose, zu spalten und schiitzt die Zellen so vor einer Nekroptoseinduktion (Salvesen
und Walsh, 2014; Vanden Berghe et al. 2016). Auch unser Forschungslabor hatte bereits im
Vorfeld zeigen kénnen, dass eine Herunterregulierung von Caspase-8 in murinen Zellen eine
deutliche Steigerung der Nekroptoserate nach sich zieht. Im Zuge dessen wurde
nachvollziehbarer Weise angenommen, dass die protektive Funktion von Caspase-8 im Sinne
einer Nekroptoseinhibierung auch in menschlichen Zellen Bestand habe. Unerwarteterweise
hat unser Labor jedoch in Pilotexperimenten, wie bereits in der Einleitung erwahnt,

herausgefunden, dass in humanen Zellen die Herunterregulierung von Caspase-8 zu einem
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Schutz vor Nekroptose fiihrt. Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit untermauern die
daraus abgeleitete Theorie, dass in menschlichen Zellen, anders als in murinen Zellen, nicht
die Reduktion von Caspase-8, sondern von Caspase-10 eine verstarkte Nekroptoserate
hervorruft und andersherum die Abwesenheit von Caspase-8 in menschlichen Zellen sogar vor
Nekroptose schitzt. Es ldsst sich also annehmen, dass ein Spezies-spezifischer Einfluss von
Caspase-8 zwischen Maus und Mensch besteht und dass in diesem Kontext beim Menschen
auch die Caspase-10 eine wichtige Rolle zu spielen scheint.

Dies ware nicht der erste Unterschied, den man zwischen Maus und Mensch in Bezug auf die
Nekroptose gefunden hat. Nekroptose ist, wie bereits erwahnt, auch wichtig bei der Abwehr
gegen Viren. Bei einer Infektion mit dem Herpes simplex Virus (HSV) 1 und 2 kommt es zu
einer direkten Interaktion der RHIM-Domadnen von RIPK1 und RIPK3 mit bestimmten
Proteinen der HS Viren. Bei Mausen fuhrt diese Interaktion zur Induktion der Nekroptose, im
Sinne einer antiviralen Abwehr des Wirts (Huang et al. 2015; Silke et al.2015). Beim Menschen
inhibieren jedoch die Virusproteine die Nekroptose, was auch die Relevanz spezifischer
Wirtsfaktoren aufzeigt (Kaczmarek et al. 2013; Huang et al. 2015; Silke et al. 2015), da sehr

dhnliche Proteine in verschiedenen Spezies gegensatzliche Effekte zu haben scheinen.

4.1.1 Caspase-8 und Caspase-10 sind beide an der Ausfiihrung des Zelltods beteiligt

Die Rolle von Caspase-8 als Initiatorcaspase der Apoptose ist unumstritten, die physiologische
Rolle von Caspase-10 ist jedoch bei weitem nicht so genau verstanden, auch wenn sie ebenso
zur Gruppe der apoptotischen Initiator-Caspasen gehort (Fischer et al. 2006; Sakamaki und
Satou, 2009). Eine Beteiligung von Caspase-10 an der Ausfiihrung der Apoptose war jedoch
bereits in vorangegangenen Studien bei vielen Saugetieren, auller natiirlich Mausen, gezeigt
worden (MacEwan, 2002; Strasser et al. 2009; Kaiser et al. 2013; Cisterne et al. 2014). Die
Moglichkeit der Beteiligung von Caspase-10 an der Ausflihrung von Zelltodvorgangen, lasst
sich auch dartber ableiten, dass, wie oben bereits erwahnt, auch sie ein DED-Motiv besitzt
und somit Gber die Bindung an FADD ebenfalls zum DISC rekrutiert werden kann (Sprick et al.
2002; Boatright et al. 2004; Strasser et al. 2009; Hedrick et al 2010; Galluzzi et al. 2012a). Es
gibt wohl ebenfalls keinen Unterschied beziglich des Zeitpunktes der Aktivierung von
Caspase-8 oder Caspase-10 im DISC (Sprick et al. 2002; Snow et al. 2010). Auch in der

vorliegenden Arbeit ldsst sich zuerst einmal feststellen, dass dieselben menschlichen Zellen,

43



sowohl zur Apoptose, als auch zur Nekroptose fahig sind, je nachdem wie sie stimuliert
werden. Auch die eindeutige Beteiligung von Caspase-10 an der Ausfiihrung der Apoptose
lasst sich aufzeigen. Dieselben typischen Apoptose-Marker konnten nach der Induktion dieser
Zelltodform gesehen werden, egal ob Caspase-8 in den entsprechenden Zellen vorhanden war
oder nicht (Experimente 3.1.1, 3.2.1 und 3.3.1). Wang und andere hatten die Theorie
aufgestellt, dass Caspase-10 beim Menschen Caspase-8 funktionell ersetzten kdnnte, da
Caspase-10 auch unabhangig von Caspase-8 eine TNF- vermittelte Apoptose initiieren kann
(Wang et al. 2001). Auch andere Studien zeigten, eine mogliche, voneinander unabhéangige,
Apoptoseinduktion durch Caspase-8 und -10 (Kischkel et al. 2001). In menschlichen Zellen
konnen Caspase-8 und Caspase-10 wahrend der Apoptose interagieren, wobei sogar eine
starkere Interaktion bei Zunahme des Zelltodes gesehen werden konnte (Micheau und
Tschopp, 2003).

Wahrend jedoch bei einer Caspase-10-Mutation und normaler Caspase-8 Funktion die TNF-
induzierte Apoptose zwar beeintrdchtig ist, aber vollends ausgefiihrt werden kann, wurde
wiederholt berichtet, dass bei normaler Caspase-10 Funktion und einer Caspase-8-Defizienz
Apoptose nur unter eingeschrankten Bedingungen stattfindet (Wang et al. 1999; Kischkel et
al. 2001; Sprick et al. 2002; Milhas et al. 2005). In dieser Arbeit ist es jedoch gelungen, eine
Apoptoseinduktion und —ausfiihrung bei vollstéandiger Caspase-8-Abwesenheit nachzuweisen.
So ist zusammenfassend zu sagen, dass Caspase-10 beim Menschen als alternative
Initiatorcaspase der Apoptose in Frage kommt (Galluzzi et al. 2016), jedoch nicht komplett die
Funktion von Caspase-8 libernehmen kann (Wang et al. 2001; Sprick et al. 2002; Galluzzi et al.
2012a), besonders was den rezeptorunabhangigen Zelltod angeht (Sakamaki et al. 2015). Dies
spricht somit insgesamt gegen die Theorie einer vollstandigen Redundanz der beiden

Caspasen beim Menschen.

4.1.2 Caspase-10 spielt beim Menschen auch bei der Nekroptose eine wichtige Rolle

Lange Zeit war unklar, ob Caspase-10 tiberhaupt am Signalweg der Nekroptose beteiligt ist. Es
wurde angenommen, sie habe beziglich der Zelltodinduktion eine exklusive Rolle bei der
Regulation der extrinsischen Apoptose, wahrend Caspase-8 sowohl die Apoptose, als auch die
Nekroptose regulieren kdnne (Mocarski et al. 2011; Kaiser et al. 2013). Andere Autoren gingen

davon aus, dass in menschlichen Zellen, in denen Caspase-8 defekt ist, Apoptose liberhaupt
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nicht stattfinden kann, Nekroptose jedoch schon, so wie es in murinen Zellen auch gesehen
worden war (Kaczmarek et al. 2013; Mcllwain et al. 2013; Shalini et al. 2015). Die Wirklichkeit
scheint jedoch weit dariiber hinaus zu gehen. Zum einen konnte eine Beteiligung von Caspase-
10 nicht nur an der extrinsischen, sondern auch an der intrinsischen Apoptose gezeigt werden
(Milhas et al. 2005; Mihlethaler-Mottet et al. 2011). AuRerdem ergaben sich in friiheren
Studien immer wieder Hinweise auf eine Beeinflussung der Nekroptose durch Caspase-10
(Tummers und Green, 2017). In menschlichen Zellen kann Nekroptose auch bei intakter
Caspase-8 ausgelést werden (Moriwaki und Chan, 2013). Beide Caspasen kdnnen eine
Interaktion mit cFLIP,, aber auch cFLIPs eingehen, wodurch wiederum gezeigt werden kann,
dass beide Caspasen, sowohl in eine pro-apoptotische, als auch in eine pro-nekroptotische
Richtung hin beeinflusst werden kénnen (Boatright et al. 2004; Safa, 2013). Auch beim
Ripoptosom, ein Komplex, welcher groBe Ahnlichkeiten zum TNF-Komplex Il aufweist, jedoch
unabhangig davon durch z.B. zellularen Stress und den Verlust der clAPs entsteht, spielt
Caspase-10 eine Rolle. Das Ripoptosom setzt sich aus FADD, RIPK1, Caspase-8, Caspase-10 und
CFLIPys zusammen und ist sowohl zur Ausfiihrung der Apoptose, als auch der Nekroptose
fahig. Welche Art des Zelltods initiiert wird, wird auch hier durch cFLIP beeinflusst (Feoktistova
et al. 2011; Feoktistova et al. 2012; Safa, 2013; Tanzer et al. 2017; Feoktistova et al. 2020).
Dass Caspase-10 nicht nur an der Ausfiihrung der Nekroptose beteiligt ist, sondern sogar einen
entscheidenden Einfluss auf diese hat, wurde in der vorliegenden Arbeit hinlanglich gezeigt.
Wie bereits fiir die Apoptose erwahnt, konnte in den Zellklonen sowohl bei Caspase-8-, als
auch bei Caspase-10-Abwesenheit nicht nur Apoptose, sondern auch Nekroptose je nach
Stimulation ausgelost werden (Experimente 3.1.1, 3.2.1 und 3.3.1). Bei der Apoptose kann
Caspase-10 in bestimmten Fallen als alternative Initiatorcaspase zu Caspase-8 fungieren
(Galluzzi et al. 2016).

Auf die Nekroptoseinduktion scheinen diese beiden Caspasen jedoch vollstandig
unterschiedliche Einfllisse zu haben. Anders als in murinen Zellen schiitzt eine Abwesenheit
von Caspase-8 in menschlichen Zellen deutlich vor Nekroptose (Experiment 3.2). Intakte
Caspase-8 scheint also fiir die Nekroptose notig zu sein. Im Gegensatz dazu fiihrt eine Caspase-
10-Abwesenheit in menschlichen Zellen zu einer gesteigerten Nekroptoserate (Experiment
3.2). Die entscheidende Frage ist nun natiirlich, wie dieser Spezies-spezifische Unterschied
bezliglich der Caspasen-8 bei der Nekroptose zwischen Maus und Mensch zu Stande kommt

und welchen Einfluss Caspase-10 diesbezliglich beim Menschen hat.
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4.2 Aufbau des Nekrosoms

Auch wenn die Abwesenheit von Caspase-8 menschliche Zellen vor Nekroptose schitzt,
scheint sie jedoch die entscheidende Caspase fiir die Homdostase der Zellen zu sein. Caspase-
10-defiziente U-937-Zellen und die Wildtypenzellen zeigten ein 4&hnlich gutes
Wachstumsverhalten, wahrend die Caspase-8-defizienten Zellen deutlich schlechter in
Zellkultur zu halten waren. Im Rahmen von Koimmunprazipitationen war es moglich, die
Bestandteile des Nekrosoms und ihre Veranderung lber die Zeit herauszuarbeiten. Dabei
zeigte sich, dass sowohl in den Wildtypzellen als auch in den Caspase-8- und Caspase-10-
defizenten Zellen RIPK1, RIPK3 und beide Caspasen (bei den Wildtypzellen), als auch die
jeweils nicht defiziente Caspase in den Zellklonen im Nekrosom grundsatzlich zu finden sind.
Dies spricht grundsatzlich erst einmal dafiir, dass trotz der Abwesenheit von Caspase-8 oder -
10 die Bildung des Nekrosoms zu Stande kommt. Alle dazugehorigen Proteine nehmen bei den
Wildtypzellen und den Caspase-10-defizienten Zellklonen Uber die Zeit zu, die Abwesenheit
von Caspase-10 scheint also keinen groRen Einfluss auf die Stabilitdt des Nekrosoms zu haben.
Dadurch kann die Nekroptose ungehindert voranschreiten, was sich dann auch wiederum in
der erhohten Zelltodrate widerspiegelt. Bei den Caspase-8-defizienten Zellen werden die
untersuchten Proteine kaum bis gar nicht Uber die Zeit angereichert. Der Aufbau des
Nekrosoms ist anscheinend massiv gestort, was auch den beobachteten Schutz vor
Nekroptose erklaren wiirde, wenn das Nekrosom nicht addquat ausgebildet werden kann.
Dass Nekroptose jedoch auch bei einer Caspase-8-Defizienz nicht vollstandig unterdriickt
wird, wird durch die auch dabei zu findende Aktivierung von MLKL (Abbildung 3.3.1)
nachgewiesen. Diese Aktivierung fallt bei den Caspase-8-defizienten Zellklonen jedoch
deutlich geringer aus, was wiederum eine Erklarung fir die verringerte Zelltodrate darstellen
konnte, da eine schwachere MLKL-Aktivierung in der Folge auch zu einer moglichen
verminderten Permeabilitat der Zelle fihrt.

Schon Fischer und andere hatten die Vermutung aufgestellt, dass Caspase-8 nicht nur bei der
Apoptoseinduktion deutlich mehr reguliert zu sein scheint, als Caspase-10 (Fischer et al. 2006).
Auch beim Aufbau des DISC war gezeigt worden, dass Caspase-8 eine sehr wichtige Rolle als
Gerlstprotein einnimmt. Ist Caspase-8 abwesend, wird auch Caspase-10 kaum rekrutiert

(Horn et al. 2017). Ein moglicher Ansatzpunkt des unterschiedlichen Einflusses von Caspase-8
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und -10 konnte also im Aufbau bzw. der Stabilitdt des Nekrosoms liegen. Wieso Caspase-8

aber anscheinend so viel wichtiger dafir ist, ist bisher nicht vollstandig geklart.

4.3 Substrate der beiden Initiator-Caspasen

Eine weitere mogliche Erklarung der unterschiedlichen Zelltodeffekte von Caspase-8 und -10
konnte sein, dass sie verschiedene Substratspezifitaiten haben oder dieselben Substrate mit
unterschiedlicher Effektivitat spalten (Wang et al. 2001). Sieht man sich als Erstes die beiden
Caspasen selbst an, lasst sich feststellen, dass beide hydrophobische Reste ihrer Substrate
favorisieren (Duclos et al. 2017).

Nur nicht-gespaltene oder DISC-gebundene Caspase-8-Dimere, jedoch nicht vollstandig
aktivierte Caspase-8, haben eine hohe Affinitdt zu ihren eigenen Proenzymen und kdénnen
dieses aktivieren. Auf der anderen Seite kann jedoch Caspase-10 nicht nur ihr eigenes
Proenzym spalten, sondern darliber hinaus kann sie auch Pro-Caspase-8 effektiv aktivieren.
Procaspase-10 kann andersherum auch von Caspase-8 aktiviert werden (Fischer et al. 2006).
Dieser Zusammenhang spricht nicht nur fir eine wichtige Interaktion der beiden Caspasen bei
der Apoptoseinduktion, sondern auch dafiir, dass die Aktivierung von Caspase-10 durch sich
selbst effektiver ausfallt, als bei Caspase-8. Dies wiirde fir eine starkere Zelltodinduktion bei
der Aktivierung von Caspase-10 sprechen.

Auch scheint Caspase-10 resistenter gegentiber Caspase-Inhibitoren, wie zum Beispiel das in
dieser Arbeit verwendete zVAD-fmk, zu sein (Wang et al. 2001; Muhlethaler-Mottet et al.
2011).

Ein wichtiges Substrat von Caspase-8 ist RIPK1, ein entscheidendes Element der Nekroptose
und darlber hinaus Bestandteil vieler weiterer zellularer Prozesse (Chen et al. 2019). Lange
Zeit galt die Annahme, Caspase-10 sei nicht in der Lage, RIPK1 zu prozessieren, da bei Caspase-
8-defizienten Jurkat T-Zellen keine RIPK1-Spaltung nachgewiesen werden konnte (Wang et al.
2001). Neuere Studien zeigten jedoch, dass Caspase-10 sehr wohl in der Lage ist, RIPK1 zu
spalten, bei beiden Enzymen konnte dasselbe Spaltungsmuster detektiert werden und es wird
sogar spekuliert, dass Caspase-10 RIPK1 deutlich effektiver spalten kann, als Caspase-8
(Fischer et al. 2006; Wachmann et al. 2010). Dies kdnnte ein vielversprechender Ansatz sein,
wieso es in menschlichen Zellen bei Caspase-10-Defizienz zu einer erhéhten Nekroptoserate

kommt, wenn Caspase-10 RIPK1 nicht mehr spaltet und somit in dieser Hinsicht keinen Schutz
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vor Nekroptose mehr bietet. Genauso wie RIPK1 wird auch RIPK3 von Caspase-8 gespalten.
Caspase-8 stellt die Haupt- jedoch nicht die einzige Caspase dar, welche RIPK3 spalten kann,
Caspase-10 scheint nach bisherigen Ergebnissen dazu jedoch nicht in der Lage zu sein (Feng et
al. 2007).

Ein weiteres gemeinsames Substrat beider Caspasen ist Bid, worliber der extrinsische und
intrinsische Weg der Apoptose verknlipft werden kann (MacEwan, 2002; Milhas et al. 2005,
Wang et al. 2008). Caspase-8 und -10 spalten Bid jeweils an unterschiedlichen Stellen, was
vermutlich eine Konsequenz in Bezug auf den nachgeschalteten mitochondrialen Signalwege
und die Interaktion mit Bax und Bak hat und somit die Induktion des Zelltodes unterschiedlich
beeinflusst (Milhas et al. 2005; Fischer et al. 2006; Ekchariyawat et al. 2011; Safa, 2013).
Auch die Effektor-Caspase-3 kann sowohl von Caspase-8, als auch -10 gespalten werden,
wobei sich die Literatur auch hier unsicher ist, ob sich das Spaltungsmuster unterscheidet und
ob ein vergleichbares Level an gespaltener Caspase-3 vorliegt (Wang et al. 2001; Fischer et al.
2006; Ekchariyawat et al. 2011). In dieser Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
gespaltene Caspase-3 zu gleichen Zeitpunkten bei Apoptoseinduktion, sowohl bei Caspase-
8-, als auch Caspase-10-defizienten Zellen zu finden ist (Experimente 3.1.1, 3.2.1 und 3.3.1)
und somit beide Caspasen in der Lage sind, Caspase-3 zu spalten.

Man hat jedoch gesehen, dass sich die Substratspezifitit von Caspase-8 mit ihrer anti-
apoptotischen Funktion im nicht-gespalteten Zustand hin zu einer pro-apoptotischen
Funktion im aktivierten Zustand verindert. Bei Caspase-10 gibt es keine Anderung der
Substratspezifitdt in Bezug auf ihren Aktivierungsgrad, auch nicht gespaltene Caspase-10
scheint eine pro-apoptotische Rolle zu spielen (Wachmann et al. 2010).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fir Caspase-8 eine gewisse Anzahl an Substraten
bekannt ist, die vor allem fiir den Zelltod verantwortlich sind. Es gibt jedoch auch
zelltodinduzierende Substrate, welche besser durch Caspase-10, als durch Caspase-8
gespalten werden kénnen, wie es zum Beispiel fir RIPK1 angenommen wird (Fischer et al.
2006; Wachmann et al. 2010). Insgesamt ist dies ein weiterer Hinweis darauf, dass Caspase-
10 beim Menschen nicht als Gberzahlige, sondern in manchen Fallen sogar als primare Caspase

agieren konnte (Fischer et al. 2006).
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4.3.1 Vergleich der Caspase-8 bei Maus und Mensch

Eine darliber hinausgehende Mdglichkeit, die Spezies-spezifische Rolle zwischen Maus und
Mensch zu erkldren, konnte in den strukturellen Unterschieden der humanen und der
murinen Caspase-8 liegen. Die dreidimensionalen Strukturen der aktiven Formen von
Caspase-8 bei der Maus und beim Menschen sind sich sehr dhnlich und weisen keine
Unterschiede auf funktioneller Ebene auf. Jedoch gibt es immer wieder Hinweise auf post-
translationale Modifizierungen, welche den entscheidenden Faktor bei der Spezies-
spezifischen Rolle der menschlichen und murinen Caspase-8 ausmachen kénnten. Die humane
Caspase-8 wird durch eine Tyrosinkinase phosphoryliert, dieser Schritt unterdrickt ihre
Selbstspaltung und Proteaseaktivierung und fihrt somit zu einer Inhibierung der Apoptose.
Ein vergleichbarer Tyrosinrest ist in Zellen von Mausen nicht zu finden, was einen
moglicherweise entscheidenden Unterschied bei der Ausfiihrung der Apoptose bedeuten

konnte (Sakamaki et al. 2015).

4.4 Unabhdngigkeit des Einflusses der einzelnen Nekroptose-relevanten Proteine

In dieser Arbeit wurde zusatzlich der Einfluss bestimmter, fiir die Nekroptose relevanter,
Proteine auf den Zelltod in den Caspase-defizienten Zellen untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die protektive Rolle der Caspase-8-Defizienz auch bei Reduktion von Caspase-10 bestehen
bleibt. Genauso weisen die Caspase-10-defizienten Zellen auch weiterhin eine erhoéhte
Zelltodrate auf, auch wenn Caspase-8 zusatzlich herunterreguliert worden ist.

Regulierte man sowohl bei den Caspase-8-, als auch den Caspase-10-defizienten Zellen
zusatzlich RIPK1 herunter, zeigte sich bei beiden Zellreihen ein leichter Schutz vor Nekroptose.
RIPK1 ist in viele verschiedene Signalwege eingebunden. Je nach Phosphorylierungs-Status
kann es allein den Zelltod tUber mindestens drei verschiedene Signalwege initiieren. Dazu
gehort die RIPK1-unabhangige Apoptose Giber Komplex lla, die RIPK1-basierte Apoptose lber
Komplex Ilb und die RIPK3- und MLKL-vermittelte Nekroptose (Chen et al. 2019). Auf der
anderen Seite ist RIPK1 jedoch auch ein Mediator des Zellliberlebens. So kann man insgesamt
zusammenfassen, dass RIPK1 eine sehr variable Funktion mit sowohl pro-und anti-
apoptotischen, als auch Nekroptose-beeinflussenden Eigenschaften aufweist (Kearney et al.
2014; Orozco et al. 2014; Zhou und Yuan, 2014; Vanden Berghe et al. 2016; Tummers und
Green, 2017; Chen et al. 2019).
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Dariber hinaus weisen beide Caspase-defizienten Zelllinien durch die zuséatzliche Reduktion
von RIPK3 einen deutlichen Schutz vor Nekroptose auf. Dies ldsst sich dadurch erklaren, dass
RIPK3 essentiell fiir die Ausfiihrung der Nekroptose und besonders die Rekrutierung von MLKL
ist, so dass in Abwesenheit von RIPK3 keine Nekroptose stattfinden kann (Cho et al. 2009; He
et al. 2009; Zhang et al. 2009; Koo et al. 2015).

Als letztes Protein wurde in dieser Arbeit noch in beiden Caspase-defizienten Zelllinien cFLIP
herunterreguliert. Dieses cFLIP wird als eines der Gene des Zelliiberlebens exprimiert und
kann somit, je nach Isoform, sowohl den apoptotischen, als auch den nekroptotischen Zelltod
verhindern (Bertrand et al. 2008, Feoktistova et al. 2011; Vanden Berghe et al. 2014; Chen et
al. 2019). Dementsprechend verursachte die Herunterregulierung von cFLIP in den Caspase-
defizienten Zelllinien, wie erwartet, eine deutlich gesteigerte Zelltodrate.

Es lasst sich festhalten, dass der Einfluss der einzelnen Proteine auf den Verlauf der
Nekroptose bestehen bleibt, egal ob Caspase-8 oder Caspase-10 abwesend ist, sodass man
insgesamt von einem gewissen unabhangigen Einfluss der einzelnen Faktoren ausgehen kann.
Trotzdem gibt es im lebenden Organismus ein dynamisches Zusammenspiel der

beschriebenen Proteine.

4.5 Unterschiedliche Phanotypen durch eine genetische Deletion von Caspase-8 und
Caspase-10

Bisherige Experimente zum Einfluss der Caspasen, in Bezug auf die Regulation der Nekroptose,
wurden hauptsachlich in murinen Zellen durchgefiihrt, sodass vergleichbare Resultate in
humanen Zellen fehlen (Galluzzi et al. 2016). Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnte jedoch
eine klare Spezies-spezifische Rolle von Caspase-8 zwischen Maus und Mensch und eine
dariiber hinausgehende Rolle der Caspase-10 beim Menschen, bezliglich der Nekroptose,
herausgearbeitet werden.

Schon Sakamaki und Satou beschrieben unterschiedliche Phanotypen zwischen Maus und
Mensch nach einer Deletion oder funktionellen Inaktivierung von Caspase-8 (Sakamaki und
Satou, 2009). Wahrend in Mausen, wie bereits beschrieben, eine Caspase-8-Defizienz in
embryonaler Letalitat aufgrund massiver Nekroptose endet, ist der Verlust von Caspase-8
beim Menschen durchaus vereinbar mit einer relativ normalen Entwicklung (Varfolomeev et

al. 1998; Chun et al. 2002, Sakamaki et al. 2002; Mcllwain et al. 2013; Silke et al. 2015).

50



Diskussion

Flihrt eine homozygote Caspase-8 Mutation beim Menschen meist nur zu einer milden
Immundefizienz (Chun et al. 2002), ruft eine Caspase-10 Mutation dagegen meist bereits im
frihen Kindesalter ein schweres Krankheitsbild namens Autoimmunes lymphoproliferatives
Syndrom (ALPS) hervor (Straus et al. 1999; Su und Lenardo, 2008). Das ALPS wurde in den
frihen 1990ern charakterisiert und ist gekennzeichnet durch eine Lymphoproliferation mit
Lymphadenopathie, Spleno- und Hepatomegalie, Autoimmunmanifestationen, einer
Hypergammaglobulinamie und dem Vorkommen von CD4" /CD8 -T-Zellen. In der Folge kann
es bei diesen Patienten zur Hypersplenie, autoimmunhamolytischen Anadmie,

Thrombozytopenie, Neutropenie und einer erhohten Lymphominzidenz kommen.

AS . CEDs

Lymphoproliferation, Autoimmunmanifestation, Rezidivierende Infekte,
Hypergammaglobulindmie, CD4 /CD8" -T-Zellen Hypogammaglobulindmie

Abbildung 9: Defekte der Apoptose. Beim Menschen fiihren Defekte des Fas-Rezeptors/—Liganden oder von
Caspase-10 zu einem Krankheitsbild namens autoimmunes lymphoproliferatives Syndrom (ALPS Typ la, Ib und
I1), welches in der Folge schwerwiegende gesundheitliche Folgen haben kann. Stattdessen fliihren Defekte von

Caspase-8 zu einem weniger stark ausgepragtem Krankheitsbild namens Caspase-8-Defizienz-State (CEDs).

Von den moglichen Typen des ALPS ist flir die vorliegende Arbeit vor allem der ALPS Typ Il
entscheidend, verantwortlich fir diese Art der Erkrankung sind verschiedene homo- oder

heterozygote Mutationen der Caspase-10. Es kommt zu einer geringeren Zelltodrate Uber
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Rezeptoren wie Fas oder TNF-R1 und so zu einer Funktionsstorung dendritischer Zellen und
der Lymphozytenhomdoostase aufgrund einer verminderten Aktivitat der Caspase-10 (Wang et
al. 1999; Bride und Teachey, 2017; Mazerolles et al. 2018).

Auch Caspase-8 scheint beim Menschen in gewissem MaRe die Lymphozytenproliferation zu
regulieren (Chun et al. 2002). Inaktivierende Mutationen fiihren zu einem Krankheitsbild,
welches man als CEDs (Caspase-8-defizienter Status) bezeichnet (Su und Lenardo, 2008; Bride
und Teachey, 2017). Auffallend ist hierbei vor Allem eine gewisse Einschriankung des
Immunsystems durch eine gestorte Lymphozytenapoptose und -homoostase und Defekte bei
der Aktivierung von T-und B-Lymphozyten und Natdirlichen-Killerzellen (Chun et al. 2002;
Mcllwain et al. 2013; Zhou und Yuan, 2014). Die Folge sind wiederkehrende sinopulmonale
Infekte und eine Hypogammaglobulindmie (Chun et al. 2002; Su und Lenardo, 2008).
Ein dhnlicher Phanotyp, wie beim ALPS des Menschen, kann auch bei Mausen beobachtet
werden, wenn nach einer Deletion von Caspase-8 zusatzlich noch Nekroptose blockiert wird
(Kaiser et al. 2011; Oberst et al. 2011; Rickard et al. 2014; Galluzzi et al. 2017). Schaltet man
in den T-oder B-Zellen der Mause Caspase-8 aus, kommt es zu einer normalen
Thymusentwicklung, aber auch zu einer reduzierten Anzahl peripherer T-Zellen, welche dazu
ein vermindertes Ansprechen auf Stimuli zeigen (Salmena et al. 2003; Su und Lenardo, 2008;
Shalini et al. 2015). Mit fortgeschrittenem Alter entwickeln diese Mause eine
Lymphadenopathie, eine Splenomegalie, es kommt zur T-Zell-Infiltration verschiedenster
Organe und zu Autoimmunreaktionen (Salmena und Hakem, 2005; Kaczmarek et al. 2013).
Genau diese Phanomene charakterisieren auch das ALPS des Menschen. Bei Mdusen sind die
endothelialen und hamatopoetischen Zellen am meisten von einer Caspase-8-Abwesenheit
betroffen, beim ALPS des Menschen sieht man genau dieselbe Praferenz (Mocarski et al.
2011). Dadurch ergibt sich insgesamt die Uberlegung, dass Caspase-10 beim Menschen den

Verlust von Caspase-8 in gewissem Umfang kompensieren kann (Chun et al. 2002).

4.6 Nekroptose als mogliche Alternative in der Tumortherapie

Es ist als gesichert anzusehen, dass die Nekroptose in viele humane Pathologien involviert ist,
wozu auch die Tumorgenese zu gehoren scheint. Verschiedene Krebsarten scheinen in ihren
Tumorzellen auch Komponenten des nekroptotischen Zelltods zu tragen und somit zum

nekroptotischen Zelltod fahig zu sein (Su et al. 2016). Auch toten einige Chemotherapeutika,
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wie z.B. Topoisomerase-Inhibitoren, Edelfosin oder Paclitaxel, Tumorzellen Uber eine
Nekroptoseinduktion (Park et al. 2004; Koo et al. 2015; Chen et al. 2019).

Ein weiterer wichtiger Faktor, sowohl bei der Tumorentstehung, als auch im Sinne von
moglichen therapeutischen Ansatzpunkten, scheint die Expression der Initiatorcaspasen zu
sein. Mutationen von Caspase-8 hatte man bereits flir verschiedene Tumore nachweisen
kénnen, was auch die Apoptose-Resistenz als globale Eigenschaft vieler Tumore erklaren
wirde. Auch konnte fiir einige Caspase-8-Polymorphismen ein niedrigeres Risiko aufgezeigt
werden, an bestimmten Tumorarten wie dem Mammakarzinom zu erkranken, sodass
insgesamt von einer antitumoralen Eigenschaft dieser Caspase auszugehen ist (Shalini et al.
2015). Dariber hinaus scheint aber auch Caspase-10 eine entscheidende Funktion als
Tumorsuppressor aufzuweisen. Sowohl bei Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen (Shin et
al. 2002a; Rao und Straus, 2006), als auch bei Patienten mit soliden Tumoren, wie dem
Kolon-, Bronchial-, Magen- und Mammakarzinom, konnten erworbene inaktivierende
Mutationen von Caspase-10 nachgewiesen werden (Kischkel et al. 2001; Park et al. 2002; Shin
et al. 2002b; Cisterne et al. 2014; Shalini et a. 2015). In Zellen von Bronchial- und
Mammakarzinomen wird beispielsweise mRNA fiir sowohl Caspase-8, als auch Caspase-10
exprimiert, teilweise jedoch trotzdem kein Protein flir Caspase-10 gebildet. Bei Abwesenheit
des Caspase-8-Proteins war auch begleitend immer das Caspase-10-Protein abwesend. Die
Herunterregulierung von Caspase-10 scheint hierbei also entscheidender zu sein, als jene von
Caspase-8 (Kischkel et al. 2001).

Bisherige Strategien bezliglich bestehender Tumortherapien basieren oft auf einer Induktion
von Apoptose in den Tumorzellen. Da viele Karzinome jedoch eine Resistenz gegeniber
Apoptose entwickeln konnen, sind darauf basierende Therapiemoglichkeiten oft begrenzt. So
bietet die Nekroptose wiederum eine alternative Zelltodform als Ziel einer Tumortherapie,
wobei auch hier die unterschiedliche Beeinflussung von Caspase-8 und Caspase-10 als

mogliche Therapieansatze in Frage kommen.
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4.7 Fazit und Ausblick

Fasst man nun all diese Ergebnisse zusammen, sieht man, dass, anders als bei den Mausen
beobachtet, in den menschlichen Zellen die Caspase-8-Defizienz zu einem Schutz vor
Nekroptose fiihrt, wohingegen die Caspase-10-Defizienz die Nekroptose fordert. Caspase-10
wird beim Menschen besonders in primdren lymphatischen Zellen des Immunsystems
exprimiert und ist auch fir ihre Homoostase verantwortlich. Kommt es zu einer
Transformation dieser Zellen, z.B. durch ein malignes oder ein virales Geschehen, ist Caspase-
10 nur noch in deutlich reduzierter Zahl zu finden (Wang et al. 1999; Wang et al. 2001; Cisterne
et al. 2014). Uber einen Zelltod, der nur, oder vor allem auf Caspase-10 basiert, ist selten
berichtet worden. Neuerdings gibt es dafiir jedoch immer mehr Hinweise, besonders wenn es
um die lymphatische Zellpopulation geht. So ist Caspase-10 hauptverantwortlich fir die
chemotherapeutische Wirkung von Etoposid in U-937-Zellen, genauso wie fiir die tddliche
Wirkung des ubiquitaren Umweltgiftes Tributylzinn (Filomenko et al. 2006; Krug, 2012;
Cisterne et al. 2014). Es ist also fiir Caspase-10, besonders was die Apoptose betrifft, moglich,
in bestimmten Situationen die Rolle von Caspase-8 einzunehmen. Die Mutationen beider
Caspasen beim Menschen offenbaren jedoch unterschiedliche Krankheitsbilder, sodass auch
hierbei die Rollen der beiden Caspasen nicht als redundant anzusehen sind.

Bezliglich der Nekroptose lieRen sich zwischen Maus und Mensch bei Caspase-8-Defizienz
deutlich gegenlaufige Ergebnisse beobachten. Caspase-8 scheint beim Menschen sehr wichtig
fir die Stabilitdt des Nekrosoms zu sein. |lhre Abwesenheit sorgt fiir eine inaddquate
Nekrosombildung und somit auch fir Schutz vor Nekroptose. Wieso Caspase-8 jedoch so
wichtig flir das Nekrosom ist, bleibt weiter unklar.

Caspase-8 und Caspase-10 haben partiell (iberlappende Funktionen wahrend der humanen
Entwicklung (Mocarski et al. 2011). Die Moglichkeit, Caspase-8 durch Caspase-10 zu ersetzen,
scheint abhangig von der jeweiligen Zellart zu sein (Kischkel et al. 2001). Beim Menschen ist
definitiv von einem Spezies-spezifischen Einfluss von Caspase-8 und -10 in Bezug auf die
Nekroptose auszugehen. Es konnten verschiedene Theorien erldutert werden, wie dieser
Einfluss zu erklaren ist, der genaue Mechanismus dahinter ist jedoch weiterhin nicht
ausreichend untersucht. Weitere Forschungen zu diesem Thema werden notig sein, um den
gegensatzlichen Einfluss der Caspasen beim Menschen und auch bei der Maus besser zu

verstehen und die Erkenntnisse therapeutisch nutzen zu kdnnen.
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5. Zusammenfassung

Nachdem sich herausgestellt hatte, dass nicht nur Apoptose als genetisch regulierter Zelltod
ablaufen kann, wurde 2005 die Nekroptose beschrieben, die heute als am besten untersuchte
Form des programmierten, nicht apoptotischen, Zelltods gilt. Dabei laufen die initialen
Schritte der Nekroptose Caspasen-unabhangig ab, RIPK3 und MLKL stellen die zentralen
Molekile des Nekrosoms dar. Lange Zeit galt die Annahme, dass Caspase-8, als entscheidende
Initiatorcaspase der Apoptose, vor Nekroptose schiitzt, da auch gezeigt werden konnte, dass
Mauseembryonen, bei denen Caspase-8 ausgeschaltet wurde, bereits vor der Geburt,
aufgrund einer gesteigerten Nekroptose, verstarben. Daher wurde angenommen, dass
dasselbe Prinzip auch fir die menschliche Caspase-8 gilt. Im Gegensatz zu Mausen, verfligen
Menschen jedoch Uiber eine weitere Initiatorcaspase, Caspase-10, welche in Mausen
evolutionar verloren ging. Anders als erwartet, hatte sich bereits in Pilotexperimenten gezeigt,
dass in menschlichen Zellen nicht die Herunterregulierung von Caspase-8, sondern die von
Caspase-10 zu einer gesteigerten Nekroptoserate fuhrt. So galt ein groRer Teil der
vorliegenden Arbeit zunachst der Generierung von Zellen, in denen entweder Caspase-8 oder
Caspase-10 deletiert war, was mit Hilfe des CRISPR/Cas Systems moglich gemacht wurde. Als
Modelzelllinie fungierte dabei die humane Lymphomzelllinie U-937.

In dieser Arbeit konnte eine deutliche Spezies-spezifische Rolle der Caspasen in Bezug auf die
Nekroptose zwischen Mensch und Maus gezeigt werden. Zellen, in denen Caspase-8 deletiert
war, waren vor Nekroptose geschiitzt, wahrend ein Knockout von Caspase-10 zu einem
gesteigerten Zelltod fiihrte. Dabei konnte auch gezeigt werden, dass beide Zelllinien
gleichermalRen, sowohl zur Nekroptose, als auch zur Apoptose, fahig waren.

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen dafiir, dass Caspase-10 das menschliche Korrelat der
murinen Caspase-8 darstellen kénnte. Wiederum konnte jedoch auch aufgezeigt werden, dass
Caspase-10 nicht die Funktion von Caspase-8 Ulbernehmen kann, sodass diese beiden
Caspasen keinesfalls als redundant anzusehen sind.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit bezog sich auf den Vergleich des Nekrosoms der
beiden Knockout-Zelllinien untereinander und mit dem Wildtypen wahrend der Nekroptose.
Dabei ergaben sich eindeutige Hinweise darauf, dass Caspase-8 fiir die Stabilitdt des
Nekrosoms in menschlichen Zellen wichtig ist, was wiederum die reduzierte Nekroptoserate

in den humanen U-937-Zellen nach der Deletion von Caspase-8 erklart. Darliber hinaus konnte
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ebenfalls gezeigt werden, dass die einzelnen Proteine, welche an der Nekroptose beteiligt
sind, ihre Funktionen ihren Einfluss auf das Zelltodgeschehen beibehalten, unabhangig davon,
ob Caspase-8 oder -10 zusatzlich ausgeschaltet wurden.

Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit Belege fiir Spezies-spezifische Unterschiede
von Caspase-8 in Bezug auf die Nekroptose bei Maus und Mensch und die Rolle von Caspase-
10 fur die Regulation der Nekroptose im Menschen. Ein genaues Verstandnis dieser
Zusammenhange wird in Zukunft immer wichtiger werden, um gezielt z.B. Nekroptose-

assoziierte Erkrankungen behandeln zu kénnen.
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Summary

6. Summary

Breaking the dogma that apoptosis is the only highly regulated form of cell death, necroptosis
was described in 2005 and is today considered as the best studied form of regulated non-
apoptotic cell death. The initial steps of necroptosis take place independently of the caspases.
The proteins RIPK3 and MLKL are core components of a highly regulated complex termed the
“necrosome”. For a long time, it was assumed that caspase-8, the decisive apoptotic initiator
caspase, protects against necroptosis, which was impressively shown in murine knockout
models. Therefore, it was assumed that the same principle applies to human caspase-8.

In contrast to mice, humans express a further initiator caspase, caspase-10, which was lost in
mice in the course of evolution.

Our own laboratory unexpectedly found in pilot experiments that in human cells, not the
downregulation of caspase-8, but downregulation of caspase-10 exacerbates necroptosis.
Thus, much of the present work was initially devoted to the generation of cells in which either
caspase-8 or caspase-10 was genetically deleted by employing the CRISPR/Cas technology. For
these experiments, human histiocytic lymphoma U-937 cells acted as a model cell line.

In the presented dissertation it was demonstrated that there is a species-specific impact of
caspases with regard to necroptosis in human and mouse cells. In human cells, caspase-8
knockout protects from necroptosis, while the caspase-10 knockout enhances cell death. It
could also be shown that both cell lines were equally capable of both necroptosis and
apoptosis.

The results presented here support the hypothesis that caspase-10 can represent the human
counterpart of murine caspase-8 in necroptosis under certain circumstances. On the other
hand, it could be shown that caspase-10 cannot entirely substitute for caspase-8, so that these
caspases should by no means be considered redundant.

An additional aim of this thesis was the examination of the components of the necrosome by
comparing both knockout cell lines and wildtype U-937 cells during necroptosis. There were
clear indications that caspase-8 is important for the stability of the necrosome, which in turn
explains the reduced rate of necroptosis in human U-937 cells after the deletion of caspase-8.
In addition, it could also be shown that the individual components of the necrosome act
independently of each other, regardless of whether Caspase-8 or -10 were additionally

knocked out.
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In summary, the present work provides evidence for species-specific differences of caspase-8
with regard to necroptosis in mice and humans and for the role of caspase-10 in the regulation
of necroptosis in humans.

In the future, a detailed understanding of these relationships will become increasingly

important for the targeted treatment of, e.g., necroptosis-associated diseases.
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