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Zusammenfassung 

Der programmierte Zelltod Apoptose ist ein essenzieller Bestandteil zur Erhaltung der Homöostase in 

Organismen. Dysregulationen von Apoptose führen zu Krankheiten wie Krebs und neurodegenerativen 

Krankheiten. Für die Initiierung der extrinsischen Apoptose bindet ein Todesligand (death ligand, DL) 

wie CD95L an seinen entsprechenden Todesrezeptor (death receptor, DR) CD95. Nach 

Ligandenbindung werden intrazellulär FADD sowie weitere DED Proteine wie Procaspase-8 und c-FLIP 

rekrutiert. Die Gesamtheit aus DR und DED Proteinen wird als Todes-induzierenden Komplex (death 

inducing signaling complex, DISC) bezeichnet. Der DISC bildet die Plattform zur Dimerisierung und 

Aktivierung von Caspase-8 in DED-Filamenten, vermittelt durch Typ I, Typ II und Typ III DED 

Interaktionen, was zu Apoptose führt. Welche Wichtigkeit die Typ I DED Interaktion für die Caspase-8 

DED-Filamentbildung und Aktivierung hat und inwieweit die Typ I DED Interaktion als Ziel für mögliche 

neue therapeutische Ansätze genutzt werden kann, ist bisher nicht im Detail untersucht wurden. Um 

die Typ I DED Interaktion zu untersuchen und für die Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze wurde 

ein Peptid DEDid in silico designt, welches das FL Motiv der DED2 nachahmt. Neben DEDid wurden 

Mutationen der hydrophoben Tasche der Caspase-8 DED1 etabliert, sogenannte Typ I DED 

Interaktions-Mutanten. Die Mutationen wurden unter anderem auch in die DEDid Bindungsseite der 

Caspase-8 DED1 eingeführt. Sowohl DEDid als auch die Typ I DED Interaktionsmutanten führten zu 

einer Inhibierung der CD95L-induzierten Caspase-3/7 Aktivität, Apoptose und zu einer verminderten 

Bildung des DISC. Dies zeigt, dass die Typ I DED Interaktion essenziell zur Aktivierung von Caspase-8 

und zur Stabilisierung der DED-Filamenten und des CD95-DISC ist. Neben Apoptose rückt Nekroptose, 

eine andere Form des programmierten Zelltods, immer weiter in den Fokus als therapeutisches Ziel 

zur Behandlung von Tumorerkrankungen. Nekroptose wird ebenfalls über die Bindung eines DL an 

einen DR, aber unabhängig von Caspase Aktivität, ausgelöst. Nekroptose wird über den Nekrosom 

Komplex, bestehend aus DED Proteinen, RIPK1 und RIPK3, initiiert. Wie genau Nekroptose durch CD95L 

ausgelöst wird, sowie die stöchiometrische Zusammensetzung des CD95-induzierten Nekrosoms, ist 

bisher unbekannt. In dieser Arbeit wurde durch Immunpräzipitationen und quantitative 

massenspektrometrische Analysen die Stöchiometrie des CD95-induzierten Nekrosoms analysiert. Es 

wurde nachgewiesen, dass RIPK1 der Hauptbestandteil des CD95-induzierten Nekrosoms ist. Durch 

Interaktions-Mutanten der DD von RIPK1 und FADD wurde zusätzlich erstmalig die Bedeutung der Typ 

II DD Interaktion für die Bildung des CD95-induzierten Nekrosoms untersucht. Zusammengefasst 

bilden diese beiden ersten Arbeiten einen tieferen Einblick in die Formierung von zwei elementaren 

makromolekularen Komplexen induziert durch CD95L, die als Ziel zur Sensitivierung von Tumorzellen 

genutzt werden können. 

Pankreatische Tumore gehören zu den tödlichsten Tumorerkrankungen weltweit mit schlechter 

Überlebensrate. Daher ist es essenziell neue, auf Zielproteine gezielte therapeutische Ansätze zu 

entwickeln und zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde der Einfluss des in silico designten Small 

Molecules FLIPinB, welches an das Caspase-8/c-FLIPL Heterodimer bindet und das aktive Zentrum 

dieses Heterodimers stabilisiert, auf pankreatische Tumorzelllinien untersucht. Um die Resistenzen in 

pankreatischen Tumorzelllinien zu umgehen, wurde eine neuartige Kombinationsstimulation von 

FLIPinB, DL, dem gängigen Chemotherapeutikum Gemcitabin und Mcl-1 Inhibitor S63845 untersucht. 

Weitergehend wurden die Effekte um FLIPinB und dem SMAC Mimetikum BV6 auf Apoptose und 

Nekroptose erstmalig in einer Darmkrebszelllinie analysiert. Beide Kombinationsbehandlungen 

führten nicht nur zu einer vermehrten Apoptose, sowie Caspase-3 Aktivität, auch Nekroptose konnte 

vermehrt nachgewiesen werden. Insgesamt bietet diese Arbeit einen tieferen Einblick in die 

Entstehung und Zusammensetzung apoptotischer und nekroptotischer Komplexe und wie dieses 

Wissen angewendet werden kann, um therapeutische Behandlungen zu entwickeln.  
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Abstract 

The programmed cell death apoptosis is essential in maintaining homeostasis in organisms. 

Dysregulation of apoptosis leads to diseases such as cancer and neurodegenerative diseases. To 

initiate extrinsic apoptosis, a death ligand (DL) such as CD95L binds to its corresponding death receptor 

(DR) CD95. After ligand binding, FADD and other DED proteins such as procaspase-8 and c-FLIP are 

recruited to the DR intracellularly. The complex of DR and DED proteins is referred to as the death-

inducing signaling complex (DISC). The DISC forms the platform for the dimerization and activation of 

caspase-8 in DED filaments, mediated by type I, type II and type III DED interactions, which leads to 

apoptosis. The importance of type I DED interaction for caspase-8 DED filament formation and 

activation, and the extent to which type I DED interaction can be used as a target for potential new 

therapeutic approaches, has not yet been investigated in detail. To investigate type I DED interaction 

and develop new therapeutic approaches, a peptide called DEDid was designed in silico. DEDid mimics 

the FL motif of the DED2. In addition to DEDid, mutations of the hydrophobic pocket of caspase-8 DED1 

were established, referred to as type I DED interaction mutants. The mutations were also introduced 

into the DEDid binding site of caspase-8 DED1. Both DEDid and the type I DED interaction mutants led 

to inhibition of CD95L-induced caspase-3/7 activity, apoptosis and reduced DISC formation. This shows 

that the type I DED interaction is essential for the activation of caspase-8 and the stabilization of DED 

filaments in the CD95-DISC. In addition to apoptosis, necroptosis, another form of programmed cell 

death, is increasingly becoming the focus of attention as a therapeutic target for the treatment of 

cancer. Necroptosis is also triggered by the binding of a DL to a DR, but independently of caspase 

activity. Necroptosis is initiated via the necrosome complex, consisting of DED proteins, RIPK1 and 

RIPK3. How exactly necrosome is initiated by CD95L, as well as the stoichiometric composition of the 

CD95-induced necrosome, is still unknown. In this study, the stoichiometry of the CD95-induced 

necrosome was analyzed by immunoprecipitations and quantitative mass spectrometry. It was shown 

that RIPK1 is the main component of the CD95-induced necrosome. Additionally, using interaction 

mutants of the DD of RIPK1 and FADD, the importance of type II DD interaction for the formation of 

the CD95-induced necrosome was investigated for the first time. In summary, these first two studies 

provide deeper insights into the formation of two elementary macromolecular complexes induced by 

CD95L, which can be used as targets to sensitize tumor cells. 

Pancreatic tumors are one of the most deadly tumors with poor survival rates worldwide. It is therefore 

essential to develop and investigate new therapeutic approaches targeting specific proteins. This study 

investigated the influence of the in silico designed small molecule FLIPinB, which binds to the caspase-

8/c-FLIPL heterodimer and stabilizes the active center of this heterodimer, on pancreatic tumor cell 

lines. In order to overcome resistance in pancreatic tumor cell lines, a novel combinatorial treatment 

of FLIPinB, DL, the first-line drug gemcitabine and the Mcl-1 inhibitor S63845 was investigated. 

Furthermore, the effects of FLIPinB and the SMAC mimetic BV6 on apoptosis and necroptosis were 

analyzed for the first time in a colon cancer cell line. Both combinatorial treatments not only led to 

increased apoptosis and caspase-3 activity, but also to increased necroptosis. Overall, this work 

provides deeper insight into the formation and composition of apoptotic and necroptotic complexes 

and how this knowledge can be applied to develop new therapeutic approaches. 
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1. Einleitung 

 

1.1. Der programmierte Zelltod 

 

In der Entwicklung und zur Aufrechterhaltung der Homöostase von Organismen ist es essenziell, dass 

Zellen gezielt sterben [1]. Zusätzlich müssen beschädigte Zellen, beispielsweise Zellen mit DNA-

Schäden sowie durch UV Licht entstandene Schäden, oder entartete Zellen durch Absterben entfernt 

werden [2], [3]. Der Prozess des Absterbens wird durch den programmierten Zelltod (programmed cell 

death, PCD) reguliert. Zum PCD gehören unter anderem Apoptose und Nekroptose [4], [5]. Der PCD 

wird in drei Typen unterteilt. Typ I beschreibt die Apoptose, Typ II die Autophagie und Typ III die 

regulierte Nekrose [6]. Diese drei Typen unterscheiden sich deutlich in den morphologischen 

Veränderungen der Zellen [6].  

 

1.2. Apoptose 

 

Der PCD Apoptose wurde erstmals 1972 beschrieben [5]. Apoptose ist gekennzeichnet durch 

charakteristische morphologische Veränderungen der sterbenden Zellen. Im Detail zeichnen sich 

apoptotische Zellen durch ein Schrumpfen der Zellen und durch die Kondensation des Chromatins aus. 

Der Zellkern wird fragmentiert. Die absterbenden Zellen bilden Vesikel aus, die als 

Apoptosekörperchen bezeichnet werden [5]. Optisch ist dies erkennbar durch membrane blebbing. Die 

so entstandenen Vesikel werden im Anschluss durch Phagozyten phagozytiert. Phosphatidylserin (PS), 

welches in gesunden Zellen an der Innenseite der Membran exprimiert wird, wird in früh 

apoptotischen Zellen Caspase-abhängig auf die Außenseite der sterbenden Zellen transportiert [7], [8]. 

PS dient als Marker für Phagozyten [9], [10]. 

Apoptose kann extrinsisch durch einen Liganden oder intrinsisch durch Zellstress wie DNA-Schäden 

initiiert werden. Die intrinsische Apoptose wird über die Mitochondrien ausgelöst [11]. 

 

1.2.1. Extrinsische Apoptose 

 

Extrinsische Apoptose wird über Todesliganden (death ligand, DL) initiiert, die an spezifische 

Todesrezeptoren (death receptor, DR) binden. Die DR umfassen unter anderem cluster of 

differentiation 95 (CD95, auch Fas (Factor activating ExoS) oder APO-1 (Apoptose Antigen-1) genannt) 

und die TNF-related apoptosis-inducing ligand receptors 1 und 2 (TRAIL-R1 und TRAIL-R2). Die DR sind 

eine Unterfamilie der Rezeptoren der TNF Superfamilie [12], [13], [14], [15]. Die Rezeptoren der TNF 

Superfamilie zeichnen sich durch eine cysteinreiche extrazelluläre Domäne aus [16].  

Der extrinsische Teil des DR interagiert mit dem DL, entsprechend der hier diskutierten DR bindet 

CD95L an CD95 und TRAIL and TRAIL-R1/2 [12], [17], [18]. Die DR trimerisieren nach Ligandenbindung 

[19], [20]. Neuere Publikationen berichten auch die Möglichkeit einer Rezeptordimerisierung [20], 

oder dass für die Initiierung des Signalwegs eine Preoligomerisierung der DR notwendig ist [21]. 
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DR sind Transmembranproteine. Die Transmembrandomäne von CD95 beinhaltet prolinreiche Motive, 

die ebenfalls trimerisieren [22]. Auch andere DR sind durch diese prolinreichen Motive in der 

Transmembrandomäne gekennzeichnet. Die Transmembrandomäne ist essenziell für die 

Weiterleitung des extrinsischen Signals. So führen Mutationen in der Transmembrandomäne zu einer 

Inhibition der Rezeptortrimerisierung und der Apoptose-Induktion [22], [23]. Im intrazellulären Teil 

haben die DR eine hoch konservierte Todesdomäne (death domain, DD) bestehend aus ca. 80 

Aminosäuren [24], [25]. 

Durch Bindung der DL und die folgende Konformationsänderung werden die DD zugänglich [26]. An 

die DD der DR bindet das Adaptorprotein FADD (Fas-associated protein with death domain)/MORT1 

(mediator of receptor-induced toxicity 1) mit seiner DD im C-terminalen Bereich durch DD-DD 

Interaktionen [27], [28], [29], [30], [31]. Im N-terminalen Bereich besitzt FADD eine Todes-Effektor-

Domäne (death effector domain, DED) mit einer hydrophoben Region, die notwendig für die 

Interaktionen mit anderen DED Proteinen ist [31], [32]. Durch DED-DED Interaktionen binden andere 

DED-Proteine an FADD [29], [33], [34], [35], [36], [37]. Die Gesamtheit aus DR, FADD und DED Proteinen 

wird als todesinduzierender Signalkomplex (death inducing signaling complex, DISC) bezeichnet 

(Abbildung 1) [38], [39]. Zu den DED-Proteinen gehören Procaspase-8 und -10 und cellular FLICE-

inhibitory protein (c-FLIP). Procaspase-8 ist einer der wichtigsten Aktivatoren der extrinsischen 

Apoptose und bildet Filamente am DISC, genannt DED Filamente, wodurch sie dimerisiert und aktiviert 

wird [33], [40], [41], [42], [43].  

Die Funktion von Procaspase-10 ist nicht vollständig geklärt. Während sie mit ähnlicher Funktion wie 

Procaspase-8 beschrieben wurde, gibt es auch Berichte über anti-apoptotische Funktionen von 

Procaspase-10 [42], [44], [45]. Eine detailliertere Beschreibung über die Funktionen von Caspasen ist 

Kapitel 1.2.1.3. zu entnehmen. 

c-FLIP wirkt je nach Isoform und Konzentration in der Zelle anti- oder pro-apoptotisch [29], [34], [46], 

[47], [48]. Eine detailliertere Beschreibung über c-FLIP folgt in Kapitel 1.2.1.4. 
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Abbildung 1: Extrinsische Apoptose durch Ligandenbindung an Todesrezeptoren. 
Der DR trimerisiert nach Ligandenbindung, (CD95L oder TRAIL binden jeweils CD95 oder TRAIL-R1/2), wodurch durch 
Konformationsänderungen die DD zugänglich werden. Durch DD-DD Interaktion bindet das Adaptorprotein FADD. An die DED 
von FADD binden die DED Proteine Procaspase-8/-10 und c-FLIP und bilden den DISC. Procaspase-8 bildet Filamente aus, 
wodurch Procaspase-8 dimerisiert und aktiviert wird. Durch folgende autokatalytische Spaltungen entsteht das Caspase-8 
Heterotetramer. Durch die aktive Caspase-8 werden Effektorcaspasen wie Caspase-3/7 aktiviert, was in Apoptose resultiert. 
Modifiziert nach [49], [50]. 

 

 

1.2.1.1. Der Todesrezeptor CD95  

 

CD95 (APO-1, Fas) ist ein Todesrezeptor der TNF-R Superfamilie, der 1989 entdeckt wurde [12], [49], 

[51]. CD95 ist ein Typ I Transmembranrezeptor mit einer molekularen Masse von 45 kDa [52]. Durch 

posttranslationale Modifikationen (PTM), wie Glykosylierungen zur Regulation von Apoptose, variiert 

die Masse des Rezeptors [53], [54]. Extrazellulär hat CD95 eine cysteinreiche Domäne von 155 

Aminosäuren, gefolgt von einer Transmembrandomäne von 19 Aminosäuren und einer intrazellulären 

Domäne mit 145 Aminosäuren, die die DD enthält [25], [55]. Die Bindung des DL CD95L an die 

cysteinreiche Domäne induziert verschiedene Signalwege innerhalb der Zelle. So wird nicht nur 

Apoptose ausgelöst, sondern auch der NF- Bˁ Signalweg, der das Überleben von Zellen vermittelt. 

Somit hat CD95 eine duale Rolle in Zellen [56]. Beispielsweise ist CD95 an der Proliferation und 

Aktivierung von Immunzellen, wie T-Zellen, beteiligt [51], [57], [58], [59], [60]. Weiterhin verursacht 

CD95 auch die Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen [61]. Interessanterweise ist CD95 

auf einer Vielzahl von Zellen vertreten, jedoch nicht auf allen [62], [63], [64], [65], [66], [67]. Eine 

Veränderung der CD95 Expression auf Zellen oder eine Mutation von CD95 führt zu Krankheiten, wie 

der Autoimmunkrankheit Autoimmunes Lymphoproliferatives Syndrom (ALPS) [68], [69]. 

Veränderungen von CD95 sind weiterhin auch mit Tumoren verbunden [70]. Es sind über hundert 

Mutationen von CD95 bekannt, die zu Krankheiten führen (zusammengefasst in [71]). 
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Interessanterweise verursachen nahezu alle Mutationen in allen Bereichen von CD95 eine Inhibierung 

der Apoptose-Induktion. Dies zeigt, dass sowohl die extrazelluläre cysteinreiche Domäne, als auch die 

Transmembrandomäne und die intrazelluläre DD für den Apoptosesignalweg essenziell sind [70].  

 

1.2.1.2. Caspasen 

 

Bei der Initiierung des apoptotischen Signalwegs, aber auch bei anderen Funktionen, wie bei 

Entzündungsreaktionen, Zellüberleben, Zellproliferation und Zelldifferenzierung sind Cysteinyl-

Aspartat-spezifischen Proteasen (cysteinyl aspartate specific proteases, Caspasen) elementar, um die 

Signale weiterzuleiten und zur Ausführung der Signale zu führen. Die hoch konservierte Familie der 

Caspasen lässt sich in zwei verschiedene Gruppen unterteilen: apoptotische Caspasen (Caspase-2, -3, 

-6, -7, -8, -9, -10) und inflammatorische Caspasen (Caspase-1, -4, -5, -12) (Abbildung 2). Die 

apoptotischen Caspasen lassen sich weiterhin in Initiatorcaspasen (Caspase-2, -8, -9, -10) und 

Effektorcaspasen (Caspase-3, -6, -7) unterteilen (Abbildung 2) [41], [72], [73], [74], [75], [76], [77], [78], 

[79], [80], [81], [82]. Alle Caspasen gleichen sich durch einen ähnlichen Aufbau. Im C-terminalen 

Bereich zeichnen sich die Caspasen durch eine kleine und eine große katalytische Untereinheit aus, die 

sogenannte Caspase-Domäne. Diese Caspase-Domäne spaltet proteolytisch Zielproteine. Im N-

terminalen Bereich besitzen Initiatorcaspasen und inflammatorische Caspasen DEDs oder CARD 

(Caspase Aktivierungs- und Rekrutierungs-Domäne). Caspasen werden als inaktive Zymogene oder 

Procaspasen synthetisiert, die durch Dimerisierung oder Spaltung aktiviert werden [72], [73], [74], [75], 

[76], [77], [78], [79], [80], [81], [83]. 

Die erste entdeckte Caspase war 1993 Caspase-1 als IL-1 -̡converting enzyme (ICE) [82]. Caspase-1 

gehört zu den inflammatorischen Caspasen. Inflammatorische Caspasen sind Bestandteil der 

Initiierung der Immunantwort, wie dem Induzieren von Pyroptose und dem Freisetzen von pro-

inflammatorischen Zytokinen. Caspase-1 spaltet beispielsweise Pro-IL-1 (Pro-Interleukin-1) und 

Gasdermin D (GSDMD) in aktive Proteine [84], [85], [86], [87]. Es wurde aber auch berichtet, dass 

Caspase-1 Bcl-2 interacting domain death antagonist (Bid) zu truncated Bcl-2 interacting domain death 

antagonist (tBid) spalten kann [88]. Inflammatorische Caspasen beinhalten im N-terminalen Bereich 

eine CARD Domäne [89]. 

Die Initiatorcaspase Caspase-8 wurde 1996 als FLICE (FADD-homologous ICE/CED-3-like protease) 

entdeckt [41]. Eine weitere Initiatorcaspase ist Caspase-10, die 1997 als FLICE2 entdeckt wurde [81]. 

Sowohl Caspase-8 als auch Caspase-10 enthalten Tandem-DEDs [41], [81]. Während Caspase-8 am 

DISC aktiviert wird, ist die Rolle von Caspase-10 umstritten. Caspase-10 wurde als redundant zu 

Caspase-8 betrachtet, aber auch als anti-apoptotisch beschrieben [42], [43], [44], [45], [83]. Die 

Initiatorcaspasen Caspase-2 und Caspase-9 haben jeweils im N-terminalen Bereich eine CARD Domäne 

[89], [90], [91]. Caspase-2 hat vielfältige Funktionen neben Apoptose und wirkt vermutlich wie andere 

Initiatorcaspasen [92], [93], [94], [95]. Caspase-2 kann Bid in tBid spalten, was mitochondrial outer 

membrane permeabilization (MOMP) zur Folge hat [96], [97]. Caspase-9 wird im Apoptosom nach 

MOMP aktiviert [98], [99].  

Die Initiatorcaspasen aktivieren Effektorcaspasen. Caspase-8 und -9 spalten und aktivieren Caspase-3 

[98], [100], [101]. Aktivierte Caspase-3 spaltet unter anderem Poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) 

und trägt zur Ausführung von Apoptose bei [41], [102], [103], [104]. Caspase-7 wird durch Caspase-8 

aktiviert, während Caspase-6 in der Lage ist sich selbst zu spalten und zu aktivieren [75], [87], [105], 

[106], [107]. 
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Caspase-14 bildet einen Sonderfall und lässt sich in keine der bestehenden Gruppierungen einteilen 

[108], [109]. Caspase-14 ist an der Zelldifferenzierung beteiligt [110], [111], [112]. 

 

  
Abbildung 2: Darstellung der Caspasen, sortiert nach ihrer Funktion. 
Dargestellt sind Procaspasen, wobei zwischen apoptotischen Initiatorcaspasen, apoptotischen Effektorcaspasen und 
inflammatorischen Caspasen unterschieden wird. Die unterschiedlichen Domänen der Caspasen sind farblich hervorgehoben: 
DED in grau, CARD in orange, kleine katalytische Untereinheit in grün und die große katalytische Untereinheit in blau. Die 
unterschiedlichen Größen der Caspasen sind schematisch dargestellt. Modifiziert nach [113]. 

 

1.2.1.3. Procaspase-8 
 

Das Auslösen von extrinsischer Apoptose durch Bindung des DL an DR führt zur Aktivierung der 

Initiatorcaspase Procaspase-8. Dabei spielt die Aktivierung von Procaspase-8 am DISC eine große Rolle 

im extrinsischen apoptotischen Signalweg. An den DISC binden zwei bekannte Isoformen von 

Procaspase-8. Es wird zwischen Procaspase-8a und Procaspase-8b unterschieden. Die beiden 

Isoformen unterscheiden sich im Linker zwischen DED2 und der katalytischen Domänen, wobei 

Procaspase-8b die kleinere Isoform darstellt, in der dieser Linker um 2 kDa kürzer ist (Abbildung 3) [41].  

Procaspase-8 besteht aus Tandem DEDs (tDED), die sich im N-terminalen Bereich befinden. Im C-

terminalen Bereich ist Procaspase-8 durch zwei katalytische Untereinheiten charakterisiert. Diese 

Untereinheiten sind die größere p18 Untereinheit und die kleinere p10 Untereinheit (Abbildung 3). 

Am DISC wird Procaspase-8 dimerisiert und aktiviert [29]. Anschließend wird Caspase-8 mehrfach 

autokatalytisch gespalten, was zu den p43/p41 und p30 Spaltprodukten führt, die dann wiederum zu 

p18 und p10 gespalten werden (Abbildung 3) [29]. Die erste Spaltung findet an D374, also zwischen 

den zwei katalytischen Untereinheiten, statt, wodurch das p18 Fragment und das p43/41 Fragment 

geformt wird. Möglich ist eine erste Spaltung auch an D210/D216, welches die katalytischen 

Untereinheiten von den DEDs trennt und zum p30 Fragment führt [114]. Die zweite Spaltung findet an 

D210/D216 oder D384 statt und formt das p10/p18 Heterotetramer (Abbildung 3) [29], [115]. Die 

Spaltung von Caspase-8 ist notwendig, um das aktive Heterotetramer zu stabilisieren [36]. Durch 

Dimerisierung und autokatalytischen Spaltungen wird der Inter-Domäne Linker entfernt. Die zwei 
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katalytischen Domänen finden sich in einer anti-parallelen Orientierung zusammen [36]. Diese 

Anordnung ist notwendig damit Caspase-8 Substrate bindet. 

Zu diesen Substraten gehören die Effektorcaspasen Procaspase-3 und -7 [29], [100], [101]. Procaspase-

3 und -7 werden durch Caspase-8 aktiviert und spalten ihrerseits weitere Apoptosesubstrate wie 

PARP1 [41], [102], [103]. PARP1 ist im DNA Reparaturmechanismus involviert [116]. Durch die Spaltung 

von PARP1 wird es inaktiv, weswegen DNA Reparaturen inhibiert werden [117].  

Ein weiteres Substrat von Caspase-8 ist RIPK1 (receptor interacting serine/threonine protein kinase 1), 

welches durch Caspase-8 an der RIPK1 Spaltungsstelle D325 gespalten wird. Dies inhibiert Nekroptose, 

welche von der RIPK1 Kinaseaktivität abhängig ist (Kapitel 1.3.), um Apoptose auszulösen [118], [119].  

Aktive Caspase-8 spaltet weiterhin auch Bid, welches die Verbindung zwischen extrinsischer Apoptose 

am DISC und dem mitochondrialen Weg darstellt (Kapitel 1.2.1.6.). Bid wird durch Caspase-8 zu tBid 

gespalten [29], [120], [121]. 

 

 
 
Abbildung 3: Procaspase-8a/b und Spaltprodukte. 
Dargestellt sind zwei Isoformen von Procaspase-8, genannt Procaspase-8a und Procaspase-8b, die sich durch den Linker 
zwischen DED und der katalytischen Domäne unterscheiden. Nach Dimerisierung am DISC wird Caspase-8 aktiviert und 
durchgeht mehrere autokatalytische Spaltungen. Im ersten Schritt werden p43/p41 oder p30 gebildet. Anschließend wird das 
aktive und stabilisierte p10/p18 Heterotetramer gebildet, an dem weitere Apoptosesubstrate wie Procaspase-3 binden. 
Modifiziert nach [48]. 

 

1.2.1.3.1. Caspase-8 DED Filamente 

 

Nach DL Bindung an DR bindet Procaspase-8 über das Adaptorprotein FADD am DISC und bildet dort 

DED Filamente aus (Abbildung 1) [37], [122]. Diese DED Filamente bieten die Plattform zur 

Dimerisierung und Aktivierung von Caspase-8 [36]. Die DED Filamente werden durch Interaktionen der 

DED1 und DED2 gebildet. Die DEDs beinhalten sechs Bindungsstellen: Ia/b, IIa/b und IIIa/b (Abbildung 

4a). Drei verschiedene Interaktionsarten verbinden die DEDs untereinander über die jeweiligen 
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Bindungsstellen [36], [37]. Die Typ I DED Interaktion verbindet die DED1 mit der DED2 zweier 

benachbarter Caspase-8 Moleküle. Dabei interagieren das FL Motiv (Phenylalanin 122, F122 und Leucin 

123, L123) der DED2 mit einer hydrophoben Tasche um Tyrosin 8 (Y8) der DED1 durch hydrophobe 

Interaktionen (Abbildung 4b) [29]. Es interagieren die DED1 Typ Ib Oberfläche mit der DED1 Typ Ia 

Oberfläche. Die Typ I DED Interaktion formt eine lineare Kette und bildet das Grundgerüst der 

Filamente (Abbildung 4c). Typ I DED Interaktionen sind intra-Strang Interaktionen [36], [37].  

Die Interaktion zwischen drei einzelnen Ketten wird durch Typ II und Typ III DED Interaktionen geformt 

(Abbildung 4c). Dabei werden Interaktionen zwischen DED1:DED1, DED1:DED2, DED2:DED2 oder 

DED2:DED1 der einzelnen Ketten gebildet. Typ II und Typ III DED Interaktionen werden durch 

hydrophile Bindungen zwischen den DEDs erzeugt. Im Gegensatz zu Typ I DED Interaktionen sind Typ 

II und Typ III DED Interaktionen inter-Strang Interaktionen und unterscheiden sich durch ihre Richtung 

[36], [37]. 

Durch die Typ II und Typ III DED Interaktionen zwischen drei Ketten bildet sich eine rechts gedrehte 

Helix, die die Plattform für die Dimerisierung von Caspase-8 bildet. Diese Dimerisierung findet 

zwischen benachbarten Strängen statt. Durch die Bildung der Filamente kommen die katalytischen 

Untereinheiten von Caspase-8 in örtlicher Nähe zusammen und dimerisieren [36], [37]. 

Das Adaptorprotein FADD bindet nach DL Bindung an DR, wo es eine Plattform zur Rekrutierung von 

Caspase-8 an den DISC über DED-DED Interaktionen bietet (Abbildung 1). Dabei bildet FADD ebenfalls 

filamentartige Strukturen, die ähnlich zu denen von Caspase-8 sind [37]. Die Caspase-8 Ia Oberfläche 

interagiert mit der Ib Oberfläche von FADD, um die DED Kette zu initiieren. Dabei interagieren das FL 

Motiv von FADD und die hydrophobe Tasche der DED1 von Procaspase-8 miteinander [29]. FADD 

befindet sich an einem Ende der Caspase-8 Filamente. Weitere Caspase-8 Moleküle binden am 

anderen Ende und vergrößern die Filamente, um die Plattform für die Caspase-8 Dimerisierung und 

Aktivierung zu bilden [36], [37]. Insgesamt sind die Typ I, Typ II und Typ III DED Interaktionen elementar 

für die Aktivierung von Caspase-8. 

Die DD enthält ebenfalls wie die DED die Typ I, Typ II und Typ III DD Interaktionsseiten mit denen die 

DD von DR, FADD und RIPK1 interagieren [31]. Die Typ Ia DD Oberfläche interagiert mit der Typ Ib DD 

Oberfläche durch Aminosäurereste in der H2 und H3, während Reste der H4 und des H4-H5 Loop der 

Typ IIa DD Oberfläche mit Resten des H5-H6 Loops und der H6 Typ IIb DD Oberfläche interagiert. Reste 

der H3 Typ IIIa DD Oberfläche binden an Reste der H1-H2 und der H3-H4 Loop Typ IIIb DD Oberfläche. 

Die Typ I und Typ III DD Interaktionen vermitteln den Aufbau von DD-Schichten im Komplex, während 

die Typ II DD Interaktion diese Schichten verbindet [31].  
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Abbildung 4: Typ I, Typ II und Typ III Interaktionen von DED Filamenten. 
(a) Ausrichtung der Typ I, Typ II und Typ III DED Interaktionen und ihre Bindungsstellen sind schematisch in der DED 
dargestellt. (b) Schematische Darstellung der Bindung zwischen einer DED1 und DED2 von zwei unterschiedlichen Caspase-8 
Proteinen durch Typ I DED Interaktionen. (c) Typ I DED Interaktionen finden zwischen DED1 und DED2 von zwei 
unterschiedlichen Caspase-8 Proteinen statt und bilden Ketten aus. Die Ketten werden durch Typ II und Typ III DED 
Interaktionen verbunden, wodurch das Filament geformt wird. Modifiziert nach [123]. 

 

1.2.1.4. c-FLIP 

 

Ein Hauptregulator der Apoptose ist das DED Protein c-FLIP. c-FLIP wurde erstmals als zelluläres 

Homolog zu viralem FLIP (v-FLIP) beschrieben [33], [124]. Es sind drei Isoformen von c-FLIP bekannt: 

long, short und raji (c-FLIPL, c-FLIPS, c-FLIPR) (Abbildung 5) [32], [41], [40]. Sowohl c-FLIPS als auch c-

FLIPR besitzen im N-terminalen Bereich zwei DEDs. Im C-terminalen Bereich besitzt c-FLIPS ein kurzes 

Fragment von 19 Aminosäuren, während sich c-FLIPR davon unterscheidet und im C-terminalen Bereich 

durch 17 Aminosäuren gekennzeichnet ist [125], [126], [127]. c-FLIPS ist ein Homologon des viralen 

FLIP (v-FLIP) [33], [128]. c-FLIPL besitzt neben zwei DEDs im C-terminalen Bereich eine katalytisch 

inaktive Caspase-ähnliche Domäne, in der das Cystein 360 (C360) des aktiven Zentrums von 

Procaspase-8 durch Tyrosin substituiert ist [33]. Alle c-FLIP Isoformen sind durch kurze Halbwertszeiten 

gekennzeichnet [129], [130]. c-FLIPS und c-FLIPR haben ähnliche kurze Halbwertszeiten [125]. 

Mittels DEDs interagieren die c-FLIP Isoformen mit dem DISC [33], [34], [35]. Während c-FLIPS und c-

FLIPR anti-apoptotisch wirken, kann c-FLIPL sowohl pro- als auch anti-apoptotisch wirken [29], [34], 

[45], [47], [48]. Die Wirkung von c-FLIPL hängt von seiner Konzentration und von dem 

Mengenverhältnis zu Caspase-8 ab [29], [34], [46], [131]. Geringe Konzentrationen von c-FLIPL fördern 

die bevorzugte Formation von aktiven Caspase-8/c-FLIPL Heterodimeren in denen das aktive Zentrum 

von Caspase-8 stabilisiert wird [37], [132], [133]. In diesem Fall wirkt c-FLIPL pro-apoptotisch [29], 

[132]. Bei hohen c-FLIPL Konzentrationen wirkt c-FLIPL anti-apoptotisch [29], [34], [132], [134]. c-FLIP 

ist in einer Vielzahl von Tumorzellen überexprimiert und verhindert dort durch seine anti-apoptotische 

Funktion die Initiierung von Apoptose [135], [136], [137], [138], [139], [140]. 

Es gibt verschiedene Hypothesen wie c-FLIP am DISC interagiert und die Initiierung von Apoptose 

beeinflusst. Die c-FLIP DEDs besitzen ähnliche Bindungsstellen wie die Procaspase-8 DEDs [37]. Es wird 

vermutete, dass c-FLIP in die Caspase-8 Filamente integriert wird [37]. 

Über die DEDs bindet c-FLIP sowohl an FADD als auch an Procaspase-8 [29], [34]. c-FLIP interagiert mit 

FADD über sein FL Motiv in der DED2 und mit der hydrophoben Tasche der FADD-DED [29]. 
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c-FLIP konkurriert nicht direkt mit Procaspase-8 um die Bindung an FADD und ersetzt somit nicht 

Procaspase-8 am DISC [29]. Mehr Rekrutierung von Procaspase-8 an den DISC führt auch zu mehr 

kooperativer c-FLIP Rekrutierung an den DISC [29], [34]. Doch c-FLIPS formt keine Filamente, was dazu 

führt, dass die Filamente am DISC nach c-FLIPS Rekrutierung nicht weiter ausgebaut werden und somit 

die Rekrutierung von Procaspase-8 limitiert wird [36]. c-FLIPS bindet über ein anderes Motiv, welches 

R38 beinhaltet, an Procaspase-8. Diese nicht kanonische Interaktion verändert die Orientierung des FL 

Motivs in der DED2 von c-FLIPS [36]. Dadurch ahmt das FL Motiv nicht die kanonische Orientierung des 

Procaspase-8 DED2 FL Motivs nach, wodurch keine weiteren Procaspase-8 Moleküle binden können 

[36]. Somit verändert die Rekrutierung von c-FLIPS die gesamte Topologie der Filamente [36]. Dieses 

führt zu einer Inhibierung der Caspase-8 Aktivität, da Caspase-8 keine Plattform für die Dimerisierung 

hat [29], [36], [37]. 

Eine Überexpression von c-FLIP führt zur Initiierung des NF-ˁ. Signalwegs [141]. Dabei spielen die 

Spaltprodukte von c-FLIP eine wichtige Rolle [35], [142]. c-FLIPL wird durch dimerisierter und somit 

aktiver Caspase-8 in seine Spaltprodukte p43 und p22 gespalten (Abbildung 5) [29], [35], [133], [142]. 

c-FLIPS und c-FLIPR werden zu p22 gespalten [35]. p22 entsteht durch die Spaltung an D196, welches 

sich zwischen der DED2 und der Caspase-ähnlichen Domäne befindet [35]. Die Spaltung an D376 in c-

FLIPL zwischen p12 und p20 Domäne führt zu dem p43 Spaltprodukt [142], [143]. Die Spaltprodukte 

sind anti-apoptotisch [35]. p22 und p43 induzieren den NF-ˁ. Signalweg durch Interaktion mit dem IKK 

(Lˁ. ƪƛƴŀǎŜ) Komplex durch Bindung an NEMO όLYYʴύ [35], [142], [143].  

 

 

 
Abbildung 5: c-FLIP Isoformen und Spaltprodukte. 
Es sind drei Isoformen von c-FLIP bekannt: c-FLIP long (c-FLIPL), c-FLIP short (c-FLIPS) und c-FLIP raji (c-FLIPR). c-FLIPS und c-
FLIPR wirken anti-apoptotisch, während c-FLIPL sowohl pro-apoptotisch als auch anti-apoptotisch wirken kann, abhängig von 
seiner Konzentration. Neben den Isoformen sind zwei Spaltprodukte bekannt, die aus c-FLIPL gebildet werden (p43 und p22). 
Modifiziert nach [144]. 

 

1.2.1.4.1. c-FLIP und Procaspase-8 am DISC 

 

Die DED Proteine c-FLIP und Procaspase-8 sind Bestandteile des DISC (Abbildung 1), wie genau jedoch 

c-FLIP am DISC mit Procaspase-8 und FADD interagiert ist noch nicht komplett geklärt. Es gibt 
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verschiedene Modelle, wie c-FLIP am DISC bindet und in seiner dualen Rolle anti- oder pro-apoptotisch 

funktioniert. c-FLIP könnte mit der DED1 an die DED2 von Procaspase-8 binden und weitere 

Interaktionen mit weiteren Procaspase-8 Proteinen verhindern. Die c-FLIP DED1 bindet in nicht 

kanonischer Interaktion mit dem FL-Motiv der DED2 von Procaspase-8 und ändert die Konformation 

der DED2 von c-FLIP, wodurch Procaspase-8 nicht an die c-FLIP DED2 binden kann [29]. Dadurch würde 

das DED Filament abbrechen und Procaspase-8 könnte nicht mehr in den Filamenten dimerisieren 

(Abbildung 6a). Es wurde auch berichtet, dass c-FLIP sich in die Procaspase-8 DED Filamente einbaut 

(Abbildung 6b) [36], [145]. Durch das Einbauen von c-FLIPL in die DED Filamente ist es möglich, dass 

Procaspase-8 und c-FLIPL durch räumliche Nähe ein Heterodimer bilden können. c-FLIPS, welches die 

katalytisch inaktive Caspase-ähnliche Domäne nicht besitzt, führt dazu, dass Procaspase-8 durch das 

Fehlen der räumlichen Nähe einer Caspase-Domäne nicht dimerisiert [36]. Eine weitere Hypothese 

beinhaltet den Ansatz, dass FADD verschiedene Bindungsseiten für c-FLIP und Procaspase-8 hat 

(Abbildung 6c) [146]. Demnach hat c-FLIP eine Affinität für 1h/4ʰ Helices von FADD, während 

Procaspase-8 an 2h /5ʰ Helices von FADD bindet [146]. Für unterschiedliche Bindungsmotive für FLIP 

und FADD oder Caspase-8 spricht auch ein Model beider Interaktionen [147]. Wenn c-FLIP in Zellen 

überexprimiert ist, was ein Merkmal von einigen Krebszellen ist, sind die DED Filamente sehr kurz 

(Abbildung 6d) [34]. Eine weitere Hypothese beinhaltet, dass sich große DISC Plattformen mit den DED 

Filamenten bilden (Abbildung 6e) [34]. Dabei können c-FLIP und Procaspase-8 sowohl durch seine 

DED2 als auch seine DED1 in vorwärts und rückwärts Richtungen von beiden Seiten an FADD binden. 

Dies würde zur Bildung von kooperativen DED Filamenten führen (Abbildung 6e) [34]. 

 

 
Abbildung 6: Modelle wie c-FLIP mit dem DISC interagiert. 
(a) c-FLIPS bindet an Procaspase-8 und blockiert weitere Bindungsstellen für Procaspase-8 wodurch die Caspase-8 
Filamentbildung unterbrochen wird. (b) c-FLIPL/S interagieren mit Procaspase-8 und werden ins Caspase-8 Filament eingebaut. 
Dadurch kommen c-FLIPL und Caspase-8 in räumliche Nähe und können ein Heterodimer bilden. c-FLIPS verhindert eine 
räumliche Nähe zur Homodimerisierung von Caspase-8. (c) c-FLIP interagiert direkt mit FADD über eine eigene Bindungsseite 
von FADD. (d) Eine Überexpression von c-FLIP führt zu kurzen Caspase-8 Filamenten. (e) c-FLIP und Caspase-8 bilden 
zusammen mit FADD und den DRs große DISC Plattformen, was zu kooperativen DED Filamenten führt. Modifiziert nach [123]. 
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1.2.1.5. DISC Stöchiometrie 

 

Untersuchungen zu quantitativen Zusammensetzungen von Komplexen bieten einen tieferen Einblick 

und ein tieferes Verständnis für die Komplexbildung und wie verschiedene Signalwege reguliert sind. 

In vergangenen Studien wurde der DISC bereits quantitativ untersucht, jedoch gibt es verschiedene 

Berichte, wie der CD95-DISC quantitativ aufgebaut ist. Nach Ligandenbindung oligomerisiert der DR in 

Trimere [19], [20], wobei einige Berichte auch eine Dimerisierung des DR beschreiben [20]. Die 

Quantifizierung des DISC wurde unter anderem durch die Nutzung von Absoluter quantitativer Peptid 

Massenspektrometrie (AQUA Peptide) für Caspase-8, c-FLIP und FADD durch massenspektrometrische 

Analysen untersucht [34]. Die Nutzung von AQUA Peptiden, durch Isotopen markierte synthetische 

Peptidstandards, bietet eine reproduzierbare Methode für die Quantifizierung von Komplexen und der 

Proteinverhältnisse innerhalb der Komplexe [148]. 

In der Literatur wird das Verhältnis von FADD zu den DED-Proteinen unterschiedlich bewertet. FADD 

kommt in sub-stöchiometrischen Mengen am DISC vor [34], [39], [148]. Alle Berichte sind sich einig, 

dass am DISC FADD in den geringsten Mengen bindet, und dass an FADD mehrere tandem-DED 

Proteine (Caspase-8/ -10 und c-FLIP) binden. Schleich et al. beschreiben, dass Procaspase-8 vier- oder 

fünfmal mehr als FADD vorkommt, sowie dass Procaspase-10 und c-FLIP zehnmal weniger als 

Procaspase-8 am DISC vorkommen [148]. Procaspase-8 ist auch nach anderen Berichten somit das am 

häufigsten vorkommende Protein am DISC [34], [39], [148], während Procaspase-10 und c-FLIP in 

geringeren Mengen als Procaspase-8 am DISC binden [34], [39], [148]. Anhand der übereinstimmenden 

Bewertungen in der Literatur ist zu schlussfolgern, dass Procaspase-8 die Hauptkomponente des DISC 

ist.  

Die Intensität eines CD95 Stimulus hat Einfluss auf die Formierung der Procaspase-8 Filamente. Ein 

starker CD95 Stimulus führt zu kürzeren Procaspase-8 Filamenten, während ein schwacher CD95 

Stimulus zu längeren Procaspase-8 Filamenten führt [148]. 

Die Überexpression des Apoptoseregulators c-FLIPS führt zu kürzeren Procaspase-8 Filamenten, wobei 

FADD und Procaspase-8 in ähnlichen Mengen am DISC binden und c-FLIPS in doppelter Menge bindet 

[34]. c-FLIPL Überexpression führt zu einer ähnlichen Menge von Procaspase-8 und c-FLIPL pro FADD 

am DISC [34]. Somit hängt die Stöchiometrie des DISCs stark von unterschiedlichen Faktoren, wie 

Proteinexpressionen und Stimulus, ab. 

Zusätzlich zu den oben aufgeführten Modellen zum CD95-DISC wurde auch der TRAIL-DISC untersucht. 

Analysen von Humphrey et al. zur Stöchiometrie des TRAIL-DISC beschreiben, dass tandem-DED 

Proteine in einem Verhältnis zu FADD von 3:1 vorkommen [132]. Dickens et al. beschreiben, dass am 

TRAIL-DISC FADD und DED Proteine in einem Verhältnis von ca. 1:9 stehen, was bedeutet, dass auch 

am TRAIL-DISC FADD in substöchiometrischen Mengen vorkommt [39], [132]. Dies stimmt auch mit 

den Berichten zum CD95-DISC überein. Somit scheint es Übereinstimmungen zwischen dem CD95-DISC 

und dem TRAIL-DISC zu geben. 

Das Verhältnis von Caspase-8 zu c-FLIP kann in Bezug zur Sensitivität gegenüber dem Stimulus 

variieren. Beispielsweise wurde in TRAIL sensitiven Zelllinien Caspase-8 in einem Verhältnis zu c-FLIP 

von 6:1 und in TRAIL resistenten Zellen in einem Verhältnis von 1:1 beschrieben [132].  

Alle diese hier beschriebenen und diskutierten Modelle müssen in zukünftigen Studien durch weitere 

strukturelle Analysen sowie Modelling, durch beispielsweise AlphaFold, vertieft werden.  
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1.2.1.6. Extrinsische Apoptose in Typ I und Typ II Zellen 

 

Das Weiterleiten des Signals nach DL Bindung an DR bei der extrinsischen Apoptose kann 

unterschiedlich erfolgen. Dabei werden Zellen in zwei Typen, genannt Typ I und Typ II Zellen, unterteilt. 

Die Induzierung der extrinsischen Apoptose erfolgt unterschiedlich in Typ I und Typ II Zellen [149], 

[150]. Während Typ I Zellen sich durch eine hohe Anzahl von aktiver Caspase-8 und viele DISC 

Formationen auszeichnen, sind Typ II Zellen durch eine geringe Anzahl von DISC Formationen 

gekennzeichnet [150]. Zusätzlich ist neben Caspase-8 und DR ein weiterer regulatorischer 

Mechanismus in der Unterscheidung zwischen Typ I und Typ II Zellen von Bedeutung. X-linked inhibitor 

of apoptosis (XIAP) und das Verhältnis zwischen XIAP und Procaspase-3 ist ebenfalls unterschiedlich in 

Typ I und Typ II Zellen [151], [152]. So sind Typ I Zellen durch eine geringes Procaspase-3/XIAP 

Verhältnis gekennzeichnet und Typ II Zellen sind durch ein hohes Procaspase-3/XIAP Verhältnis 

charakterisiert [151], [152]. In Typ II Zellen wird das Signal der DL durch das Caspase-8 Substrat Bid 

verstärkt (Abbildung 7) [121], [153], [154]. Bid bildet die Verbindung zwischen Caspase-8 und dem 

mitochondrialen apoptotischen Signalweg [155]. Bid besteht aus acht -hHelices, worin die zentralen 

hydrophoben Helices H6 und H7 verborgen sind [156]. Dies ist die inaktive Form von Bid. Durch 

proteolytische Spaltung von Caspase-8 an D59 entsteht tBid [121], [154], [155]. Dabei wird die 

hydrophobe Oberfläche der Helices frei [156], [157]. tBid transloziert zu den Mitochondrien und bindet 

an die äußere mitochondriale Membran [158]. Dort interagiert tBid mit BCL2-antagonist/killer (Bak) 

und Bcl-2 Associated X Protein (Bax) und aktiviert diese [153], [159], [160], [161], [162]. Bak und Bax 

fügen sich in die mitochondriale Membran ein [161], [163]. Dort oligomerisieren Bak und Bax mit Hilfe 

ihrer Bcl-2-Homologie-Domäne 3 (BH3) Domäne und bilden Poren in der mitochondrialen äußeren 

Membran [161], [163], [164]. Bei der Aktivierung von Bax bindet tBid an die 1h Helix von Bax wodurch 

die Konformation von Bax geändert wird und somit dessen Autoinhibition ausgesetzt wird. Durch die 

Konformationsänderung werden der C- und N- Terminus frei. Die C-terminale Transmembrandomäne 

integriert sich in die äußere mitochondriale Membran. tBid bleibt mit dem N-Terminus verbunden und 

fördert die Oligomerisierung von Bax. Die h 1 Helix von Bak liegt konstitutiv frei [163]. Nach Aktivierung 

bindet die 1h Helix von Bak die mitochondriale äußere Membran was der Ausgangspunkt zur 

Oligomerisierung von Bak ist [165]. Bak benötigt zur Aktivierung tBid für die Oligomerisierung [163]. 

Bak oligomerisiert schneller und in kleineren Strukturen als Bax und zusätzlich rekrutiert Bak Bax in die 

gleichen Oligomere [166]. 

Zusätzlich wurde gezeigt, dass Bid in der Abwesenheit von Bak und Bax ebenfalls Poren in der äußeren 

mitochondrialen Membran bilden kann [167]. Hierbei ist jedoch nicht die BH3 Domäne von tBid 

notwendig, sondern die h6 Helix, die strukturell ähnlich zur porenformenden 5h Helix von Bax und Bak 

ist [156], [157], [167]. 

Durch das Bilden von Poren in der äußeren mitochondrialen Membran permeabilisiert die Membran 

was zur MOMP führt [168]. Infolge von MOMP werden Cytochrom c und Second mitochondria derived 

activator of caspases/direct IAP binding protein with low PI (Smac/DIABLO) ausgeschüttet [161], [168], 

[169]. Cytochrom c bildet zusammen mit Apaf-1 und Caspase-9 das Apoptosom (Abbildung 7) [98], 

[99]. Im Apoptosom dimerisiert die Initiatorcaspase Caspase-9, wodurch Caspase-9 aktiviert wird [98]. 

Caspase-9 aktiviert durch Spaltung Caspase-3 [170]. Die Aktivierung von Caspase-9 und Caspase-3 wird 

durch XIAP verhindert (Abbildung 7) [169], [171], [172]. Das ausgeschüttete Smac/DIABLO inhibiert 

XIAP [169], [173]. Durch die Inhibition von XIAP durch Smac/DIABLO kann Caspase-3 durch Caspase-9 

aktiviert werden [98]. Aktive Caspase-3 führt zur Spaltung von PARP1 und zum Auslösen von Apoptose 

[102], [103]. 
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Abbildung 7: Apoptose in Typ I und Typ II Zellen. 
Nach Ligandenbindung fungiert Bid als Linker zwischen mitochondrialer Apoptose in Typ II Zellen und Caspase-8. Bid wird 
durch Caspase-8 zu tBid gespalten. tBid reguliert am Mitchondrium die pro- und anti-apoptotische Bcl-2 Familie. Bak und Bax 
bilden Poren in der äußeren mitochondrialen Membran was zu MOMP führt. Cytochrom c wird ausgeschüttet und bildet mit 
Apaf-1 und Caspase-9 das Apoptosom. Caspase-9 wird im Apoptosom aktiviert. Der Caspase Inhibitor XIAP inhibiert sowohl 
Effektorcaspasen in Typ I als auch Typ II Zellen. Durch MOMP wird auch Smac/DIABLO ausgeschüttet, die XIAP inaktivieren. 
Caspase-9 aktiviert Caspase-3, was zur Apoptose führt. Modifiziert nach [50]. 

 

1.2.1.7. Die Bcl-2 Familie als Regulator in Typ II Zellen 

 

Die B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) Familie ist eine der Hauptregulatorproteine für die Apoptose in Typ II 

Zellen [150]. Der mitochondriale apoptotische Signalweg wird durch die pro- und anti-apoptotische 

Bcl-2 Familie reguliert. Die Bcl-2 Familie wird in drei Gruppen unterteilt: BH3-only, pro-apoptotische 

und anti-apoptotische Proteine (Abbildung 8). Die Proteine der Bcl-2 Familie haben durch ihre Bcl-2 

Homologie Domänen (BH Domänen) Übereinstimmungen in ihren Sequenzen und Strukturen [174], 

[175]. Es sind vier BH Domänen bekannt, genannt BH1, BH2, BH3 und BH4, welche jeweils aus acht 

miteinander verbundenen h -Helices bestehen [176], [177], [178], [179], [180], [181]. 

Die BH3-only Proteine sind pro-apoptotische Proteine, die eine BH3 Domäne und eine 

Transmembrandomäne (TM) haben (Abbildung 8) [182]. Zu den BH3-only Proteinen gehören neben 

Bid auch Bcl-2-interacting mediator of cell death (Bim), Noxa und Puma [153], [183], [184], [185], [186]. 
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Eine weitere Gruppe sind die pro-apoptotischen Proteine der Bcl-2 Familie, wozu Bak und Bax gehören 

[174], [187], [188], [189]. Diese Proteine beinhalten die BH Domänen 1-3 und eine TM (Abbildung 8). 

Die letzte Gruppe sind die anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2 Familie mit BH Domänen 1-4 und einer 

TM (Abbildung 8). Dazu gehören Bcl-2, B-cell lymphoma extra large (Bcl-xL), Bcl-w und Myeloid cell 

leukemia 1 (Mcl-1) [175], [179], [190], [191], [192], [193], [194].  

Von Mcl-1 sind jedoch zwei Isoformen beschrieben. Die lange Isoform (Mcl-1L) hat anti-apoptotische 

Funktionen, während die kurze Isoform (Mcl-1S) pro-apoptotisch ist [195], [196]. Mcl-1S besitzt keine 

BH1 und BH2 Domäne, sowie keine TM [195]. Mcl-1S interagiert im Gegensatz zu Mcl-1L nicht mit pro-

apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie [195]. Mcl-1S dimersiert hingegen mit Mcl-1L und fungiert 

als proapoptotisches Mitglied der Bcl-2 Familie wodurch Apoptose am Mitochondrium reguliert wird 

[195], [196]. 

Die anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2 Familie inhibieren die pro-apoptotischen Bcl-2 Familien 

Proteine durch Heterodimerisierung und dadurch MOMP [177], [178], [197], [198]. Durch die 

Interaktion der BH3-only Proteine mit den anti-apoptotischen Proteine werden die anti-apoptotischen 

Proteine gebunden und inaktiviert während die pro-apoptotischen Proteine aktiviert werden [159], 

[193], [199].  

 

 
Abbildung 8: Schematische Darstellung der Bcl-2 Proteinfamilie. 
Die Bcl-2 Familie unterteilt sich in drei Gruppen: BH3-only, pro-apoptotisch und anti-apoptotisch. Beispiele der zu den 
Gruppen dazugehörigen Proteine sind neben dem Schema dargestellt. BH3 only Proteine haben nur eine BH3 Domäne und 
eine Transmembrandomäne (TM). Pro-apoptotische Proteine beinhalten die drei BH Domänen 1-3, sowie eine TM. Anti-
apoptotische Proteine umfassen die vier BH Domänen 1-4 sowie eine TM. Modifiziert nach [200]. 

 

1.2.1.8. Modelle der Aktivierung der Bcl-2 Familie 

 

Die drei Gruppen der Bcl-2 Familie regulieren, wie in Kapitel 1.2.1.7. beschrieben, die Initiierung von 

Apoptose durch ein Zusammenspiel von anti- und pro-apoptotischen Proteinen. Wie genau die 

Regulation der Proteine der Bcl-2 Familie funktioniert wird durch drei Modelle zur Regulation der Bcl-2 

Familie beschrieben. Das erste Modell ist das direkte Aktivierungsmodell in dem Bak und Bax zunächst 

inaktiv sind (Abbildung 9a). Durch BH3-only Proteine wie tBid werden Bak und Bax direkt aktiviert 

(Abbildung 9a, rote Umrandung) und ändern ihre Konformation, während anti-apoptotische Bcl-2 

Proteine inhibiert werden [201], [202], [203]. Durch die Konformationsänderung oligomerisieren Bak 

und Bax und bilden Poren in der äußeren mitochondrialen Membran [161], [162], [163], [164]. 

Das zweite Modell ist das Neutralisationsmodell in dem Bak und Bax immer aktiv sind (Abbildung 9b, 

rote Umrandung), aber MOMP durch die Bindung anti-apoptotischer Bcl-2 Proteine verhindert wird 

(Abbildung 9b). Aktive BH3-only Proteine neutralisieren die anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine wodurch 

die aktiven Bak und Bax frei werden und Poren bilden, was zu MOMP führt [198], [199], [204]. 

Eine dritte Möglichkeit ist ein einheitliches Modell in denen sowohl das Aktivierungsmodel als auch 

das Neutralisationsmodel gemeinsam agieren (Abbildung 9c) [205]. Dabei ist das direkte 

Aktivierungsmodell weniger effizient verglichen zum Neutralisationsmodell, während das 
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Neutralisationsmodell die Fusion von Mitochondrien verhindert [205]. Diese drei Modelle bieten eine 

mögliche Erklärung, wie genau die Bcl-2 Familie als eine der Hauptregulatorproteine Apoptose in Typ II 

Zellen regulieren. 

 

 
Abbildung 9: Modelle der Aktivierung der Bcl-2 Familie. 
(a) Das direkte Aktivierungsmodell beschreibt, dass BH3-only Proteine, wie tBid, direkt Bak und Bax aktivieren und Bcl-2 
inhibieren. (b) Das Neutralisationsmodell beschreibt, dass Bak und Bax konstitutiv aktiv sind und durch direkte Bindung der 
anti-apoptotischen Proteine blockiert werden. tBid inhibiert die anti-apoptotischen Proteine, wodurch aktives Bak/Bax 
freigesetzt wird. (c) In einem einheitlichen Modell wird beschrieben, dass sowohl (a) als auch (b) aktiv sind. Die rote 
Umrandung zeigt aktive Proteine. Modifiziert nach [200]. 

 

1.3. Nekroptose 

 

Eine weitere Form des PCD neben Apoptose ist Nekroptose [4]. Sterben Zellen nekroptotisch 

durchlaufen sie bestimmte morphologische Veränderungen, die sich von den morphologischen 

Veränderungen der Apoptose stark unterscheiden. Der Zellkern und die Zellorganelle schwellen nach 

Initiierung der Nekroptose an und die Membran wird zerstört [206], [207], [208]. Die Zerstörung der 

Membran führt zum Freisetzen der intrazellulären Organellen, was eine Entzündung zur Folge hat 

[118]. Wie auch Apoptose ist Nekroptose ein stark regulierter Vorgang. Nekroptose wird unter 

anderem, wie auch Apoptose, über Ligandenbindung an DR ausgelöst [206], [207]. Jedoch können auch 

neben DR andere Rezeptoren wie Toll Like Rezeptoren (TLR) Nekroptose auslösen [209]. Nekroptose 

wird im Gegensatz zu Apoptose unabhängig von Caspaseaktivität initiiert [210]. Durch Inhibition von 

Caspase-8, beispielsweise durch den Pancaspase Inhibitor zVAD-fmk, wird Nekroptose gefördert [206], 

[211]. Aktive Caspase-8 würde RIPK1 spalten und damit dessen Aktivierung inhibieren [118], [119]. 

Zusätzlich wird durch Stimulation mit einem SMAC Mimetikum/ IAP Inhibitor, wie BV6 (bivalent SMAC 

mimetic 6), Nekroptose ausgelöst [212]. 

Die Inhibition von Caspase-8 ist wesentlich zur Initiierung von RIPK1 vermittelter Nekroptose, 

weiterhin ist auch FADD ein wichtiger Bestandteil der Nekroptose [207], [212]. Jedoch wird Nekroptose 

vor allem durch die Kinaseaktivität von RIPK1 ausgelöst. RIPK1 ist eine Protein Kinase [213] und besitzt 

im N-terminalen Bereich eine Kinase Domäne [214]. In der Mitte ist eine RIP homotypic interaction 

motif, die sogenannte RHIM Domäne, bestehend aus 16 Aminosäuren [214]. Im C-terminalen Bereich 

ist RIPK1 mit einer DD Domäne gekennzeichnet (Abbildung 10) [214]. RIPK1 bindet DR und FADD 

mittels DD-DD-Interaktion [215], [216], [217]. Durch Autophosphorylierung an S161 und S166 wird 

RIPK1 aktiv [211], [218], [219]. Dabei ist die Kinasedomäne von RIPK1 ein essenzieller Bestandteil bei 

der Initiierung von Nekroptose [207], [218]. RIPK1 homodimerisiert über die DD, was notwendig ist für 

die Aktivierung von RIPK1 [220], [221]. Diese beiden Vorgänge der Dimerisierung und 
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Autophosphorylierung sind wesentlich für die Initiierung von Nekroptose. Die Aktivierung von 

Nekroptose ist nicht nur von RIPK1 abhängig, sondern auch von RIPK3 (receptor interacting 

serine/threonine protein kinase 3) [118], [222]. RIPK3 ist ähnlich aufgebaut wie RIPK1 mit einer Kinase 

Domäne und einer RHIM Domäne, aber RIPK3 hat keine DD (Abbildung 10) [214]. Weiterhin ist die 

Kinase Aktivität von RIPK3 notwendig für das Initiieren von Nekroptose [118], [222]. Über die RHIM 

Domäne interagieren RIPK1 und RIPK3, was zur Formation des Nekrosoms (Komplex IIb) führt, ein 

zytosolischer Komplex (Abbildung 11) [118], [211], [214], [222], [223]. Das Nekrosom besteht aus 

RIPK1, RIPK3 und DED-Proteinen [118]. Im Nekrosom oligomerisieren RIPK1 und RIPK3 zu filamentösen 

und mosaikartigen Strukturen [224]. Hierbei sei jedoch erwähnt, dass all diese Angaben auf Basis des 

TNF-w ƴŀŎƘ ¢bCʰ {ǘƛƳǳƭŀǘƛƻƴ ƎŜƳŀŎƘǘ ǿŜǊŘŜƴΣ ǎǇǊƛŎƘ ŜƛƴŜǊ ¢bCʰ-induzierten Nekroptose. Wie genau 

CD95L durch Bindung an CD95 Nekroptose auslöst und inwieweit das Verhältnis zwischen RIPK1 und 

RIPK3 zu bewerten ist, ist bisher unbekannt.  

 

 

 
Abbildung 10: Struktur von RIPK1, RIPK3 und MLKL. 
RIPK1 und RIPK3 haben im N terminalen Bereich eine Kinasedomäne, die die Phosphorylierungsstellen beinhalten. Die 
Kinasedomäne wird gefolgt von einer RHIM. RIPK1 hat im C terminalen Bereich eine DD. MLKL hat im N-terminalen Bereich 
eine 4-helicale Bündel Domäne (NTD), eine brace Region (BR) und im C-terminalen Bereich eine Kinase ähnliche Domäne 
(kinase like domain, KLD). Phosphorylierungsseiten für RIPK1, RIPK3 und MLKL sind angegeben. Modifiziert nach [212], [215], 
[225]. 

 

In dem RIPK1/RIPK3 Heterodimer wird RIPK3 durch Phosphorylierung aktiviert. Laut einigen Studien 

werden auch RIPK3 Homodimere gebildet, in denen RIPK3 autophosphoryliert und aktiviert wird [220], 

[224], [227], [228]. Die Phosphorylierung von RIPK3 an S227 ist essenziell zur Rekrutierung und 

Aktivierung der Pseudokinase MLKL (mixed lineage kinase domain like) [220], [224], [229], [230], [231], 

[232], [233]. MLKL besitzt eine 4-helicale Bündel Domäne (N-terminal four-helical bundle domain, 

NTD), eine brace Region (BR) und eine Kinase ähnliche Domäne (kinase like domain, KLD) (Abbildung 

10) [234], [235]. Humanes MLKL wird in drei verschiedenen Isoformen exprimiert: MLKL0, MLKL1 und 

MLKL2 [225], [236]. Diese drei Isoformen unterscheiden sich in ihrer Reaktivität. So ist MLKL0 inaktiv 

und kann keine Nekroptose auslösen, MLKL1 wird nach Nekroptosestimulus aktiv und MLKL2 ist 

konstitutiv aktiv [225], [236]. MLKL0 blockiert zusätzlich die MLKL1 vermittelte Nekroptose, wodurch 

Nekroptose reguliert wird [225]. RIPK3 phosphoryliert MLKL an T357 und S358 [229], [237], [238]. 

Durch die Phosphorylierung oligomerisiert MLKL als Oktamer, bestehend aus zwei Tetrameren, und 

transloziert zur Zellmembran [222], [224], [231], [232], [237], [239], [240], [241], [242]. Dort bindet 

MLKL über die NTD Domäne an der Zellmembran [237], [239], [243], [244]. Durch MLKL werden Poren 
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in der Zellmembran gebildet, die die Zellmembran zerstören, was zur typischen Morphologie von 

Nekroptose führt [237], [239], [240], [241], [243], [245]. MLKL vermittelt im Weiteren einen positiven 

Feedback Loop und unterstützt weitere Phosphorylierungen von RIPK3 [225]. 

Es gibt verschiedene Inhibitoren von Nekroptose. Ein bekannter Inhibitor ist Necrostatin-1 und sein 

Derivat Necrostatin-1s (Nec-1s). Nec-1s bindet an RIPK1 und inhibiert die Kinasefunktion von RIPK1 [4], 

[218]. Weiterhin wurden auch Inhibitoren gegen RIPK3 konstruiert. Beispielsweise wurde das Small 

Molecule GSK872 entwickelt, um RIPK3 zu inhibieren [246], [247]. Die Nekroptose ist somit ein 

Caspase-unabhängiger PCD, der über die Bildung des Nekrosoms initiiert wird. Insbesondere wurde 

ŘƛŜ bŜƪǊƻǇǘƻǎŜ ƴŀŎƘ ¢bCʰ .ƛƴŘǳƴƎ ŀƴ ŘŜƴ ¢bC-R ausführlich untersucht. Wie sich die Nekroptose-

Induktion nach CD95L Bindung an CD95 verhält ist noch weitestgehend unbekannt und stellt eine der 

Zielfragen dieser Arbeit dar.  

 

 

 
Abbildung 11: Der Nekroptose-Signalweg. 
Wenn Caspase-8 Aktivität inhibiert ist, sowie in der Anwesenheit von SMAC Mimetika/IAP Inhibitoren, führt ein 
Nekroptosesignal zu Bildung des Nekrosoms. Im Nekrosom bilden RIPK1 und RIPK3 Oligomere. RIPK1 bildet Homodimere 
infolgedessen RIPK1 autophosphoryliert. RIPK3 bindet an den Komplex und wird phosphoryliert. Dieser Komplex 
phosphoryliert MLKL. pMLKL bindet an die Zellmembran und lässt diese permeabilisieren. Durch die Ruption der Membran 
wird Nekroptose ausgelöst. Das Nekrosom besteht aus RIPK1, RIPK3, MLKL, FADD, Caspase-8, FADD und c-FLIP. Modifiziert 
nach [248]. 
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1.3.1. RIPK1 in anderen Komplexen 

 

RIPK1 spielt nicht nur eine wichtige Rolle in der Nekroptose, sondern kann auch aktiv Apoptose 

initiieren. Zusammen mit Caspase-8, c-FLIP und FADD kann RIPK1 einen nicht membrangebundenen 

Komplex bilden, der Ripoptosom oder Komplex IIa genannt wird [249], [250]. Dieser Komplex wird 

nach zellulärem Stress sowie nach Inhibierung von XIAP gebildet und führt Caspase-abhängig zu 

Apoptose oder bei Caspase-8 Inhibierung zu Nekroptose [250]. c-FLIP ist, wie auch bei dem 

extrinsischen apoptotischen Signalweg, ein Regulator des Ripoptosoms und inhibiert Apoptose [250], 

[251]. Die Kinase-Domäne von RIPK1 ist essenziell zur Induzierung von Apoptose, was dazu führt, dass 

auch Nec-1s die Induzierung von Apoptose durch das Ripoptosom blockiert [250]. Auch cIAP und XIAP 

führen zu einer Blockade der Induzierung der Apoptose durch das Ripoptosom durch Ubiquitinierung 

von RIPK1 [250], [251].  

RIPK1 kann durch cIAP1/2 als E3 Ligase ubiquitiniert werden, wobei TRAF2 diese Bindung zwischen 

RIPK1 und cIAP1/2 fördert [252], [253], [254]. RIPK1 wird ubiquitiniert an K11, K48, K63 und M1 an 

seiner DD und ID (intermediate domain) [252], [255], [256]. Durch die K48 Ubiquitinierung wird RIPK1 

durch das 26S Proteasom proteasomal abgebaut [253], während die anderen Ubiquitinierungen 

notwendig sind für die Funktionen von RIPK1, beispielsweise durch die dadurch entstehenden 

Rekrutierungen anderer Proteine [256]. 

 

1.4. Der NF-ˁ. Signalweg 

 

Die Bindung des DL an den DR führt nicht nur zur Apoptose oder Nekroptose. Insbesondere CD95L ist 

bekannt für eine duale Rolle in Zellen, wobei neben PCD auch der bǳŎƭŜŀǊ ŦŀŎǘƻǊ ˁ. (NF-ˁ.) Signalweg 

initiiert wird [56]. Die Aktivierung des Transkripitionsfaktors NF-ˁ. führt zum Überleben und zur 

Proliferation von Zellen und der Expression anti-apoptotischer Proteine [257], [258], [259], [260], 

[261]. Der NF-ˁ. {ƛƎƴŀƭǿŜƎ wird unter anderem auch durch die Bindung von DL und DR induziert [56], 

[262], [263], [264], [265]. Zu den Untereinheiten der Transkriptionsfaktoren der NF-ˁ. Familie gehören 

neben RelB, c-Rel und p52 auch p65 (RelA) und p50 (NF-ˁ.мύ [261], [266], [267], [268], [269], [270], 

[271], [272], [273], [274]. Diese Transkriptionsfaktoren bilden Heterodimere oder Homodimere mit 

unterschiedlichen Funktionen [267], [268], [270]. Die einzelnen Proteine der NF-ˁ. CŀƳƛƭƛŜ haben eine 

Homologie von 300 Aminosäuren für DNA Bindung und Dimerisierung und verfügen untereinander 

über strukturelle homologe Ähnlichkeiten in ihrer Rel Domäne [266], [267], [268], [269].  

Solange der NF-ˁ. Signalweg nicht aktiviert wird, sind die Dimere der NF-ˁ. Untereinheiten an den 

inhibitor of NF-ˁ. όLˁ.ύ ƛƳ Zytosol gebunden (Abbildung 12) [268], [269]. Der NF-ˁ. Signalweg wird 

über den IKK (ƛƴƘƛōƛǘƻǊ ƻŦ Lˁ. ƪƛƴŀǎŜ) Komplex reguliert. Der IKK Komplex besteht aus den zwei 

katalȅǘƛǎŎƘŜƴ 9ƛƴƘŜƛǘŜƴ LYYʰ ǳƴŘ LYYʲ ǳƴŘ einer regulatorischen Einheit NEMO (NF-ˁ. ŜǎǎŜƴǘƛŀƭ 

modulator) [275], [276], [277], [278], [279], [280], [281], [282]. Der IKK Komplex kann durch eine 

Vielzahl von unterschiedlichen Stimuli aktiviert werden. Beispielsweise wird der IKK Komplex durch 

inflammatorische Zytokine, bakterielle und virale Produkte, sowie nach zellulärem Stress aktiv [283], 

[284], [285], [286], [287]. Auch die Ligandenbindung an DR aktiviert den IKK Komplex [265]. Im 

Folgenden wird sich auf den DR induzierten NF-ˁ. Signalweg konzentriert (Abbildung 12). Durch die 

Initiierung des NF-ˁ. {ƛƎƴŀƭǿŜƎǎ ǿƛǊŘ ŘǳǊŎƘ tƘƻǎǇƘƻǊȅƭƛŜǊǳƴƎ Ǿƻƴ LYYʲ ŘŜǊ YƻƳǇƭŜȄ ŀƪǘƛǾƛŜǊǘ [278]. 

5ŜǊ ŀƪǘƛǾŜ LYY YƻƳǇƭŜȄΣ ǇƘƻǎǇƘƻǊȅƭƛŜǊǘ Lˁ. ŀƴ {он ǳƴŘ {ос [288], [289], [290]. Die Phosphorylierung 

Ǿƻƴ Lˁ.ʰ ŦǸƘǊǘ ȊǳǊ ¦ōƛǉǳƛǘƛƴƛŜǊǳƴƎ ǳƴŘ ȊǳǊ proteasomalen 5ŜƎǊŀŘƛŜǊǳƴƎ Ǿƻƴ Lˁ.ʰ [291], [292], [293]. 
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Dadurch werden die NF-ˁ. 5ƛƳŜǊŜ p65 und p50 frei. Dieser Signalweg wird als kanonischer Signalweg 

bezeichnet. Die freien NF-ˁ. 5ƛƳŜǊŜ ǘǊŀƴǎƭƻȊƛŜǊŜƴ ƛƴ ŘŜƴ bǳƪƭŜǳǎΣ ǿƻ ǎƛŜ ŀƭǎ ¢ǊŀƴǎƪǊƛǇǘƛƻƴǎŦŀƪǘƻǊŜƴ 

wirken (Abbildung 12) [294], [295], [296]. 

Caspase-8 und c-FLIP fördern die Aktivierung des NF-ˁ. Signalwegs [35], [141], [297], [298]. Nach 

Bindung des DL an den DR wird das c-FLIP Spaltprodukt p22 durch Caspase-8 gebildet, welches im IKK 

Komplex mit NEMO interagiert [35], [299]. p22 induziert NF-ˁ. durch direkte Interaktion mit NEMO im 

IKK Komplex [35]. Wiederum induziert NF-ˁ. ŘƛŜ 9ȄǇǊŜǎǎƛƻƴ Ǿƻƴ Ŏ-FLIP [257]. Das p43 Spaltprodukt 

interagiert nicht direkt mit dem IKK Komplex sondern muss zu p22 weiter gespalten werden, um den 

NF-ˁ. Signalweg zu induzieren [35].  

 

 
Abbildung 12: Die Aktivierung des NF-ˁ. Signalwegs nach DL Bindung an DR. 
LƳ LYY YƻƳǇƭŜȄ ōŜǎǘŜƘŜƴŘ ŀǳǎ LYYʰΣ LYYʲ ǳƴŘ b9ah ǿƛǊŘ ōŜƛ ŜƛƴŜƳ «ōŜǊƭŜōŜƴǎǎƛƎƴŀƭ LYYʲ ǇƘƻǎǇƘƻǊȅƭƛŜǊǘΦ Lƴ ŘŜǊ CƻƭƎŜ ǿƛǊŘ 
Lˁ. ǇƘƻǎǇƘƻǊȅƭƛŜǊǘ ǳƴŘ ǎŜǘȊǘ Řŀǎ NF-ˁ. Heterodimer p65/p50 frei. pIˁ Bh  wird ubiquitiniert und proteasomal degradiert. Das 
Heterodimer transloziert in den Zellkern und wirkt dort als Transkriptionsfaktor, was zur Bildung von Proteinen führt, die das 
Überleben der Zellen vermitteln. c-FLIP wird durch Caspase-8 zu p22 gespalten. cFLIP-p22 interagiert mit dem IKK Komplex 
und unterstützt die die NF- Bˁ Aktivierung. Modifiziert nach [35]. 
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1.5. Therapeutische Ansätze zur Bekämpfung apoptotischer Dysregulationen 

 

Die Homöostase zwischen Überleben und Apoptose ist stark reguliert. Dysregulationen von Apoptose 

können zu Krankheiten führen, was durch Mutationen, Überexpressionen oder Mangel von 

apoptotischen Schlüsselproteinen herbeigeführt wird.  

Mutationen von Caspase-8 sind mit Immundefizienz, chronischer Inflammation, neurodegenerativen 

Krankheiten wie Alzheimer sowie mit Tumorerkrankungen wie HNSCC (head and neck squamous cell 

carcinoma) verbunden [300], [301], [302], [303], [304], [305], [306]. Die Caspase-8 Expression 

beeinflusst das Überleben von Patienten mit Gebärmutterhalskrebs [307]. 

Die Dysregulation von c-FLIP hat Einfluss auf Tumorerkrankungen als auch neurodegenerativen 

Krankheiten und fördert diese Krankheiten. 

c-FLIP ist in einigen Tumorarten überexprimiert, was zu einer schlechten Prognose zum Verlauf dieser 

Tumore führt. Beispielsweise ist c-FLIP in NSCLC (Non-small cell lung cancer), Gebärmutterhalskrebs, 

Ovarian Krebs, Darmkrebs, AML (Akute myeloische Leukämie), Prostatakrebs und PDAC (pancreatic 

ductal adenocarcinoma) überexprimiert, was zur Resistenz gegenüber der Initiierung von Apoptose 

führt [138], [308], [309], [310], [311], [312], [313], [314]. 

c-FLIP ist auch überexprimiert in T-Zellen von MS (Multiple Sklerose) Patienten, was mit dem Verlauf 

der Krankheit korreliert und zu verminderter Apoptose der autoreaktiven T-Zellen führt [315]. Dies 

führt zu einer gesteigerten Viabilität autoreaktiver Zellen [315]. 

Eine Überexpression des anti-apoptotischen Mcl-1 wurde in AML Patienten nachgewiesen, die einen 

schlechteren Verlauf und schlechtere Überlebenschancen hatten gegenüber Patienten mit einer 

geringeren Mcl-1 Expression [316], [317]. Auch weitere Tumorerkrankungen, wie beispielsweise PDAC, 

Brustkrebs, Darmkrebs, Tumore des zentralen Nervensystems (CNS, central nervous system), 

Lungenkrebs, Ovarian Krebs, Gebärmutterhalskrebs, Prostatakrebs, Melanoma, Nierenkrebs weisen 

eine Überexpression von Mcl-1 auf, was zu Resistenzen gegenüber Behandlungen und dem Vermeiden 

von Zelltod führt [316], [318], [319], [320]. 

Dysregulierte Proteine werden als Zielproteine genutzt, um Apoptose in diesen Tumoren 

wiederherzustellen. Dafür werden Small Molecules und Peptide genutzt. Small Molecules sind kleine 

Moleküle, die ohne aktiven Transport in Zellen gelangen und dort mit ihren Zielmolekülen interagieren 

[321]. 

 

1.5.1. FLIPinB 
 

FLIPinB (FLIP interactor B) ist ein Small Molecule welches 2020 von Hillert et al. entwickelt wurde [322]. 

FLIPinB wurde in silico konstruiert, um das aktive Zentrum des Caspase-8/c-FLIPL Heterodimers zu 

stabilisieren. Das Caspase-8/c-FLIPL Heterodimer führt zu einer stärkeren Caspase-8 Aktivität als das 

Homodimer, was eine stärkeren Apoptose-Induktion zur Folge hat (Kapitel 1.2.1.4.) [132]. Während 

der Dimerisierung von Caspase-8 nach Induktion der extrinsischen Apoptose in den Filamenten kommt 

es zu Konformationsänderungen, wodurch der cysteinreiche L2 Loop in Caspase-8 neugeordnet wird. 

Diese Neuordnung des L2 Loops bildet das aktive Zentrum des Caspase-8 Homodimers. Der L2 Loop 

wird an Asp 374 in den prozessierten L2 und den unprozessierten L2´ Teil gespalten. Dieser 

Spaltprozess führt zu den Spaltprodukten p43/41 von Caspase-8. Wenn c-FLIPL pro-apoptotisch wirkt, 

kommt es zu der Formation des Procaspase-8/c-FLIPL Heterodimers [133]. In diesem Procaspase-8/c-

FLIPL Heterodimer wird der L2 Loop durch c-FLIPL im aktiven Zentrum stabilisiert. Dadurch wird die 
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katalytische Aktivität von Caspase-8 gesteigert. In dem Procaspase-8/c-FLIPL Heterodimer ist der L2´ 

Loop in einer geschlossenen Formation, was das aktive Zentrums von Caspase-8 stabilisiert. Die 

Spaltung von Caspase-8 an Asp374 lässt die geschlossene Formation zu einer offenen Formation 

werden. Dieses führt zur Destabilisierung des aktiven Zentrums von Caspase-8, was eine geringere 

Aktivität von Caspase-8 zur Folge hat. Mit dem Small Molecule FLIPinB wurde erstmalig ein Small 

Molecule entwickelt, welches mit der Bindestelle von Procaspase-8 und c-FLIPL interagiert. FLIPinB 

wurde konstruiert, um den stabilisierenden Effekt des L2´ Loops in geschlossener Formation 

nachzuahmen. Dadurch soll die Caspase-8 Aktivität gesteigert werden. Auf der Grundlage von FLIPinB 

ǿǳǊŘŜ ŀǳŎƘ ǎŜƛƴ ǿŀǎǎŜǊƭǀǎƭƛŎƘŜǎ !ƴŀƭƻƎƻƴ C[Ltƛƴ.ʴ ŜƴǘǿƛŎƪŜƭǘ [322]Φ C[Ltƛƴ. ǳƴŘ C[Ltƛƴ.ʴ ōƛŜǘŜƴ 

erstmalig die Möglichkeit das Caspase-8/c-FLIPL Heterodimer als Ziel für eine neuartige Behandlung 

von Krebszellen zu nutzen.  

 

1.5.2. BV6 

 

Das Small Molecule BV6 όbΣ b-(hexane-1,6-diyl) bis (1 {(2S)-2-cyclohexyl-2-[(N-methyl-L-alanyl)-

amino]-acetyl}-L-prolyl-beta-phenyl-L Phenylalaninamid)) ist ein SMAC Mimetikum beziehungsweise 

ein IAP Antagonist [323]. IAPs sind Inhibitoren von Apoptose. Zu den IAPs gehören cIAP1/2, die eine 

CARD Domäne, RING Domäne und BIR Domäne haben [324], [325], [326]. cIAP1/2 sind Ubiquitin 

Ligasen, funktionell durch die RING Domäne gekennzeichnet [324]. Sie ubiquitinieren ihre Zielproteine 

[327], [328]. cIAPs werden durch SMAC/DIABLO inhibiert, die nach apoptotischem Stimulus ins Zytosol 

freigegeben werden, dort mit cIAPs interagieren und diese proteasomal abbauen [329]. SMAC/DIABLO 

beinhaltet ein konserviertes IAP Interaktionsmotiv, welches die BIR Domäne der cIAPs bindet [169], 

[330], [331]. BV6 ahmt genau dieses Bindemotiv nach, bindet die BIR Domäne der cIAPs und blockiert 

deren anti-apoptotische Funktion durch Ubiquitinierung und proteasomalen Abbau der cIAPs [323], 

[332]. SMAC Mimetika führen durch ihren Einfluss auf cIAP zu einer Inhibierung der RIPK1 

Ubiquitinierung, was die Bildung des Ripoptosoms fördert [333]. 

 

1.5.3. S63845 

 

S63845 ist ein Small Molecule gegen das anti-apoptotische Mcl-1 aus der Bcl-2 Familie. Es wurde 2016 

von Kotschy et al. entwickelt [334]. S63845 bindet an die BH3 Bindungsstelle von Mcl-1. Dabei bindet 

S63845 spezifisch Mcl-1 und hat nur geringe Affinitäten gegenüber anderen Bcl-2 Familien Proteinen. 

In Immunpräzipitationen konnte gezeigt werden, dass S63845 die Bindung von Bak und Bax zu Mcl-1 

unterbricht [334]. Stimulation mit S63845 steigert die Mcl-1 Protein Expression in HCT116 Zellen durch 

eine gesteigerte Halbwertszeit der Proteine [334]. S63845 führt Bak und Bax abhängig über den 

mitochondrialen Signalweg zu Apoptose [334], [335], [336]. Behandlungen mit S63845 führten sowohl 

in vitro als auch in vivo zu gesteigerten Sensitivitäten gegenüber dem Zelltod in Tumorzellen. Sowohl 

gegen AML und CML Zelllinien als auch solide Tumore konnten Aktivitäten gezeigt werden [334], [337]. 

Insbesondere AML Zellen hängen von Mcl-1 ab, was Mcl-1 zu einem vielversprechenden Ziel in diesen 

Zellen macht [337]. In vivo in Mausmodellen hat S63845 starke Einflüsse gegen Tumore, jedoch kaum 

Effekte gegenüber gesundem Gewebe. S63845 ist besonders effektiv gegen Tumore mit wenig Bcl-xL 

[334], [336]. Um die Effekte von S63854 zu steigern, wurden Kombinationsbehandlungen mit S63845 

etabliert [335], [336].  
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1.5.4. Gemcitabin 

 

Gemcitabin (dFdc-or- 2,2-difluoro-2-deoxycytidine; 2,2-difluorodeoxyribo-furanosylcytosine) ist ein 

Chemotherapeutikum, welches an der DNA wirkt [338]. Gemcitabin ist ein Desoxycytidin-Analogon, 

welches in ein triphosphoryliertes Nukleotid umgewandelt wird, das bei der DNA Replikation Cytidin 

ersetzt. Ein weiterer Wirkmechanismus von Gemcitabin ist die Inhibition der biochemischen Aktivität 

der Ribonukleotid Reduktase, was die DNA Synthese bei der DNA Replikation und Reparatur hemmt. 

Diese Wirkungen an der DNA hat die Initiierung von Apoptose zur Folge [338]. 

Gemcitabin wird unter anderem an Patienten mit pankreatischen Tumoren angewandt, die weltweit 

zu den führenden letalen Tumoren gehören [339], [340].  

 

1.6. Duktales Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) 

 

Bauchspeicheldrüsenkrebs PDAC ist eine der tödlichsten Krebsformen weltweit mit jährlich steigender 

Tendenz von neuen Fällen [341]. Zusätzlich ist PDAC auch die viertgrößte Ursache für krebsbedingte 

Todesfälle weltweit [341], [342]. 

Gemcitabin (Kapitel 1.5.4) ist ein Chemotherapeutikum, was in der Behandlung von PDAC zum Einsatz 

kommt [343]. Die Behandlung mit Gemcitabin führt zu einer Vielzahl von Nebenwirkungen und einem 

dennoch schlechten Verlauf für die Patienten [344], [345]. Patienten entwickeln Resistenzen 

gegenüber der Behandlung [314], [318], [346]. 

Um Resistenzen und Nebenwirkungen zu minimieren wird bereits in klinischen Studien die 

Kombination von Gemcitabin mit TRAIL-R Antagonisten untersucht [344]. Außerdem werden auch 

Kombinationen von Gemcitabin mit anderen Chemotherapeutika wie Oxaliplatin oder Paclitaxel 

getestet [347], [348]. Auch weitere Kombinationsbehandlungen, wie die Kombination von TRAIL-R 

Antagonisten und dem Inhibieren der anti-apoptotischen Bcl-2 Familie, werden untersucht [349]. 

Die Kombination von Gemcitabin mit CD95L zeigte in vitro neben apoptotischem Zelltod ebenfalls 

nekroptotischen Zelltod [350]. 

Die Resistenzen gegenüber Behandlungen von PDAC hängen unter anderem mit der Überexpression 

anti-apoptotischer Proteine, wie c-FLIP und Mcl-1, zusammen [314], [318]. Von daher ist es interessant 

neben Gemcitabin auch diese überexprimierten Proteine als Zielproteine für Inhibitoren oder 

Interaktoren zu nutzen. Es wurde bereits gezeigt, dass pankreatische Tumorzellen dem Zelltod 

gegenüber sensitiviert werden können bei einer Reduktion von Mcl-1 und der Behandlung mit 

Gemcitabin [351]. 

 

1.7. Ziel der Arbeit 

 

Dysregulationen von Apoptose kann zu Tumorerkrankungen oder auch neurodegenerativen 

Krankheiten führen. Daher ist es essenziell den programmierten Zelltod und insbesondere Apoptose 

auf molekularer Ebene zu verstehen. Über die Jahre gewann auch der programmierte Zelltod der 

Nekroptose immer mehr Bedeutung für Therapien. Erfolgreiche Therapien können nur entwickelt 

werden, wenn Apoptose und Nekroptose-Signalwege verstanden werden, insbesondere wie diese 

funktionieren und wie die Proteine in diesen Signalwegen interagieren. In dieser Arbeit wird die CD95L-
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induzierte Apoptose und CD95L-induzierte Nekroptose untersucht. Erkenntnisse daraus können für die 

Entwicklung neuer Therapien, die auf den CD95 Signalwegen basieren, genutzt werden.  

Ein Teil dieser Arbeit ist es die Interaktion von Caspase-8 in den CD95L-induzierten Caspase-8 DED 

Filamenten zu verstehen. Dafür wurde erstmals ein Peptid, namentlich DEDid, entwickelt, das die DED 

Filamentbildung blockiert, indem es an die DED1 von Caspase-8 bindet. Weiterhin wurden Caspase-8 

DED1 Mutanten entwickelt. Die Mutationen wurden in die DED1 von Caspase-8, unter anderem auch 

in die DEDid Bindungsseite, eingebaut. Ziel war es mit Hilfe dieser zwei Ansätze, einem neu 

entwickelten Peptid und Typ I DED Interaktionsmutanten, die Filamentbildung nach CD95L Stimulation 

mechanistisch zu analysieren. Daraus folgend soll verstanden werden wie Caspase-8 DED Filamente 

gebildet werden und welche Wichtigkeit die Typ I DED Interaktion für die Caspase-8 Aktivierung und 

CD95L-induzierte Apoptose ist. Zusätzlich können die Peptide auch für therapeutische Ansätze genutzt 

werden bei Krankheiten, die sich durch zu viel Apoptose auszeichnen, wie Alzheimer.  

Im zweiten Teil dieser Arbeit geht es darum erstmalig die stöchiometrische Zusammensetzung des 

CD95L-induzierten Nekrosoms zu untersuchen und die molekularen Mechanismen des CD95L-

induzierten Nekrosoms aufzudecken. Diese Arbeit soll einen Einblick in die Stöchiometrie des CD95L-

induzierten Nekrosoms geben, um zu analysieren was die Hauptbestandteile des Nekrosoms sind und 

in welchen Verhältnissen sie zueinander interagieren. Zusätzlich soll auch die DD-DD Interaktion 

zwischen RIPK1 und FADD untersucht werden, und welche Bindungsseite elementar ist für die Bildung 

des Nekrosoms. Mit dieser Arbeit soll somit erstmalig das CD95L-induzierte Nekrosom im Detail 

untersucht werden, wobei Erkenntnisse aus dieser Arbeit zukünftig zu mehr Verständnis sowie zu 

neuen Ideen für therapeutische Ansätze führen können.  

In einem weiteren Teil dieser Arbeit werden fortführend die molekularen Mechanismen rund um 

FLIPinB untersucht und es wird herausgearbeitet welchen Einfluss FLIPinB auf 

Kombinationsbehandlungen in verschiedenen Zelllinien hat und wie diese zu Zelltod führen. Dabei 

sollen auch mechanistische Hintergründe beleuchtet werden inwieweit CD95L-induzierte Apoptose 

und Nekroptose ausgelöst werden. Die Kombinationsbehandlungen umfassen TRAIL/CD95L, FLIPinB, 

S63845 und Gemcitabin in pankreatischen Tumorzellen. Die Art des Zelltodes soll analysiert werden, 

um neben Apoptose auch Nekroptose in einem therapeutischen Zusammenhang besser zu verstehen. 

In Darmkrebszellen wird eine Kombinationsbehandlung aus CD95L/FLIPinB/BV6 untersucht, um auch 

hier die Wechselwirkung zwischen Apoptose und Nekroptose zu untersuchen und FLIPinB in weiteren 

molekularen Mechanismen zu analysieren.  

Zusammengefasst soll diese Arbeit dazu dienen, CD95L-induzierte Apoptose und Nekroptose besser 

zu verstehen und dieses Verständnis für neue therapeutische Ansätze anzuwenden.  
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2.  Material und Methoden 

 

2.1. Material 

 

2.1.1. Geräte 

 
Tabelle 1: Geräte 

Gerät Firma 

Automated Cell Counter TC20 BioRad 

Inkubator BBD 6220 Thermo Scientific 

Photometer GeneQuant 1300 GE 

Nanophotometer Implen 

Mikroskop Motic 

Zentrifuge 5804R Eppendorf 

Zentrifuge Micro Star 17R VWR 

Plattenleser TECAN infinite M200 PRO Tecan 

Bildgebendes Durchflusszytometer 

AMNIS®FlowSight 

Merck Millipore 

Durchflusszytometer FACS Aria III Becton Dickinson 

Durchflusszytometer MelodyTM Becton Dickinson 

Schüttler Heidolph 

Thermoschüttler Bioer 

Chemolumineszenz Imager BioRad 

PowerPac HC BioRad 

Trans-Blot-Turbo BioRad 

Sterilbank Safe 2020 Thermo Scientific 

Amaxa Nucleofector Lonza 

Mikroskop EVOS FL imaging system ThermoFisher 

Massenspektrometer LTQ Orbitrap Velos Pro ThermoFisher 

 

2.1.2. Verbrauchsmaterialien 

 

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien zur Zellkultivierung 

Verbrauchsmaterialien Firma Katalognummer 

T25 Zellkulturflasche Sarstedt 83.3910.302 

T75 Zellkulturflasche Sarstedt 83.3911.502 

T175 Zellkulturflasche Sarstedt 83.3912.502 

T75 Zellkulturflasche für 

adhärente Zellen 

Sarstedt 83.3911.002 
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T175 Zellkulturflasche für 

adhärente Zellen 

Sarstedt 83.3912.002 

1,5 ml Reaktionsgefäße VWR (Eppendorf) 700-5239 

50 ml Falcon  CellStar 1000619 

15 ml Falcon VWR 525-0150 

10 cm Schalen für adhärente 

Zellen 

Greiner 664160 

14,5 cm Schalen für adhärente 

Zellen 

Greiner 639160 

96-Well Platte für adhärente 

Zellen 

Thermo Fisher 136102 

6-Well Platte für adhärente 

Zellen 

Sarstedt 83.3920 

12-Well Platte für adhärente 

Zellen 

Sarstedt 83.3921 

12-Well Platte Sarstedt 83.3920.500 

24-Well Platte für adhärente 

Zellen 

Sarstedt 83.3922.005 

48-Well Platte für adhärente 

Zellen 

Sarstedt 83.3923.005 

Zellschaber VWR 734-2602 

Pipetten 50 ml Costar 4490 

Pipetten 25 ml Costar 4489 

Pipetten 10 ml Costar 4488 

Pipetten 5 ml Costar 4487 

Pipettenspitzen 1000 µl Biozym 721031X 

Pipettenspitzen 200 µl Sarstedt 70.3030.020 

Pipettenspitzen 10 µl Sarstedt 70.3010.100 

Counting Slides BioRad 145-0011 

BiofloatTM 96-Well Platten faCellitate F202003 

Superose 6 10/300 GL Cytiva 17-5172-01 

bǳƴŎϰ aŀȄƛ{ƻǊǇϰ 9[L{! 
Plates, Uncoated 

BioLegend 423501 

 

2.1.3. Medien und Lösungen für die Zellkultur 

 
Tabelle 3: Verwendete humane Tumorzelllinien 

Tumorzelllinie Ursprung Quelle 

Jurkat 282 Immortalisierte T Lymphozyten Zelllinie aus T-Zell 

Leukämie 

DSMZ, 

Braunschweig, 

ACC282 

Jurkat-C8-ko 

A3 

Immortalisierte T Lymphozyten Zelllinie aus T-Zell 

Leukämiemit Caspase-8 knockout (ko) 

[352] 
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Jurkat A3 Immortalisierte T Lymphozyten Zelllinie aus T-Zell 

Leukämie 

[353] 

Jurkat-RIPK1-

ko A3 

Immortalisierte T Lymphozyten Zelllinie aus T-Zell 

Leukämie mit RIPK1 ko 

[353] 

Jurkat-FADD-

ko A3 

Immortalisierte T Lymphozyten Zelllinie aus T-Zell 

Leukämie mit FADD ko 

[353] 

HeLa-CD95 Gebärmutterhalstumorzelllinie, Überexpression von CD95 [354] 

HeLa-CD95 C8 

ko 

Gebärmutterhalstumorzelllinie, Überexpression von 

CD95, Caspase-8 ko  

diese Arbeit 

HeLa-CD95-c-

FLIP-ko 

Gebärmutterhalstumorzelllinie, Überexpression von 

CD95, c-FLIP ko 

diese Arbeit 

HeLa-CD95-FL Gebärmutterhalstumorzelllinie, Überexpression von CD95 

und c-FLIPL 

[34], [322] 

HeLa-FADD-

ko-RIPK3 

Gebärmutterhalstumorzelllinie mit FADD ko und 

Expression von RIPK3 

[353] 

HeLa-RIPK1-

ko-RIPK3 

Gebärmutterhalstumorzelllinie mit RIPK1 ko und 

Expression von RIPK3 

[353] 

SUIT-020 Pankreatische Tumorzelllinie [355] 

MiaPaca2 Pankreatische Tumorzelllinie [355] 

Panc89 Pankreatische Tumorzelllinie [355] 

HT29 Darmkrebszelllinie [353] 

A549 Lungenkrebszelllinie freundlicherweise 

zur Verfügung 

gestellt von Prof. Dr. 

Dunja Bruder 

(Institut für 

medizinische 

Mikrobiologie und 

Krankenhaushygiene, 

OvGU) 

 
Tabelle 4: Medien und Lösungen für die Zellkultivierung 

Medium/Lösung Firma Katalognummer 

DMEM/F12 PAN P04-41150 

DMEM ThermoFisher 41966052 

RPMI ThermoFisher 21875034 

FCS (fetal calf serum) ThermoFisher 10270-106 

Penicillin und Streptomycin Biochrom A 2213 

Puromycin Invivogen ant-pr-1 

Plasmocin Invivogen ant-mpp 

PBS PAN P04-36500 

10 x PBS PAN P04-53500 

Trypsin/EDTA ThermoFisher 25300-096 
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Trypanblau ThermoFisher 15250-061 

DMSO Carl Roth 4720.4 

 

2.1.4. CRISPR/Cas9, Transfektionslösungen und Transformationslösungen 

 
Tabelle 5: CRISPR/Cas9 und Transfektionslösungen 

Lösung Firma Katalognummer 

OPTI MEM ThermoFisher 31985070 

Dream Fect GoldTM OZBiosciences DG80500 

True Guide Synthetic gRNA Thermo Fisher Scientific #A35511 

Lipofectamin CRISPRMAX 

Transfektion Reagenz 

Thermo Fisher Scientific CMAX00001 

Cas9 nuclease Thermo Fisher Scientific A36497 

Monarch Plasmid miniprep Kit BioLabes T1010S 

HiSpeed Plasmid Maxi Kit Qiagen 12663 

 

2.1.5. Plasmide  

 
Tabelle 6: Plasmide  

Plasmid Backbone Firma Katalognummer 

Procaspase-8a pcDNA3 addgene 11817 

pcDNA3 Leervektor pcDNA3 Peter Krammer, 

DKFZ, Heidelberg 

- 

Casp8 L42S Y8S pcDNA3 genscript - 

Casp8 L42S Y8S M43A pcDNA3 genscript - 

Casp8 Q46S, Q49E, 

F3Y, G11T, L42S, 

M43A, E12N, Y8Q, 

E56K 

pcDNA3 genscript - 

pcDNA3 FADD pcDNA3 addgene 78802 

FLAG-FADD pcDNA3 

L172D D175R L176N 

pcDNA3 genscript - 

FLAG-FADD pcDNA3 

M170A L172D D175R 

L176N 

pcDNA3 genscript - 

pRP Leervektor pRP Vector Builder - 

pRP RIPK1 pRP Vector Builder - 

pRP RIPK1 M637A 

I641D 

pRP Vector Builder - 
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Abbildung 13: Vektormappen von pcDNA3 Caspase-8 und pcDNA3 FADD 
Dargestellt sind die Vektormappen von pcDNA3 Caspase-8 11817 (oben) und pcDNA3 FADD 78802 (unten) von addgene. 
Plasmide die entweder mutiertes Caspase-8 oder FADD enthalten, wurden von genscript auf der Basis dieser Plasmide 
hergestellt. https://www.addgene.org, Stand 10.09.2025 

 

2.1.6. Liganden und Inhibitoren  

 
Tabelle 7: Liganden und Inhibitoren 

Ligand/Inhibitor Firma Katalognummer 

S63845 ApexBio Technology A8737 
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Gemcitabin Merck KGaA G6423 

Killer TRAIL Enzo Life Sciences GmbH ALX-201-073-3020 

CD95L [46] Eigenproduktion 

FLIPinB, C29H26N2O5S Ambinter Amb1202053 

FLIPinBɹ Σ C27H24N4O5S Ambinter Amb37832612 

zVAD-fmk Bachem Holding AG N-1510.0005 

Nec-1s Merck KGaA 5042970001 

GSK872 Merck KGaA 5.30389 

4-Hydroxytamoxifen Merck KGaA T176 

BV6 Genentech, Inc. # OR-502922 

 
Tabelle 8: Peptide und deren Sequenzen 

Peptid-

Name 

Sequenz Firma Katalognummer 

DEDid Ac-(R8)+APLEPEYPGDNATPEQMSQYRSELFLYINML-

NH2 

Life Tein 

LLC 

571947 / LT1739 

#1 LELQYPNSNDLLTPGSYFQEMPMEEPIYARA Life Tein 

LLC 

LT1725 

#2 TDLPYEYPLNQYFEMQRQGASANPEILRPEL Life Tein 

LLC 

LT1726 

#3 Ac-(R8)+LELQYPNSNDLLTPGSYFQEMPMEEPIYARA-

NH2 

Life Tein 

LLC 

829722 

#4 Ac-(R8)+APLEPEYPGDNATPEQMSQYRSELDSYINML-
NH2 

Life Tein 

LLC 

LT118669 

B- DEDid Biotin-
(R8)+APLEPEYPGDNATPEQMSQYRSELFLYINML-NH2 

Life Tein 

LLC 

LT118670 

B- #3 Biotin-
(R8)+LELQYPNSNDLLTPGSYFQEMPMEEPIYARA-NH2 

Life Tein 

LLC 

LT118671 

B- #4 Biotin-
(R8)+APLEPEYPGDNATPEQMSQYRSELDSYINML-NH2 

Life Tein 

LLC 

LT118672 

 

2.1.7. Substrate zur Bestimmung der Zellviabilität und Caspase Aktivität 

 
Tabelle 9: Substrate zur Bestimmung der Zellviabilität, Caspase Aktivität ǳƴŘ ¢bCʰ 9[L{! 

Assay Firma Katalognummer 

ATP Assay (CellTiter Glo®2.0) Promega G9242 

Caspase-3/7 Assay (Caspase-

Glo®3/7 Substrate) 

Promega G8091 

Caspase-8 Assay (Caspase-

Glo®8 Substrate) 

Promega G8201 

LDH-Dƭƻϰ /ȅǘƻǘƻȄƛŎƛǘȅ !ǎǎŀȅ Promega J2380 
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Human TNF-  hELISA MAXTM 

Standard Set 

BioLegend 430201 

ELISA Assay Diluent (5X) BioLegend 421203 

ELISA Coating Buffer (5X) BioLegend 421701 

TMB Substrat Set BioLegend 421101 

 

 

2.1.8. Lösungen und Materialien für SDS-PAGE und Western Blot Analyse 

 
Tabelle 10: Lösungen und Materialien für SDS-PAGE und Western Blot Analyse 

Lösungen und Materialien Firma Katalognummer 

4x Lämmli Probenpuffer BioRad 161-0747 

Precision Plus Protein 

Standards All Blue 

BioRad 161-0373 

Bradford Protein Assay BioRad 500-0006 

¢Ǌŀƴǎ.ƭƻǘϯ ¢ǳǊōƻϰ рȄ ¢ǊŀƴǎŦŜǊ 

Puffer 

BioRad 10026938 

¢Ǌŀƴǎ.ƭƻǘϯ ¢ǳǊōƻϰ aƛƴƛ-size 

Nitrocellulose  

BioRad 170-4270 

¢Ǌŀƴǎ.ƭƻǘϯ ¢ǳǊōƻϰ aƛƴƛ-size 

Transfer Stacks 

BioRad 170-4270 

Luminata Forte Western HRP 

Substrat 

Millipore WBLUFO500 

Natriumazid Carl Roth K305.1 

 

2.1.9. Antikörper für die Western Blot Analyse 

 
Tabelle 11: Primärantikörper für die Western Blot Analyse 

Primärantikörper 

(Klon) 

Klonalität 

und Isotyp 

Host Ver-

dünnung 

Firma Katalognummer 

Aktin Polyklonal, 

IgG1 

Kaninchen 1:4000 Sigma A2103 

Bak (D4E4) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling D4E4 

Bax (D2E11) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling D2E11 

Bcl-xL (44/Bcl-x) Monoklonal 

IgG2b 

Maus 1:1000 BD 610209 

Bcl-2 (C-2) Monoklonal 

IgG1 

Maus 1:1000 Santa Cruz sc-7382 

Bcl-10 (C78F1) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 4237 
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Bid Polyklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 2002 

Caspase-3 Polyklonal 

IgG1 

Kaninchen  1:2000 Cell Signaling 9662 

Caspase-8 (C15) Monoklonal 

IgG2b 

Maus 1:500 Zur Verfügung 

gestellt von 

Prof. Peter H. 

Krammer, 

DKFZ 

Heidelberg, 

[150] 

Klon C15 

Caspase-8 (E6) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 abcam ab32125 

Caspase-9 (C9) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 9508 

Caspase-10 (4C1) Monoklonal 

IgG1 

Maus 1:1000 BIOZOL MBL-M059-3 

CD95 (C20) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:2000 Santa Cruz sc-715 

c-FLIP (NF6) Monoklonal 

IgG1 

Maus 1:500 Zur Verfügung 

gestellt von 

Prof. Peter H. 

Krammer, 

DKFZ 

Heidelberg, 

[150] 

NF6 

Cytochrom c 

(D18C7) 

Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 11940 

DR4 (D9S1R) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 42533 

DR5 (D4E9) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 8074 

FADD (1C4) Monoklonal 

IgG1 

Maus 1:10 Zur Verfügung 

gestellt von 

Prof. Peter H. 

Krammer, 

DKFZ 

Heidelberg, 

[150] 

Klon 1C4 

GAPDH (C0411) Monoklonal 

IgG1 

Maus 1:500 Santa Cruz Sc-47724 

LC3B (D11) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 3868 
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Mcl-1 (C22) Monoklonal 

IgG1 

Maus 1:500 Santa Cruz sc-12756 

PARP Polyklonal, 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 9542 

RIPK1 XP (D94C12) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 3493 

pRIPK1 (D1L3S) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 65746 

pMLKL (EPR9514) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 abcam AB187091 

pRIPK3 (D6W2T) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 93654 

RIPK3 Polyklonal, 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 abcam AB56164 

MLKL (D2I6N) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 14993 

XIAP (D2Z8W) Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 14334 

Anti-phospho-

MLKL (Ser358) 

Antibody Set 

Polyklonal 

IgG1 

Kaninchen 1:1000 Merck KGaA 17-10400 

pRIPK3 genentech Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen - Genentech - 

RIPK3 genentech Monoklonal 

IgG1 

Kaninchen - Genentech - 

 

Tabelle 12: Sekundärantikörper für die Western Blot Analyse 

Sekundärantikörper Spezifität Ursprung Verdünnung Firma Katalognummer 

Anti-Maus  IgG1 Ziege 1:10000 Southern 

Biotech 

1070-05 

Anti-Maus  IgG2b Ziege 1:10000 Southern 

Biotech 

1090-05 

Anti-Kaninchen  IgG Ziege 1:10000 Southern 

Biotech 

4030-05 

 

2.1.10. Lösungen und Antikörper für Immunpräzipitation 

 
Tabelle 13: Chemikalien und Antikörper für Immunpräzipitationen 

Utensilien Firma Katalognummer 

APO-1 Antikörper, Maus IgG3 Zur Verfügung gestellt von Prof. 

Peter H. Krammer, DKFZ 

Heidelberg 

- 
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Protein A Sepharosekügelchen Fisher Scientific 11514945 

Pierce Co-

Immunoprecipitation® Kit 

Thermo Scientific 26149 

 

2.1.11. Farbstoffe für die Durchflusszytometrie 

 

Tabelle 14: Farbstoffe für die Durchflusszytometrie 

Farbstoffe und Puffer Firma Katalognummer 

Annexin V FITC Immuno Tools 31490013X2 

Propidiumiodid PI Merck KGaA 81845 

Annexin Binding Buffer BioLegend 422201 

Alexa Fluor Streptavidin BioLegend 405235 

Methanol Carl Roth CP43.1 

Formaldehyd Carl Roth 4235.1 

PE anti-human TRAIL-R1 BioLegend 307205 

PE anti-human TRAIL-R2 BioLegend 307405 

FITC anti-human CD95 BioLegend 305605 

PE Mouse IgG1 BioLegend 400112 

FITC Mouse IgG1 BioLegend 400110 

 

2.1.12. Chemikalien 

 
Tabelle 15: Chemikalien 

Chemikalie Firma Katalognummer 

Natriumchlorid NaCl Carl Roth 3957.2 

Kaliumchlorid KCl Carl Roth 6781.2 

Dinatriumhydrogenphosphat 

Na2HPO4 

Carl Roth P030.3 

Kaliumdihydrogenphosphat 

KH2PO4 

Carl Roth 3904.1 

Tween-20 Pan Reac Appli Chem A4974,1000 

Milchpulver Carl Roth T145.4 

Ethanol 96% VWR Chemicals 16G194008 

EDTA 

(Ethylendiamintetraessigsäure) 

Carl Roth 3054.1 

Triton X-100 Carl Roth 3051.4 

Tris Chem Solute 8085.1000 

Glycin Carl Roth 3908.3 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth 4360.2 

Polyacrylamid, Bisacrylamid 

29:1 

Carl Roth A124.1 
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Isopropanol Carl Roth 6752.5 

TEMED 

(Tetramethylethylendiamin) 

Carl Roth 2367.3 

DTT (Dithiothreitol) OmniLab APP A2948,0005 

CHAPS OmniLab APP A1099,0005 

Mercaptoethanol Carl Roth 4227.2 

HEPES OmniLab  APP A3268,0250 

Schwefelsäure Carl Roth 4623.4 

Natriumorthovanadat Sigma Aldrich S6508 

Natriummolybdat Sigma Aldrich 71756 

Natriumfluorid Sigma Aldrich S7920 

Glycerol-2-Phosphat Sigma Aldrich G5422 

Natriumpyrophosphat Sigma Aldrich 221368 

LB Medium Carl Roth X968.1 

Agar-Agar Carl Roth 6494.2 

RNAse freies Wasser Carl Roth T143 

Ampicillin Carl Roth K029.1 

APS (Ammoniumperoxidsulfat) Carl Roth 9178.3 

SDS (Natriumdodecylsulfat) Carl Roth 4360.2 

Natriumazid NaN3 Carl Roth K305.1 

BSA (Bovines Serum Albumin) AppliChem A6588 

Natriumpyruvat Thermo Fisher 11360-039 

L-Glutamin Thermo Fisher 25030-024 

100x nicht essenzielle 
Aminosäuren 

Thermo Fisher 11140-035 

Asparaginsäure AppliChem A3715,0250 

 

 

2.1.13. Lösungen und Puffer 

 
Tabelle 16: Selbsthergestellte Lösungen und Puffer 

Lösung Herstellung Finale Konzentration 

PBS-T, 20x 320 g NaCl 

8 g KCl 

56,8 g Na2HPO4 

8 g KH2PO4 

20 ml Tween-20 

ad 2 l Wasser 

2,74 M 

54 mM 

200 mM 

29 mM 

89 mM 

- 

TBS-T, 10x 80,06 g NaCl 

24,23 g Tris 

10 ml Tween-20 

Ad 1 l Wasser 

1,37 M 

200 mM 

89 mM 

- 

5% Milch 50 g Milchpulver 50 mg/ml 
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1 l PBS-T oder TBS-T - 

Lysepuffer 13,3 ml Tris-HCl; pH 7,4; 1,5 M 

27,5 ml NaCl; 5 M 

10 ml EDTA; 2 mM 

100 ml Triton X-100 

100 ml Glycerol 

960 ml Wasser 

19;95 mM 

137;5 mM 

2 mM 

17,1 mM 

1,37 M 

- 

Lysepuffer mit Phosphatase 

Inhibitoren 

0,184 g Natriumorthovanadat in 

10 ml Wasser lösen Ą 1 ml 

0,242 g Natriummolybdat in 10 ml 

Wasser lösen Ą 1 ml 

0,210 g Natriumfluorid in 10 ml 

Wasser lösen Ą 10 ml 

0,432 g Glycerol-2-Phosphat in 10 

ml Wasser lösen Ą 10 ml 

0,446 g Natriumpyrophosphat in 

10 ml Wasser lösen Ą 1 ml 

100 ml Lysepuffer 

100 mM Ą 1 mM 

 

0,1 mM Ą 1 µM 

 

0,5 mM Ą 5 µM 

 

0,25 mM Ą 2,5 µM 

 

0,16 mM Ą 1,6 µM 

 

- 

Elektrophoresepuffer, 10x 60,6 g Tris 

288 g Glycin 

20 g SDS 

ad 2 l Wasser 

250 mM 

1,92 M 

35 mM 

- 

10 % SDS 1 g SDS 

10 ml Wasser 

347 mM 

- 

10 % APS 1 g APS 

10 ml Wasser 

438 mM 

- 

10 % NaN3 1 g NaN3 

10 ml Wasser 

1,5 M 

- 

HEPES Puffer 2,5 ml HEPES; 1 M 

0,5 ml NaCl2; 5 M 

2,5 ml EDTA; 200 mM 

2,5 ml Glycerin; 5 % 

Ad 50 ml Wasser 

50 mM 

50 mM 

10 mM 

685 mM 

- 

CHAPS Puffer 10 mg CHAPS 

10 ml Wasser 

1 mg/ml (1,6 mM) 

- 

DTT Puffer 0,0031 g DTT 

2 ml HEPES Puffer 

2 µl CHAPS Puffer 

10 mM 

1 M 

1,63 µM, 0,1 % v/v 

LDH Storage Puffer 4,8456g Tris-HCl (pH 7.3) 

20 ml Glycerin, 10 % 

200 ml Wasser 

200 mM 

68,5 M, 10 % v/v 

- 

LB-Medium 17,5 g LB Medium 

Ad 700 ml Wasser 

Autoklaviert 

25 mg/ml 
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Agar Platten 7,5 g LB Medium 

4,5 g Agar-Agar 

Ad 300 ml Wasser 

Autoklaviert und bei 60 °C wird 

1:1000 Ampicillin (100 mg/ml) 

hinzugefügt und auf 10 ml Platten 

ausgegossen 

25 mg/ml 

15 mg/ml 

Additivum 100 ml 1x PBS  

10 ml ̡ -Mercaptoethanol in 1x 
PBS (350 µl/l) 
100 ml 1 M HEPES Puffer (pH 7,2) 
100 ml 100 mM Natriumpyruvat 
100 ml 200 mM L-Glutamin 
60 ml 100x nicht essenzielle 
Aminosäuren  
30 ml L-Asparaginsäure (10 mg/mL 
in H2O)  

- 
7 µl/l 
 
200 mM 
20 mM 
40 mM 
- 
 
0,6 mg/ml 

 

2.1.14. Software 

Tabelle 17: Gneutzte Software 

Software Firma 

IDEAS 6.0 Luminex 

FlowSight Luminex 

ImageLab BioRad 

PrismGraph8 GraphPad 

iControl Tecan 
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2.2. Methoden 

 

2.2.1. Zellkultivierung 

 

HeLa-CD95 (CD95 überexprimierende Gebärmutterhalskrebszelllinie), HeLa-CD95-c-FLIP-ko (CD95 

überexprimierende Gebärmutterhalskrebszelllinie mit c-FLIP knockout (ko)), HeLa-CD95-FL (CD95 und 

c-FLIPL überexprimierende Gebärmutterhalskrebszelllinie) und HeLa-CD95-C8-ko (CD95 

überexprimierende Gebärmutterhalskrebszelllinie mit Caspase-8 ko) Zellen wurden mit DMEM Hams 

F12, 1% Penicillin/Streptomycin, 0,000001% Puromycin und 10% FCS (fetal calf serum) bei 37 °C und 5 

% CO2 kultiviert. Pankreatische SUIT-020 Zellen wurden mit DMEM Hams F12, 1 % 

Penicillin/Streptomycin und 10 % FCS bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Pankreatische MiaPaca2 und 

Panc89 Zelllinien, Gebärmutterhalskrebszelllinien HeLa-FADD-ko-RIPK3 (RIPK3 exprimierende 

Gebärmutterhalskrebszelllinie mit FADD ko) und HeLa-RIPK1-ko-RIPK3 (RIPK3 exprimierende 

Gebärmutterhalskrebszelllinie mit RIPK1 ko), sowie die Darmkrebs Zelllinie HT29 und die 

Lungenkrebszelllinie A549 wurden in DMEM mit 1 % Penicillin/Streptomycin und 10 % FCS bei 37 °C 

und 5 % CO2 kultiviert. HeLa-FADD-ko-RIPK3 Zellen wurden mit 4HT (4 Hydroxitamoxifen) kultiviert, 

um RIPK3 zu exprimieren. Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen in neue Zellkulturflaschen 

überführt. Hierfür wurden die adhärenten Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und anschließend mit 2 ml 

Trypsin für 5-7 min bei 37 °C abgelöst. Panc89 Zellen und HT29 Zellen wurden zweimal mit 10 ml PBS 

gewaschen und mit 2 ml Trypsin für 8 min bei 37 °C abgelöst. Die trypsinierten Zellen wurden in 10 ml 

Medium aufgenommen und bei 500 x g für 5 min bei RT zentrifugiert. Die Vitalität und Zellzahl der 

Zellen wurden mittels Trypanblaufärbung (1:2) im Zellcounter bestimmt. In für adhärente Zellen 

geeignete T175 Zellkulturflaschen mit Filterdeckel wurden in 30 ml Medium die Zellen nach Tabelle 18 

ausgesät. 

Jurkat 282 und A3 (T-Lymphozyten Zelllinie, T-Zell Leukämie), Jurkat-C8-ko A3 (T-Lymphozyten 

Zelllinie, T-Zell Leukämie mit Caspase-8 ko), Jurkat-RIPK1-ko A3 (T-Lymphozyten Zelllinie, T-Zell 

Leukämie mit RIPK1 ko) und Jurkat-FADD-ko A3 (T-Lymphozyten Zelllinie, T-Zell Leukämie mit FADD 

ko) Zellen wurden in RPMI Medium mit 1 % Penicillin/Streptomycin und 10 % FCS bei 37 °C und 5 % 

CO2 kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurden die Suspensionszellen in neue Zellkulturflaschen 

ausgesät. Einmal pro Woche wurden die Zellen bei 140 x g für 5 min zentrifugiert, um tote Zellen zu 

entfernen. Die Zellzahl und Vitalität wurde, wie zuvor beschrieben, bestimmt. Je nach Zellzahl wurden 

die Jurkat 282, Jurkat-C8-ko A3, Jurkat-RIPK1-ko A3, Jurkat A3 und Jurkat-FADD-ko A3 Zellen in einem 

Verhältnis nach Tabelle 19 weitergesetzt.  

MV4-11 (AML Zellen) wurden in RPMI Medium mit 0,02 % Plasmocin, 10% FCS und 5,8 % Additivum 

(Tabelle 16) bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurden die Suspensionszellen 

weitergesetzt. Einmal pro Woche wurden die Zellen bei 140 x g für 5 min zentrifugiert, um tote Zellen 

zu entfernen. Die Zellzahl und Vitalität wurde wie zuvor beschrieben bestimmt. Je nach Zellzahl wurden 

die MV4-11 Zellen nach Tabelle 20 weitergesetzt. MV4-11 Zellen wurden bei maximal 430 x g 

zentrifugiert. 

 
Tabelle 18: Zellzahlen adhärenter Zellen in T175 in 30 ml Medium 

Zelllinie Zellzahl 

HeLa-CD95 2x106 

HeLa-CD95-C8-ko 2x106 
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HeLa-CD95-c-FLIP-ko 2x106 

HeLa-CD95-FL 2x106 

SUIT-020 2x106 

MiaPaca2 3x106 

Panc89 8x106 

HT29 8x106 

HeLa-FADD-ko-RIPK3 3x106 

HeLa-RIPK1-ko-RIPK3 3x106 

A549 3x106 

 
Tabelle 19: Verhältnis Zellzahl bei Jurkat Zellen 

Zellzahl Verhältnis 

<4x105 1:3 

=4x105 1:4 

>4x105 1:5 

 
Tabelle 20: Zellzahlen für AML Zelllinien 

Zellen Zellzahl 

MV4-11 1x106/ml für 2 Tage 

0,5x106/ml für 3 Tage 

 

2.2.2. Lagerung und Auftauen der Zelllinien 

 

Zur Langzeitlagerung der Zelllinien wurden diese bei -150 °C kryokonserviert. Um die immortalisierten 

Zellen einzufrieren, wurden 5x106 Zellen pro Kryoröhrchen in 1 ml ihres entsprechenden 

Einfriermediums (Tabelle 21) eingefroren. Dafür wurden nach der Zellkultur und Zellzahlbestimmung 

eine definierte Anzahl der Zellen bei 500 x g (430 x g bei MV4-11 Zellen) für 5 min bei RT zentrifugiert. 

Es wurden nur Zellen eingefroren, die eine Viabilität über 95 % hatten. Der Überstand wurde verworfen 

und das Pellet im entsprechenden Einfriermedium (Tabelle 21) aufgenommen. 1 ml der Zellsuspension 

mit 5x106 Zellen wurde in die Kryoröhrchen gegeben. Die Kryoröhrchen wurden in eine bei RT gelagerte 

Kryobox, die Isopropanol enthält, platziert und für 1 h bei -20 °C gelagert. Danach wurde die Kryobox 

bei -80 °C über Nacht platziert. An dem darauffolgenden Tag wurden die Zellen zur Langzeitlagerung 

bei -150 °C kryokonserviert. 

Zum Auftauen der Zellen wurde das entsprechende Kryoröhrchen im Wasserbad bei 37 °C für 1-2 min 

aufgetaut. Die Zellsuspension wurde in 5 ml auf 37 °C vorgewärmtes Medium in einem 15 ml 

Reaktionsgefäß überführt und bei 140 x g für 5 min und RT zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen. Das Pellet wurde in 3 ml Medium resuspendiert und in 20 ml Medium in eine bei 37 °C 

vorgewärmte T75 Zellkulturflasche überführt. Je nach Zelllinie blieben die Zellen dort für einen Tag 

(HeLa-CD95, HeLa-CD95 C8 ko), zwei Tage (HT29, A549, SUIT-020, Panc89, MiaPaca2, HeLa-CD95-FLIP 

ko, HeLa-FADD-ko-RIPK3, HeLa-RIPK1-ko-RIPK3, Jurkat 282, Jurkat-C8-ko A3, Jurkat-FADD-ko A3, 

Jurkat-RIPK1-ko A3, Jurkat A3) oder eine Woche (MV4-11). Bevor die Zellen weiter passagiert wurden, 

wurden die Zellen im Mikroskop überprüft, um sicherzugehen, dass die Zellen 70 % konfluent sind. Vor 

der Durchführung der Experimente wurden die Zellen im Voraus dreimal passagiert. 
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Tabelle 21: Einfriermedium 

Zelllinie Einfriermedium 

HeLa-CD95, HeLa-CD95-C8-ko, HT29, A549, SUIT-020, 

Panc89, MiaPaca2, HeLa-CD95-FLIP-ko, HeLa-CD95-FL, 

HeLa-FADD-ko-RIPK3, HeLa-RIPK1-ko-RIPK3, Jurkat 282, 

Jurkat-C8-ko A3, Jurkat-FADD-ko A3, Jurkat-RIPK1-ko A3, 

Jurkat A3 

10 % DMSO, 90 % FCS 

MV4-11 10 % DMSO, 10 % FCA, 80 % Medium 

 

2.2.3. CRISPR/Cas9 

 

Die Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated protein 9 

(CRISPR/Cas9) Methode bietet die Möglichkeit gezielt DNA aus den Chromosomen zu schneiden und 

Gene zu verändern. Cas9 ist ein Enzym, welches DNA schneidet. Es bindet eine RNA Sequenz, auf die 

eine weitere RNA Sequenz (guideRNA, gRNA) folgt, die komplementär an die zu schneidende DNA 

(Target DNA) bindet. Mit Hilfe der PAM Sequenz wird Cas9 aktiviert. Durch die Aktivierung und die 

räumliche Nähe zu der zu schneidenden DNA schneidet Cas9 die DNA. 

Für den CRISPR/Cas9 Caspase-8 ko und den c-FLIP ko wurden das [ƛǇƻŦŜŎǘŀƳƛƴŜϰ /wL{twa!·ϰ 

Transfektionsreagenz, die True Guide Synthetic gRNA für Caspase-8 beziehungsweise c-FLIP, sowie das 

Cas9 Plus Reagenz von Thermo Fisher benutzt. Die True Guide Synthetic gRNA für Caspase-8 und c-FLIP 

wurde nach Händlerangaben in TE Puffer (pH8) zu einer finalen Konzentration von 100 µM gelöst.  

Caspase-8: 

gRNA Sequenz: GCCUGGACUACAUUCCGCAA 

Target DNA Sequenz: GCCTGGACTACATTCCGCAA 

PAM Sequenz: AGG 

c-FLIP: 

gRNA Sequenz: AAAGAGGUAAGCUGUCUGUC 

Target DNA Sequenz: AAAGAGGTAAGCTGTCTGTC 

PAM Sequenz: GGG 

Am Vortag wurden 2,5x105 HeLa-CD95 Zellen in 3 ml Medium in einer 6-Well Platte ausgesät. Am 

Folgetag wurde das Medium entfernt und 2 ml frisches Medium hinzugefügt. Die Ansätze für den 

CRISPR/Cas9 ko wurden nach Herstellerangaben in zwei 1,5 ml Reaktionsgefäßen gemischt (Tabelle 

22). Das erste Reaktionsgefäß enthält die Cas9 Nuklease und gRNA, während das zweite 

Reaktionsgefäß das CRISPRMAX Reagenz enthält. Der Inhalt des ersten Reaktionsgefäßes wurde in das 

zweite überführt und der Ansatz wurde für 10 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde das Gemisch 

tröpfchenweise zu den HeLa-CD95 Zellen zugegeben. Die Zellen wurden im Anschluss für drei Tage bei 

37 °C und 5 % CO2 kultiviert. 

 
Tabelle 22: Mastermix von Reaktionsgefäß 1 und 2 für den CRISPR/Cas9 Ansatz 

Reaktionsgefäß 1 Menge  Reaktionsgefäß 2 Menge 

OPTI MEM 125 µl OPTI MEM 125 µl 

Nuklease 6,250 µg CRISPR MAX Reagent 7,5 µl 

gRNA 1,200 µg   

Cas9 Plus Reagent 12,5 µl   
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2.2.4. Cell Sorting und folgende Kultivierung 

 

Beim Cell Sorting werden mit Hilfe eines Durchflusszytometers Zellen vereinzelt. Zur Vorbereitung des 

Cell Sortings wurden zwei 96-Well Platten mit 50 µl Medium versetzt. Die HeLa-CD95 Zellen wurden 

nach der Behandlung mit der CRISPR/Cas9 Methode durch Trypsin, wie zuvor beschrieben, gelöst und 

zweimal mit PBS + 0,5 % FCS gewaschen. Die Zellsuspension wurde in FACS-Röhrchen überführt und 

bis zum Cell Sorting auf Eis gelagert. Das Cell Sorting für die HeLa-CD95-C8-ko Zellen wurde in 

Zusammenarbeit mit Dr. Roland Hartig (Immunologie, OvGU) an einem FACS Aria III (Becton Dickinson) 

durchgeführt. Das Cell Sorting für die HeLa-CD95-c-FLIP-ko Zellen wurde in Zusammenarbeit mit Dr. 

Anna Dittrich (Systembiologie, OvGU) an einem FACS MelodyTM (Becton Dickinson) durchgeführt. Zum 

Vereinzeln der Zellen wurde in jede Vertiefung der 96-Well Platte eine Zelle sortiert. Anschließend 

wurden 100 µl Medium zugegeben und die Zellen bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert.  

Neben dem Cell Sorting wurden die Zellen für den Caspase-8 ko auch durch eine Verdünnungsreihe als 

Einzelzellen in 96-Well Platten sortiert. Hierfür wurde dreimal die Zellzahl bestimmt und daraus der 

Mittelwert gebildet. Anhand der Zellzahl wurde eine Verdünnung bestimmt in der sich theoretisch nur 

eine Zelle pro 150 µl Medium befand. Anschließend wurden aus dieser Verdünnung 150 µl in jede 

Vertiefung einer 96-Well Platte übertragen.  

Nach einer Woche wurde mittels Mikroskop untersucht in welchen Vertiefungen sich ein Zellhaufen 

gebildet hatte. Dabei wurde beachtet, dass sich nur ein Zellhaufen pro Vertiefung gebildet hatte. 

Vertiefungen mit mehr als einem Zellhaufen wurden für die weitere Behandlung ausgeschlossen. Die 

Zellhaufen wurden durch Trypsinierung in 48-Well Platten überführt. Nach zwei Tagen wurden die 

Zellklone durch Trypsinierung in 24-Well und nach erneuten zwei Tagen in 6-Well Platten übertragen. 

Nach weiteren zwei Tagen wurde mittels Western Blot der ko in den Zellen kontrolliert. Nur Zellen mit 

dem Caspase-8 ko beziehungsweise c-FLIP ko wurden in T25 Flaschen überführt. Andere Zellen wurden 

verworfen. Aus den Caspase-8 ko Zellen wurde durch einen Charakterisierungsvergleich im Western 

Blot mit HeLa-CD95 ein Klon ausgewählt (C10), der fortan als HeLa-CD95-C8-ko bezeichnet wird. Der 

ausgewählte Klon der HeLa-CD95-c-FLIP-ko Zellen wurde erneut mit Unterstützung durch Dr. Anna 

Dittrich (Systembiologie, OvGU) an einem FACS MelodyTM (Becton Dickinson) vereinzelt, um einen 

stabilen ko zu gewährleisten. Die vereinzelten Zellklone wurden, wie zuvor beschrieben, weiter 

kultiviert und der stabile ko wurde mittels Western Blot verifiziert. Der ausgewählte Klon (CC3) wird 

fortan als HeLa-CD95-c-FLIP-ko bezeichnet. HeLa-CD95-C8-ko und HeLa-CD95-c-FLIP-ko Zellen wurden 

wie HeLa-CD95 Zellen in der Folge kultiviert. 

 

2.2.5. Transformation 

Für die Transformation wurden chemokompetente DH10B E.coli Bakterien genutzt. Die DH10B E.coli 

sind für die Langzeitlagerung bei -80 °C in 90 µl aliquotiert und wurden auf Eis aufgetaut. Zu der 

aufgetauten E.coli Kultur wurden 10 ng Plasmid zugegeben und für 30 min auf Eis inkubiert. 

Anschließend wurden die DH10B E.coli für 45 s bei 42 °C inkubiert und anschließend für 2 min auf Eis 

inkubiert. Danach wurden 900 µl LB-Medium zugegeben. Zur Komplettierung der Transformation 

wurden die DH10B E.coli Bakterien für 1 h bei 37 °C bei 300 rpm inkubiert. Um Einzelklone separieren 
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zu können, wurden im Anschluss 10 µl und 90 µl jeweils auf zwei Agarplatten mit Ampicillin 

ausgestrichen. Diese Platten wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert. Am Folgetag wurde eine 

Einzelkolonie in 10 µl LB-Medium mit Ampicillin (1:1000, 100 mg/ml) in einem 50 ml Röhrchen ausgesät 

und anschließend über Nacht bei 37 °C und 50 rpm inkubiert. Am nächsten Tag wurden zur 

Langzeitlagerung 800 µl der DH10B E.coli Suspension abgenommen und mit 200 µl Glycerol in einem 

Kryoröhrchen vermischt, welches bei -80 °C kryokonserviert wurde. Der Rest der Suspension wurde für 

die Mini-Präparation (4,5 ml) und für den Ansatz für die Maxi-Präparation aufgeteilt. Für den Ansatz 

der Maxi-Präparation wurde die Bakteriensuspension in 350 ml LB-Medium mit Ampicillin (1:1000) 

ausgesät und über Nacht bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Am Folgetag wurde die Bakteriensuspension 

für die Maxi-Präparation genutzt. 

 

2.2.6. Plasmid Aufreinigung 

Für die Mini- und auch Maxi-Präparationen wurden Kits genutzt (Tabelle 5) und die Plasmid 

Aufreinigung erfolgte nach Herstellerangaben. 

Für die Mini-Präparation wurden 4,5 ml Bakteriensuspension bei 16 000 x g bei 4 °C für 30 s pelletiert. 

Der Überstand wurde verworfen. Die Aufreinigung erfolgte mit dem Monarch-Mini-Prep Kit. Diese 

umfasste die Lyse der Bakterien und Aufreinigung der DNA über eine Säule. Alle Zentrifugationsschritte 

erfolgten bei 16 000 x g und 4 °C. Die DNA wurde in 30 µl Elutionspuffer eluiert. 

Für die Maxi-Präparation wurden 350 ml Bakteriensuspension in der Ultrazentrifuge (Rotor JA10) bei 

6000 rpm bei 4 °C für 10 min pelletiert. Der Überstand wurde verworfen. Zur Aufreinigung wurde das 

Maxi-Prep Kit von Qiagen genutzt. Die DNA wurde über eine Säule aufgereinigt und in 1 ml 

Elutionspuffer eluiert.  

Die Bestimmung der DNA Konzentration erfolgte mit dem Nanophotometer von Implen mit dem 

Elutionspuffer als Blank. 

 

2.2.7. Transfektion 

 

In dieser Arbeit wurden Transfektionen durch Lipofectamin oder Elektroporationen durchgeführt 

Transfektionen der adhärenten HeLa-CD95-C8-ko, HeLa-FADD-ko-RIPK3 und HeLa-RIPK1-ko-RIPK3 

Zellen erfolgten nach Herstellerangaben von DreamFect GoldTM Transfection Reagent (OZBioscience) 

(Tabelle 5). Die durchgeführten Transfektionen sind der Tabelle 23 zu entnehmen. Am Vortag wurden 

entweder 0,25x106 Zellen in 6-Well Platten oder 1x106 Zellen in 10 cm Platten in jeweils 2 ml oder 10 

ml Transfektionsmedium (Medium ohne Antibiotika) ausgesät. Am Versuchstag wurde das 

Transfektionsmedium gewechselt. Entsprechend der Platten wurde in 6-Well Platten 2 ml 

Transfektionsmedium gegeben und in 10 cm Platten 8 ml Transfektionsmedium. Für das 6-Well Format 

wurde 0,5 µg Plasmid DNA mit 100 µl OPTI MEM gemischt und 4 µl DreamFect GoldTM 

Transfektionsreagenz mit 100 µl OPTI MEM in einem weiteren Reaktionsgefäß gemischt. Für die 

Transfektion in 10 cm Platten wurden 2 µg Plasmid DNA in 250 µl OPTI MEM und 24 µl DreamFect 

GoldTM Transfektionsreagenz in 250 µl OPTI MEM in ein weiteres Reaktionsgefäß gegeben. Das DNA-

OPTI MEM Gemisch wurde zu dem DreamFect GoldTM Transfektionsreagenz-OPTI MEM Gemisch 

hinzugefügt und für 20 min bei RT inkubiert. Musste nach den Mengen in Tabelle 23 unter 1 µl Plasmid 

pipettiert werden, wurden die Plasmide 1:10 in Wasser verdünnt. Anschließend wurde das Gemisch 
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tröpfchenweise zu den Zellen gegeben, die darauf für 24 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert wurden. Im 

Anschluss wurden die Zellen geerntet und für Versuche ausgesät. 

Die Transfektion von Jurkat-FADD-ko A3 oder Jurkat-RIPK1-ko A3 Zellen erfolgte nach 

Herstellerangaben des AMAXATM Cell Line NucleofectorTM Kits von Lonza (Tabelle 5). 1x106 Jurkat-

FADD-ko A3 oder Jurkat-RIPK1-ko A3 Zellen wurden bei 500 x g für 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet 

wurde in 100 µl Nucleofector Solution (82 µl Nucleofector und 18 µl Supplement) resuspendiert. Zur 

Zellsuspension wurden 2 µg Plasmid DNA gegeben. Der Ansatz wurde in die AMAXA Küvetten 

überführt und die Zellen mit dem Programm X-001 im Nucleofector® transfiziert. Anschließend wurden 

in die Küvetten 500 µl Transfektionsmedium gegeben und die Zellsuspension in 12-Well Platten mit 

1 ml Transfektionsmedium überführt. Nach 24 h Kultivierung wurden die Zellen geerntet und für 

weitere Versuche vorbereitet. Die Transfektionen wurden über Western Blot Kontrollen verifiziert. 

 
Tabelle 23: Eingesetzte Mengen der Plasmide  

Plasmid Backbone Ausgangs- 
konzentration 
[µg/µl]  

 Zu den Zellen  
gegebene Menge 
[µg] 

Eingesetzte 
Menge [µl] 

Zellen 

Procaspase-
8a 

pcDNA3 3,9303 0,5 
2 

0,13 
0,52 

HeLa-CD95-C8-ko 

pcDNA3  pcDNA3 3,6243 0,5 
2 

0,14 
0,56 

HeLa-CD95-C8-ko 

Casp8 
L42S Y8S 

pcDNA3 0,3586 0,5 
2 

1,39 
5,65 

HeLa-CD95-C8-ko 

Casp8 
L42S Y8S 
M43A 

pcDNA3 0,357 0,5 
2 

1,4 
5,6 

HeLa-CD95-C8-ko 

Casp8 
Q46S, 
Q49E, F3Y, 
G11T, 
L42S, 
M43A, 
E12N, Y8Q, 
E56K 

pcDNA3 0,4664 0,5 
2 

1,07 
4,28 

HeLa-CD95-C8-ko 

pcDNA3 
FADD 

pcDNA3 0,17055 2 
0,5 

11,73 
2,93 

Jurkat-FADD-ko 
HeLa-FADD-ko-
RIPK3 

FLAG-
FADD 
pcDNA3 
L172D 
D175R 
L176N 

pcDNA3 0,9671 2 
0,5 

2,07 
0,52 

Jurkat-FADD-ko 
HeLa-FADD-ko-
RIPK3 

FLAG-
FADD 
pcDNA3 
M170A 
L172D 
D175R 
L176N 

pcDNA3 1,3801 2 
0,5 

1,45 
0,36 

Jurkat-FADD-ko 
HeLa-FADD-ko-
RIPK3 

pRP  pRP 2,911 2 
0,5 

0,68 
0,17 

Jurkat-RIPK1-ko 
HeLa-RIPK1-ko-
RIPK3 

pRP RIPK1 pRP 1,17 2 1,72 Jurkat-RIPK1-ko 
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0,5 0,43 HeLa-RIPK1-ko-
RIPK3 

pRP RIPK1 
M637A 
I641D 

pRP 1,26 2 
0,5 

1,6 
0,4 

Jurkat-RIPK1-ko 
HeLa-RIPK1-ko-
RIPK3 

 

2.2.8. Zellviabilitätsassay und Caspase-3/7 Assay 

 

Für die Bestimmung der Zellviabilität wurde der ATP Gehalt der Zellen durch ein Lumineszenzsignal 

quantifiziert. Dabei wird angenommen, dass nur viable Zellen ATP produzieren. Die Zellen wurden mit 

dem CellTiter-Glo® Substrat versetzt, welches die Zellen lysiert. Das Substrat enthält Luciferin welches 

zu Oxyluciferin in der Anwesenheit von Mg2+, Sauerstoff und ATP reagiert. Oxyluciferin führt zu dem 

messbaren Lumineszenzsignal, was proportional zu der in der Vertiefung enthaltenen ATP Menge und 

somit zur Anzahl der viablen Zellen ist.  

Die Aktivität der Caspase-3/7 wurde mit dem Caspase-Glo®3/7 Assay ermittelt. Das Substrat des 

Caspase-Glo®3/7 Assay enthält die Tetrapeptidsequenz DEVD. Das Substrat lysiert die Zellen. Aktive 

Caspase-3/7 spaltet das Substrat und erzeugt so ein Lumineszenzsignal. Dabei ist das 

Lumineszenzsignal proportional zur aktiven Caspase-3/7. 

Die Versuchsvorbereitung wurde für beide Assays identisch im 96-Well Format durchgeführt. Für 

adhärente Zellen wurden am Vortag 1,2x104 Zellen pro Vertiefung in 96-Well Platten ausgesät. Am 

Versuchstag wurde das Medium gewechselt und die Zellen mit den entsprechenden Liganden und 

Small Molecules behandelt (Tabelle 24 und 25). Für Suspensionszellen wurden am Versuchstag 2x104 

Zellen ausgesät. Alle Bedingungen wurden als technische Duplikate durchgeführt. Nach den 

entsprechenden Stimulationszeiten wurden 50 µl des CellTiter-Glo® Substrats (Promega) 

beziehungsweise des Caspase-Glo®3/7 Substrats (Promega) zu den Zellen gegeben und die 

Lumineszenz nach Herstellerangaben im Tecan infinite M200 PRO gemessen (Tabelle 17). Um 

Hintergrundlumineszenz des Mediums auszuschließen wurde eine Blankkontrolle mitgeführt, in der 

keine Zellen ausgesät wurden. Der ermittelte Lumineszenzwert des Blanks wurde von den anderen 

Lumineszenzwerten abgezogen. Als Kontrolle wurden unstimulierte Zellen genutzt. Die 

Lumineszenzwerte der unstimulierten Zellen wurden als 100 % viabel oder als 1 RU für den Caspase-

Glo®3/7 Assay angenommen. Alle anderen Lumineszenzwerte wurden auf die Kontrolle normiert. Die 

Experimente wurden als biologische Triplikate durchgeführt. 

 
Tabelle 24: Stimulation für Zellviabilitätsassays 

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung 

MV4-11 25 µM, 10 µM, 5 µM, 1 
µM DEDid, #3 
500 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
 
6 h  

24a 

HeLa-CD95-C8-ko nach 
Transfektion 

500 ng/ml CD95L 8 h, 24 h 24b, c 

HeLa-CD95-C8-ko Klone 750 ng/ml, 500 ng/ml, 
250 ng/ml, 150 ng/ml, 
50 ng/ml CD95L 

8 h, 24 h Anhang 1b, c 

HT29 5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk, 10 µM Nec-1s 
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
23 h 

32a 
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HT29 5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk, 10 µM Nec-1s, 0,1- 
10 µM GSK872 
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
 
23 h 

32b 

Jurkat A3, Jurkat-RIPK1-
ko A3 

100 ng/ml, 75 ng/ml, 50 
ng/ml, 25 ng/ml, 10 
ng/ml CD95L 

24 h 33a 

Jurkat A3, Jurkat-RIPK1-
ko A3 

5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk, 10 µM Nec-1s 
10 ng/ml, 50 ng/ml 
CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
23 h 

33b, c 

HeLa-FADD-ko-RIPK3 
nach Transfektion 

5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk, 10 µM Nec-1s 
1000 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
7 h, 23 h 

42a, b 

Jurkat-FADD-ko A3 nach 
Transfektion 

5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk, 10 µM Nec-1s 
50 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
23 h 

42c 

HeLa-RIPK1-ko-RIPK3 
nach Transfektion 

5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk, 10 µM Nec-1s 
1000 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
7 h, 23 h 

44a, b 

Jurkat-RIPK1-ko A3 
nach Transfektion 

5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk, 10 µM Nec-1s 
50 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
23 h 

44c 

SUIT-020 5 µM, 10 µM, 20 µM 
BV6, 50 µM zVAD-fmk, 
10 µM Nec-1s 
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
23 h 

Anhang 10a, b 

SUIT-020 5 µM, 10 µM, 20 µM 
BV6, 50 µM zVAD-fmk, 1 
µM, 3 µM, 10 µM 
GSK872 
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
 
23 h 

Anhang 10c 

A549 5 µM, 10 µM, 20 µM 
BV6, 50 µM zVAD-fmk, 1 
µM, 3 µM, 10 µM 
GSK872 
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
 
23 h 

Anhang 10d 

Jurkat 282, Jurkat-C8-ko 
A3 

5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk, 10 µM Nec-1s 
100 ng/ml, 500 ng/ml 
CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
23 h 

Anhang 11 

HeLa-CD95 5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk, 10 µM GSK872 
125 ng/ml  

1 h Vorstimulation 
 
8 h, 23 h 

Anhang 9 

Jurkat A3, Jurkat-RIPK1-
ko A3 

5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk, 10 µM Nec-1s 
10 ng/ml, 50 ng/ml 
CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
23 h 

Anhang 12 

Jurkat-FADD-ko A3 nach 
Transfektion 

5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk, 10 µM Nec-1s 
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
23 h 

Anhang 18 
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SUIT-020 1000 ς 50 ng/ml TRAIL 24 h 47a 

Panc89 1000 ς 50 ng/ml 
TRAIL/CD95L 

24 h 47b 

MiaPaca2 1000 ς 50 ng/ml 
TRAIL/CD95L 

24 h 47c 

SUIT-020, Panc89, 
MiaPaca2 

10 ς 50 ng/ml 
Gemcitabin 
25 ς 100 ng/ml 
TRAIL/CD95L 

24 h Vorstimulation 
24 h  

48-c 

SUIT-020 10 ς 75 µM FLIPinB 
500 ng/ml TRAIL/CD95L 

2 h Vorstimulation 
22 h 

49a 

Panc89, MiaPaca2 10 ς 75 µM FLIPinB 
25 ng/ml TRAIL oder 
100 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
22 h 

49b, c 

SUIT-020, Panc89, 
MiaPaca2 

0,001 ς 20 µM S63845 24 h  50 

SUIT-020 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM, 30 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
100 ng/ml TRAIL/CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

52a, b 

Panc89 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
25 ng/ml TRAIL oder 
100 ng/ml CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

52c 

MiaPaca2 10 ng/ml Gemcitabin 
50 µM FLIPinB 
2,5 µM S63845 
25 ng/ml TRAIL oder 
100 ng/ml CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

52d 

SUIT-020 10 ng/ml Gemcitabin 
10 µM ς 75 µM FLIPinB 
100 ng/ml CD95L, 100 
ng/ml TRAIL 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h  

Anhang 22a 

Panc89 10 ng/ml Gemcitabin 
10 µM ς 75 µM FLIPinB 
100 ng/ml CD95L, 25 
ng/ml TRAIL 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h  

Anhang 22b 

MiaPaca2 10 ng/ml Gemcitabin 
50 µM FLIPinB 
100 ng/ml CD95L, 25 
ng/ml TRAIL 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h  

Anhang 22c 

SUIT-020 10 ng/ml Gemcitabin 
2,5 µM ς 20 µM S63845 
100 ng/ml CD95L, 100 
ng/ml TRAIL 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h  

Anhang 23a 

Panc89 10 ng/ml Gemcitabin 
0,5 µM ς 10 µM S63845 
100 ng/ml CD95L, 25 
ng/ml TRAIL 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h  

Anhang 23b 

MiaPaca2 10 ng/ml Gemcitabin 24 h Vorstimulation Anhang 23c 
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0,001 µM ς 2,5 µM 
S63845 
100 ng/ml CD95L, 25 
ng/ml TRAIL 

2 h Vorstimulation 
22 h  

SUIT-020 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
50 µM zVAD-fmk 
10 µM Nec-1s 
100 ng/ml CD95L/TRAIL 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
22 h 

Anhang 26 

Panc89 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
50 µM zVAD-fmk 
10 µM Nec-1s 
100 ng/ml CD95L, 25 
ng/ml TRAIL 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
22 h 

Anhang 29 

MiaPaca2 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
2,5 µM S63845 
50 µM zVAD-fmk 
10 µM Nec-1s 
100 ng/ml CD95L, 25 
ng/ml TRAIL 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
22 h 

Anhang 31 

SUIT-020 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
50 µM zVAD-fmk 
1 - 10 µM GSK872 
100 ng/ml CD95L/TRAIL 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
22 h 

Anhang 27 

Panc89 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
50 µM zVAD-fmk 
1 - 10 µM GSK872 
100 ng/ml CD95L, 25 
ng/ml TRAIL 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
22 h 

Anhang 30 

HT29 нл ҡa C[Ltƛƴ.ʴ 
0,5 - 5 µM BV6 
250 ng/ml, 500 ng/ml 
CD95L 

2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
22 h 

69 

HT29 нл ҡa C[Ltƛƴ.ʴ 
0,5 µM BV6 
50 µM zVAD-fmk, 10 
µM Nec-1s 
250 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
 
6 h 

72 

Fibroblasten 1451 20 µM FLIPinB 
0,5 µM, 5 µM BV6 
250 ng/ml, 100 ng/ml 
CD95L, 100 ng/ml TRAIL 

2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
 
6 h, 22 h 

Anhang 34 

 



Material und Methoden 

- 47 - 

 

Tabelle 25: Stimulation für Caspase-3/7 Aktivitätsassay 

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung 

HeLa-CD95 25 µM, 10 µM, 5 µM, 1 
µM DEDid, #3 
125 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
 
2 h  

19a 

MV4-11 25 µM, 10 µM, 5 µM, 1 
µM DEDid, #3 
500 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
 
2 h  

19b 

HeLa-CD95-C8-ko 25 µM, 10 µM, 5 µM, 1 
µM DEDid, #3 
125 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
 
2 h  

19c 

HeLa-CD95-C8-ko nach 
Transfektion 

500 ng/ml CD95L 3 h 19d 

HeLa-CD95-C8-ko nach 
Transfektion 

5 µM, DEDid, #3 
500 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
3 h 

20 

Jurkat-FADD-ko A3 nach 
Transfektion 

5 µM, DEDid, #3 
100 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
2 h 

21a 

HeLa-CD95 nach 
Transfektion 

5 µM, DEDid, #3 
125 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
2 h 

21b 

MV4-11 10 µM, 5 µM DEDid 
10 µM, 5 µM, 1 µM 
S63845 

2 h Vorstimulation 
2 h 

22a 

HeLa-CD95 10 µM, 5 µM DEDid 
50 µM S63845 

2 h Vorstimulation 
3 h 

22b 

HeLa-CD95 5 µM, B-DEDid, B-#3, B-
#4 
125 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
2 h  

Anhang 4a 

MV4-11 5 µM, B-DEDid, B-#3, B-
#4 
500 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
2 h  

Anhang 4b 

HeLa-CD95-FL 25 µM, 10 µM, 5 µM, 1 
µM DEDid 
500 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
 
2 h  

Anhang 4c 

HeLa-CD95-c-FLIP-ko 25 µM, 10 µM, 5 µM, 1 
µM DEDid, #3, #4 
125 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
 
2 h  

Anhang 4d 

Jurkat-FADD-ko A3 nach 
Transfektion 

100 ng/ml CD95L 24 h Anhang 18a 

SUIT-020 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
100 ng/ml TRAIL/CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

56a 

Panc89 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
25 ng/ml TRAIL oder 
100 ng/ml CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

56b 

MiaPaca2 10 ng/ml Gemcitabin 
50 µM FLIPinB 
2,5 µM S63845 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

56c 
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25 ng/ml TRAIL oder 
100 ng/ml CD95L 

HT29 20 µM FLIPinBɹ 
0,5 µM BV6 
50 µM zVAD-fmk 
250 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
6 h 

71 

 

2.2.9. LDH-Assay 

 

Mit dem LDH-Assay wird die Ausschüttung von LDH (Lactatdehydrogenase) gemessen. LDH wird in 

sterbenden Zellen ausgeschüttet, da die Membran dieser sterbenden Zellen porös wird. LDH wird als 

Marker für Zytotoxizität genutzt. Beim LDH Assay wird dem Zellüberstand ein LDH Detektions Reagenz 

zugeführt, welches Lactat, NAD+, Reduktase, Reduktase Substrat und Luziferase enthält. Kommt dieses 

Reagenz in Kontakt mit LDH führt dies zu einer Reaktion in der die Luziferase freigesetzt wird und ein 

Lumineszenzsignal erzeugt.  

1,2 x 104 adhärente Zellen wurden am Vortag in eine 96-Well Platte pro Vertiefung in 100 µl Medium 

als technische Duplikate ausgesät. Am Folgetag wurde das Medium ausgetauscht und die Zellen 

wurden in frischem Medium stimuliert (Tabelle 26). Nach 24 bis 48 h wurden 2 µl Überstand aus der 

96-Well Platte in 100 µl LDH Storage Puffer mit 1 % BSA gegeben (Tabelle 16). Als Blank wurden 2 µl 

Medium genutzt. 50 µl des Überstand/LDH Storage Puffer Gemischs wurden in eine frische 96-Well 

Platte gegeben. LDH Enzym-Mix und Reduktase wurden nach Herstellerangaben (LDH-GloTM 

Cytotoxicity Assay, Promega) vermischt (50 µl LDH Enzym Mix und 0,25 µl Reduktase pro Probe). 50 µl 

Enzym Mix/Reduktase Gemisch wurden zum Überstand/LDH Storage Puffer Gemisch in die 96-Well 

Platte gegeben. Danach wurde die Platte für 30 min im Dunkeln inkubiert. Die Messung des 

Lumineszenzsignals wurde alle 10 min bis zu 1 h im Tecan infinite M200 PRO gemessen (Tabelle 17). 

Die Werte des Blanks wurden von den anderen Werten abgezogen. Aus der Mediumskontrolle wurde 

der Mittelwert gebildet und alle anderen Werte wurden auf diesen Mittelwert durch Division normiert. 

Aus den Duplikaten wurde der Mittelwert und die Standardabweichung ermittelt. Die Werte zwischen 

den verschiedenen Messzeitpunkten wurden untereinander verglichen. Zur Auswertung wurde der 

Messzeitpunkt gewählt ab dem die Werte stabil waren und sich nicht mehr zu ihren folgenden 

Messzeitpunkten unterschieden. Die Experimente wurden als biologische Triplikate durchgeführt. 

 
Tabelle 26: Stimulation für LDH-Assay 

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung 

Panc89 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
25 ng/ml TRAIL oder 
100 ng/ml CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

53 

 

 

2.2.10. Stimulation und Zellernte 

 

Für Immunpräzipitationen (IPs) wurden entweder 5x106 HeLa-CD95, MiaPaca2 oder 8x106 SUIT-020, 

Panc89, HT29 Zellen in 14,5 cm Platten am Vortag ausgesät. Am Versuchstag wurde das Medium 
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gewechselt und die Zellen stimuliert. Für IPs von Suspensionszellen wurden am Versuchstag 1x107 

Zellen in 10 cm Platten ausgesät. Für Western Blot Versuche wurden 1x106 adhärente Zellen in 6-Well 

am Vortag oder 2x106 Suspensionszellen in 12-Well am Versuchstag ausgesät. Für Western Blot 

Versuche nach Transfektion wurden 1x106 Zellen in 6-Well ausgesät. Für IPs nach Transfektionen 

wurden 1x106 Zellen über zwei Tage in 10 cm Platten ausgesät. Exakte Stimulationen sind der Tabelle 

27 und 30 zu entnehmen. Die Zellernte erfolgte auf Eis. Nach Stimulationszeit wurde zu den Zellen 

10 ml (14,5 cm Platten), 5 ml (10 cm Platten) oder 1 ml (6-Well Platte) eiskaltes PBS hinzugegeben und 

adhärente Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Platte abgeschabt. Die Zellsuspension wurde 

in entsprechende Reaktionsgefäße überführt. Suspensionszellen wurden direkt in die entsprechenden 

Reaktionsgefäße überführt. Die Platten wurden zweimal mit eiskaltem PBS gespült und das 

PBS/Zellsuspensionsgemisch wurde in die entsprechenden Reaktionsgefäße überführt. Anschließend 

wurden die Zellen bei 500 x g für 5 min bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das 

Pellet mit 1 ml PBS in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt. Das Zellpellet wurde zwei weitere Male mit 

1 ml PBS gewaschen. Die Experimente wurden als biologische Triplikate durchgeführt. 

 
Tabelle 27: Stimulation für Western Blot 

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung 

HeLa-CD95 5 µM DEDid, #3, #4 
125 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
2 h  

23a, Anhang 6 

MV4-11 5 µM DEDid, #3 
500 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
1 h, 2 h  

23b 

HeLa-CD95-C8-ko nach 
Transfektion 

50 µM zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
20 min, 40 min, 60 min  

30, Anhang 8 

HT29  5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk  
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
30 min ς 7 h 

31a 

HT29  5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk, 10 µM Nec-1s 
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
2 h ς 5 h 

31b 

Jurkat 282 
 

5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk  
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
20 min ς 300 min 

31c 

SUIT-020 5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk, 10 µM Nec-1s 
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
1 h ς 5 h 

31d 

HeLa-FADD-ko-RIPK3 
nach Transfektion 

5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk 
500 ng/ml, 1000 ng/ml 
CD95L 

1 h Vorstimulation 
2 h ς 3 h 

43 

HeLa-RIPK1-ko-RIPK3 
nach Transfektion 

5 µM BV6, 50 µM zVAD-
fmk 
500 ng/ml, 1000 ng/ml 
CD95L 

1 h Vorstimulation 
2 h ς 3 h 

45 

SUIT-020, Panc89, 
MiaPaca2 

0,001 ς 20 µM S63845 
1000 ng/ml CD95L 

6 h  51 

SUIT-020 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
6 h 

57a, b 
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500 ng/ml CD95L, 100 
ng/ml TRAIL 

Panc89 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
100 ng/ml CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
6 h 

57c 

MiaPaca2 10 ng/ml Gemcitabin 
50 µM FLIPinB 
2,5 µM S63845 
25 ng/ml TRAIL oder 
100 ng/ml CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
6 h 

57d, e 

SUIT-020 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
50 µM zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
6 h 

61a 

Panc89 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
50 µM zVAD-fmk 
100 ng/ml CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
6 h 

61b, c 

SUIT-020 10 ng/ml Gemcitabin 
500 ng/ml CD95L, 100 
ng/ml TRAIL 

24 h Vorstimulation 
1 h, 6 h, 22 h  

Anhang 21 

SUIT-020 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 

24 h Vorstimulation 
2 h 
2 h 

Anhang 24 

HT29 20 µM FLIPinBɹ 
5 µM BV6 
250 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 - 6 h 

70a 

SUIT-020 30 µM FLIPinB 
5 µM BV6 
500 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 - 6 h 

70b 

HT29 20 µM FLIPinBɹ 
5 µM BV6 
50 µM zVAD-fmk 
250 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 -6 h 

74a 

SUIT-020 30 µM FLIPinB 
5 µM BV6 
50 µM zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 -6 h 

74b 

 

2.2.11. Zelllyse  

 

Für Western Blot Versuche und IPs wurden die Zellen lysiert, um die intrazellulären Proteine der Zellen 

freizusetzen und zu analysieren. Hierfür wurde das mit PBS gewaschene Zellpellet mit 96 % Lysepuffer 

und 4% PIC für 30 min auf Eis lysiert. Bei Versuchen, wo phosphorylierte Proteine nachgewiesen 

werden sollten, wurde Lysepuffer mit Phosphatase Inhibitoren und 4 % PIC verwendet (Tabelle 16). 

Die Menge des Lysepuffers ist abhängig von der Pelletgröße. Für IPs wurden die Zellen in 1 ml 
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Lysepuffer lysiert. Nach der Lyse wurden die Lysate für 15 min bei 4°C und maximaler Drehzahl (hier 

17 000 x g) zentrifugiert. Der Überstand wurde als Lysat in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. 

 

2.2.12. Proteinbestimmung 

 

Damit im Western Blot die gleichen Proteinmengen aufgetragen werden können, wurde eine 

Proteinbestimmung nach Bradford durchgeführt [356]. Hierfür wurde mit dem Standardprotein 

Rinderalbumin (Bovine Serum Albumin (BSA)) eine Standardkurve erstellt um einen Bezug zwischen 

Absorption und Proteinkonzentration herstellen zu können (Abbildung 14). Innerhalb dieser 

Standardkurve wurde die Proteinkonzentration ermittelt. Für die Proteinbestimmung wurde 1 ml 

Bradford Reagenz mit 2 µl Lysat in eine Küvette gegeben. Nach 5 min Wartezeit wurde die Absorption 

mit dem Photometer GeneQuant 1300 bei 595 nm gemessen. Für die weiteren Analysen wurden 25 µg 

Protein in 15 µl Ansatz genutzt. Der Ansatz bestand aus dem Lysat, 4 x Lämmli Puffer und Lysepuffer. 

 

 
Abbildung 14: Bradford Standardkurve. 
Die Konzentrationsreihe wurde mit dem Standardprotein BSA erstellt. Die Absorption wurde nach Bradford gemessen. Eine 
lineare Regression wurde durch die gemessenen Werte gelegt. Bestimmtheitsmaß und Formel der linearen Regression sind 
im Diagramm angegeben.  

 

2.2.13. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

In der SDS-PAGE werden Proteine aus den Lysaten nach ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen 

Feld aufgetrennt [357]. Hierfür wurden die Lysate mit 4 x Lämmli Puffer, der SDS enthält, versetzt. 

Durch Aufkochen für 5min bei 95°C wurden die Proteine denaturiert und durch Bindung von SDS 

negativ geladen. Dadurch wird die Eigenladung der Proteine überdeckt. Durch die negative Ladung 

werden die Proteine nach ihrer Größe im elektrischen Feld aufgetrennt. 

Das 12%ige Trenngel und das Sammelgel wurden nach Tabelle 28 und 29 gegossen. Zuerst wurde das 

Trenngel gegossen und, um eine ebene Oberfläche zu haben, wurde Isopropanol auf das Gel gegeben. 

Nach der Polymerisation des Trenngels nach ca. 30 min wurde das Isopropanol verworfen und auf das 
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Trenngel wurde das Sammelgel gegossen. In das Sammelgel wurden die Kämme für die Taschen 

gesteckt. 

Nach Polymerisation des Sammelgels (ca. 30 min) wurden die Gele in die dafür vorgesehene Kammer 

gestellt. Die Kammer wurde mit Elektrophoresepuffer befüllt und die Kämme wurden gezogen. 

Die Ansätze mit den Proteinen wurden neben 3 µl des Markers Precision All Blue Standards (Tabelle 

10) in die Taschen des Gels aufgetragen. Leere Taschen wurden mit 4 µl 4 x Lämmli befüllt. An das Gel 

wurden 80 V angelegt. Sobald die Lauffront das Endes des Gels erreichte, wurde die SDS-PAGE 

abgestoppt. 

 
Tabelle 28: 12%iges Trenngel 

Chemikalie Volumen Finale Konzentration 

Destilliertes Wasser 3,28 ml - 

Tris 1,5 M; pH 8,8 2,50 ml 375 mM 

Acrylamid/Bisacrylamid 4,06 ml 40,6 % v/v 

10% SDS 100 µl 3,5 mM (1% v/v) 

10% APS 100 µl 8,68 mM (1% v/v) 

TEMED 7,5 µl 1,25 mM 

 
Tabelle 29: Sammelgel 

Chemikalie Volumen Finale Konzentration 

Destilliertes Wasser 3,10 ml - 

Tris 1,5 M; pH 6,8 1,25 ml 375 mM 

Acrylamid/Bisacrylamid 0,50 ml 10 % v/v 

10% SDS 50 µl 3,5 mM (1% v/v) 

10% APS 25 µl 4,34 mM (1% v/v) 

TEMED 7,5 µl 2,5 mM 

 

2.2.14. Western Blot Analyse 

 

Bei der Western Blot Analyse werden Proteine aus dem Gel auf eine Membran geblottet. Dadurch ist 

es möglich gezielt Proteinexpressionen und posttranslationale Modifikationen (PTMs) zu untersuchen. 

Dazu werden Proteine im Gel durch ein elektrisches Feld auf eine Membran übertragen. 

Für den Western Blot wurde das Semi Dry Verfahren genutzt, bei dem Filterpapiere und die Membran 

in Transblot Turbo Puffer vorinkubiert werden. Ein Filterpapierstapel wurde in die Turbo Blot Kassette 

gelegt. Darauf wurde die Membran und das Gel aus der SDS-PAGE gelegt. Anschließend wurde ein 

weiterer Filterpapierstapel hinzugefügt. Die Kassette wurde verschlossen und das Gel wurde bei 

25 Volt und 2,5 V für 12 min auf die Membran geblottet. Im Anschluss wurde die Membran für 1 h in 

PBS-T mit 5% Milch geblockt. Sollten phosphorylierte Proteine nachgewiesen werden, wurde die 

Membran für 1 h in TBS-T mit 5% Milch geblockt. 

Für die Inkubation mit Primärantikörpern wurde die Membran dreimal für 5 min mit PBS-T oder TBS-T, 

wenn Phosphorylierungen mit Antikörper nachgewiesen werden sollten, gewaschen. Der Antikörper 

wurde nach Herstellerangaben in PBS-T oder TBS-T verdünnt (Tabelle 11). Zusätzlich wurde in einem 

Verhältnis von 1:100 10 % Natriumazid (NaN3) (Tabelle 16) zum Primärantikörper hinzugefügt. Die 

Membran wurde über Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper schüttelnd bei 38 rpm inkubiert. Am 
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Folgetag wurde die Membran erneut dreimal für 5 min mit PBS-T oder TBS-T gewaschen. Anschließend 

wurde die Membran für 1 h mit 20 ml PBS-T oder TBS-T mit 5 % Milch und Sekundärantikörper im 

Verhältnis 1:10000 schüttelnd inkubiert. Nach der Inkubation mit dem Sekundärantikörper wurde die 

Membran gewaschen. Zur Membran wurde Immobilon Forte Western HRP Substrat gegeben 

(Tabelle 10). Im Imager wurde die Chemilumineszenz aufgenommen. Die Auswertung und 

Quantifizierung wurde mit ImageLab durchgeführt (Tabelle 17).  

 

2.2.15. Immunpräzipitation (IP) 

 

Bei der Immunpräzipitation (IP) werden durch Sepharose-A-Beads und Antikörper gegen das zu 

immunpräzipitierende Proteinkomplexe isoliert. Diese Komplexe werden dann in der Western Blot 

Analyse analysiert. Hierbei werden Protein-Protein Interaktionen untersucht. 

Stimulationen für IPs sind der Tabelle 30 zu entnehmen. Nach der Lyse der Zellen in 1 ml Lysepuffer + 

4 % PIC wurden 100 µl Lysat für die Lysatkontrolle abgenommen. Das restliche Lysat wurde mit 10 µl 

Sepharose-A-Beads und 2 µg Antikörper über Nacht bei 4°C über Kopf rotiert. Um unspezifische 

Bindungen auszuschließen, wurde eine Beadkontrolle (BK) mitgeführt in die nur Sepharose-A-Beads 

gegeben wurde. Am Folgetag wurden die Sepharose-A-Beads viermal mit PBS gewaschen und jeweils 

für 4 min bei 4°C und 500 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Sepharose-A-

Beads durch das Nutzen einer Hamiltonpipette trockengelegt. Anschließend wurden die Sepharose-A-

Beads in 20 µl 4xLämmli Puffer aufgenommen und bei 95°C für 10 min und bei 350 rpm aufgekocht. 

Die IP wurde wie zuvor in Kapitel 2.2.13. und 2.2.14. beschrieben auf die SDS-PAGE geladen und mittels 

Western Blot analysiert. Die Experimente wurden als biologische Triplikate durchgeführt. 

 
Tabelle 30: Stimulation für IPs 

Zelllinie Stimulation Zeit IP Abbildung 

HeLa-CD95 und 
HeLa-CD95-C8-ko 

125 ng/ml, 500 
ng/ml CD95L 

20 min DISC mit anti-APO1 27 

HeLa-CD95-C8-ko 
nach 
Transfektion 

500 ng/ml CD95L 20 min, 2 h DISC mit anti-APO1 28 

HeLa-CD95 5 µM DEDid, #3 
125 ng/ml CD95L 

2 h 
Vorstimulation 
2 h  

DISC mit anti-APO1 für 
Massenspektrometrie 

29 

HT29  5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk, 10 µM 
Nec-1s 
500 ng/ml CD95L 

1 h 
Vorstimulation 
 
 
1 h ς 6 h 

pRIPK1 mit anti-pRIPK1 
(31122S, Cell Signaling)  

35a 

HT29  5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

1 h 
Vorstimulation 
 
5 h 

pRIPK1 mit anti-pRIPK1 
(31122S, Cell Signaling) 

35b 

Jurkat, Jurkat-C8-
ko  

5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

1 h 
Vorstimulation 
 
5 h 

pRIPK1 mit anti-pRIPK1 
(31122S, Cell Signaling) 

36a, Anhang 
13 
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Jurkat, Jurkat-
RIPK1-ko  

5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

1 h 
Vorstimulation 
 
5 h 

pRIPK1 mit anti-pRIPK1 
(31122S, Cell Signaling) 

36b 

HT29  5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk, 10 µM 
Nec-1s 
500 ng/ml CD95L 

1 h 
Vorstimulation 
 
 
2 h ς 5 h 

FADD mit anti-FADD 
1C4 

37a 

HT29  5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk, 10 µM 
Nec-1s 
500 ng/ml CD95L 

1 h 
Vorstimulation 
 
 
2 h ς 5 h 

c-FLIP mit anti-c-FLIP 
NF6 

37b 

HT29  5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

1 h 
Vorstimulation 
 
5 h ς 6 h 

c-FLIP mit anti-c-FLIP 
NF6, FADD mit anti-
FADD 1C4, pRIPK1 mit 
anti-pRIPK1 (31122S, 
Cell Signaling), MLKL 
mit anti-MLKL (17-
10400, Merck) für 
Massenspektrometrie 

38, 39, 41, 
40 

HT29  5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

1 h 
Vorstimulation 
 
5 h 

pRIPK3, RIPK3 mit anti-
pRIPK3 oder anti-RIPK3 
von genentech 

Anhang 14y 

SUIT-020  5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

1 h 
Vorstimulation 
 
5 h 

pRIPK3 mit anti-pRIPK3 
(93654S, Cell Signaling) 

Anhang 14b 

Jurkat, Jurkat-C8-
ko  

5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

1 h 
Vorstimulation 
 
5 h 

pRIPK3 mit anti-pRIPK3 
von genentech 

Anhang 15 

HT29  5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

1 h 
Vorstimulation 
 
6 h 

MLKL mit anti-MLKL 
(17-10400, Merck) 

Anhang 16a 

Jurkat, Jurkat-C8-
ko  

5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

1 h 
Vorstimulation 
 
6 h 

MLKL mit anti-MLKL 
(17-10400, Merck) 

Anhang 16b 

SUIT-020 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
500 ng/ml CD95L 

24 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
6 h 

Caspase-8 mit anti-
Caspase-8 C15 

65a 

Panc89 10 ng/ml 
Gemcitabin 

24 h 
Vorstimulation 

Caspase-8 mit anti-
Caspase-8 C15 

65b 
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20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
100 ng/ml CD95L 

2 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
6 h 

MiaPaca2 10 ng/ml 
Gemcitabin 
50 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
25 ng/ml TRAIL 

24 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
6 h 

Caspase-8 mit anti-
Caspase-8 C15 

65c 

SUIT-020 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
500 ng/ml CD95L 

24 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
6 h 

FADD mit anti-FADD 
1C4 

66a 

Panc89 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
100 ng/ml CD95L 

24 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
6 h 

FADD mit anti-FADD 
1C4 

66b 

SUIT-020 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
50 µM zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

24 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
1 h 
Vorstimulation 
6 h 

Caspase-8 mit anti-
Caspase-8 C15 

67a 

Panc89 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
50 µM zVAD-fmk 
100 ng/ml CD95L 

24 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
1 h 
Vorstimulation 
6 h 

Caspase-8 mit anti-
Caspase-8 C15 

67b 

SUIT-020 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
50 µM zVAD-fmk 
500 ng/ml CD95L 

24 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 

FADD mit anti-FADD 
1C4 

68a 
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1 h 
Vorstimulation 
6 h 

Panc89 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
50 µM zVAD-fmk 
100 ng/ml CD95L 

24 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
1 h 
Vorstimulation 
6 h 

FADD mit anti-FADD 
1C4 

68b 

SUIT-020 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
500 ng/ml CD95L 

24 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
6 h 

DISC mit anti-APO1 Anhang 33a 

SUIT-020 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
500 ng/ml CD95L 

24 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
2 h 
Vorstimulation 
6 h 

DISC mit anti-APO1 für 
Gelfiltration 

Anhang 33b 

HT29 20 µM FLIPinBɹ 
5 µM BV6 
50 µM zVAD-fmk 
250 ng/ml CD95L 

2 h 
Vorstimulation 
1 h 
Vorstimulation 
1 h 
Vorstimulation 
1 -6 h 

Denaturierte RIPK1 mit 
anti-RIPK1 (3493, Cell 
Signaling), pRIPK1 mit 
anti-pRIPK1 (31122S, 
Cell Signaling), 
Caspase-8 mit anti-
Caspase-8 C15 

75, 76 

 

2.2.16. Caspase-8 Aktivitätsassay am DISC 

 

Die Caspase-8 Aktivität wurde mit dem Caspase-Glo®8 Assay nach Herstellerangaben bestimmt. Die 

aktive Caspase-8 spaltet das Substrat, welches eine Z-LETD Sequenz enthält. Dadurch wird ein 

Lumineszenzsignal gebildet, welches proportional zur Caspase-8 Aktivität ist. 

Zur Ermittlung der Caspase-8 Aktivität am DISC wurde der DISC mit dem anti-APO-1 Antikörper, wie in 

Kapitel 2.2.15, nach Stimulation als Triplikat immunpräzipitiert (Tabelle 31) [358]. Eine IP wurde als IP-

Kontrolle genutzt. Der Caspase-8 Aktivitätsassay wurde als technisches Duplikat angesetzt. Hierfür 

wurden die Sepharose-A-Beads aus der IP in 95 µl DTT Puffer (Tabelle 16) aufgenommen. Die 

Sepharose-A-Beads mit IP wurden in eine 96 Well Platte überführt. 100 µl Caspase-Glo®8 Substrat 

wurde zugegeben. Anschließend wurde die Lumineszenz im Tecan infinite M200 PRO gemessen 

(Tabelle 17). Hierfür wurde die Lumineszenz fünfmal nach 5 min, anschließend viermal nach 10 min 

und letztendlich zehnmal nach 30 min gemessen, mit einer Gesamtzeit von 6 h. Zusammengefasst 

ergibt sich daraus folgender Messzyklus: 
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Á 5 x 5 min 

Á 4 x 10 min 

Á 10 x 30 min 

Um Hintergrundrauschen des Mediums auszuschließen, wurde eine Blankkontrolle ohne 

immunpräzipitierten DISC mitgeführt und dieser Lumineszenzwert von den anderen Werten 

abgezogen. Eine unstimulierte Kontrolle wurde als 1 RU gesetzt und alle anderen Werte darauf 

normiert. Die Experimente wurden als biologische Triplikate durchgeführt. 

 
Tabelle 31: Stimulation für Caspase-8 Aktivitätsassay nach DISC-IP 

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung 

HeLa-CD95-C8-ko nach 

Transfektion 

500 ng/ml CD95L 2 h 18, Anhang 3 

 

2.2.17. Denaturierungs-IP 

 

Die Denaturierungs-IP bietet die Möglichkeit PTMs an den immunpräzipitierten Proteinen zu 

detektieren. Dafür werden Lysate mit SDS bei 95 °C aufgekocht, wodurch die Proteine denaturieren 

und Komplexe zerfallen. PTMs verbleiben an den Proteinen. 

Für die Denaturierungs-IP wurden 8x106 HT29 Zellen in 10 ml Medium in 14,5 cm Platten ausgesät. Die 

Stimulation erfolgte am nächsten Tag (Tabelle 30, 32). Nach Stimulation wurden die Zellen wie in 

2.2.10 beschrieben durch Abschaben geerntet. Die Zellsuspension wurde wie in 2.2.11 beschrieben in 

100 µl Lysepuffer mit 4 % PIC lysiert. Zu 100 µl Lysat wurden 10 % SDS zugegeben und das Lysat wurde 

für 5 min bei 95 °C und 350 rpm inkubiert. Anschließend wurden 900 µl Lysepuffer (ohne PIC) zum 

Lysat gegeben. Davon wurden 100 µl als Lysatkontrolle abgenommen. 900 µl wurden für die IP genutzt. 

Es wurden 2 µg anti-RIPK1 und 10 µl Sepharose-A-Beads für die IP dazugegeben und über Nacht bei 

4 °C über Kopf geschüttelt. Am Folgetag wurden die Beads, wie in 2.2.15 beschrieben, gewaschen und 

für die SDS PAGE vorbereitet. Die Experimente wurden als biologische Triplikate durchgeführt. 

 
Tabelle 32: Stimulation für Denaturierungs-IP 

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung 

HT29 20 µM FLIPinBɹ 
5 µM BV6 
50 µM zVAD-fmk 
250 ng/ml CD95L 

2 h 
1 h 
1 h 
3 h 

75 

 

2.2.18. Gelfiltration 

 

Für die Gelfiltration wurden am Vortag jeweils 8 x 106 SUIT-020 Zellen in drei 14,5 cm Platten pro 

Bedingung in 20 ml Medium ausgesät. Am Versuchstag wurde das Medium gewechselt und die 

Stimulation erfolgte in 10 ml frischem Medium (Tabelle 30, 33). Nach dem Ende der Stimulationszeit 

wurden die Zellen, wie zuvor in 2.2.10 beschrieben, abgeschabt und die Zellen der gleichen Bedingung 

für die Lyse fusioniert. Die Lyse erfolgte, wie zuvor in 2.2.11 beschrieben, in 600 µl Lysepuffer mit 4 % 

PIC. Die Lysate wurden nach der Lyse weitere zweimal bei maximaler Drehzahl für 5 min zentrifugiert, 

um Restbestände zu entfernen.  
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500 µl der Lysate wurden mit einer 1 ml Spritze ohne Luftblasen in einen 250 µl Loop der Äkta injiziert. 

Mit einer Flussrate von 1 ml/min wurde der Lauf gestartet. Die Lysate wurden über die Säule Superose 

6 10/300 GL laufen gelassen (Tabelle 2). Nach der Gelfiltration wurden die Lysate in 1,5 ml 

Reaktionsgefäße aufgefangen, die zuvor mit 20 µl PIC versehen wurden. 

Nach Beendigung des Laufs wurde das erste befüllte 1,5 ml Reaktionsgefäß verworfen. Die Inhalte der 

weiteren 1,5 ml Reaktionsgefäße wurden wie folgt in 15 ml Reaktionsgefäße fusioniert.  

Á 2-6 

Á 7-10 

Á 11-15 

Á 16-20 

Á 21-25 

Anschließend wurde zu den Lysaten aus der Gelfiltration 10 µl Sepharose-A-Beads hinzugegeben, 

sowie 2 µg anti-APO-1 Antikörper. Die IPs wurden wie zuvor über Nacht bei 4 °C geschüttelt und 

danach, wie in 2.2.15 beschrieben, behandelt.  

 
Tabelle 33: Stimulation für Gelfiltration 

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung 

SUIT-020 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
500 ng/ml CD95L 

24 h 
2 h 
2 h 
6 h 

Anhang 33b 

 

2.2.19. Massenspektrometrie 

Die Quantitative Massenspektrometrie mit AQUA (absolute quantification) Peptiden bietet eine 

Möglichkeit die Mengen von spezifischen Proteinen in Komplexen zu bestimmen. Diese Methode 

basiert auf Peptiden, die die stabilen Isotypen 13C und 15N beinhalten. Darüber können durch 

massenspektrometrische Analysen die absoluten Mengen der Zielproteine in Komplexen bestimmt 

werden, da die AQUA Peptide für eine Kalibrierung genutzt werden [148], [359]. Die folgenden AQUA 

Peptide wurden genutzt: 

 

AQUA Peptid Procaspase-8 (NLYDIGEQLDSEDLASL[K 13C6,15N2]; FLSLDYIPQ[R13C6,15N4]) 
AQUA Peptid FADD (IDSIED[R 13C6, 15N4], ELLASL[R13C6, 15N4)) 
AQUA Peptid RIPK3 (LNLEEPPSSVP[K 13C6, 15N2], NDVMVSEWLN[K 13C6,15N2]) 
AQUA Peptid c-FLIP (LSVGDLAELLY[R 13C6,15N4]; DVAIDVVPPNV[R 13C6,15N4]) 
AQUA Peptid RIPK1 (NLLYELSEGIDSENL[K 13C6,15N2], YQAIFDNTTSLTD[K13C6,15N2]) 
 

Die Komplexe für die massenspektrometrische Analyse wurden über IPs, wie in Kapitel 2.2.15 

dargestellt, immunpräzipitiert. Nach dem Trocknen der Sepharose-A-Beads, wurden die Sepharose-A-

Beads entweder bei -20 °C gelagert oder direkt für die Weiterverarbeitung genutzt. Die 

Massenspektrometrie wurde von Prof. Dr. Thilo Kähne (Institut für experimentelle innere Medizin, 

OvGU) durchgeführt. Die Sepharose-A-Beads wurden in 50 mM NH4HCO3 resuspendiert und in 1 mM 

DTT bei 56 °C für 45 min inkubiert. Anschließend wurden die Sepharose-A-Beads in 5 mM S-Methyl 

Methanethiosulphonat (MMTS) für 30 min inkubiert. Im Anschluss erfolgte der tryptische Verdau mit 

der Zugabe von 0,5 µg Trypsin für 24 h bei 37 °C. 100 fmol der AQUA Peptide wurden anschließend 

zugegeben. Nach dem tryptischen Verdau wurde der Überstand abgenommen und in einer Vakuum 
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Zentrifuge getrocknet. Die Peptide wurden in 5 µl 0,1 % Trifluorsäure (TFA) aufgenommen und über 

ZIP-TIP, C18 Nanosäulen aufgereinigt. Die Peptide wurden mit 7 µl 70 % Acetonitril (ACN) eluiert und 

erneut in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Anschließend wurden die Proben in 10 µl 2 % ACN und 

0,1 % TFA gelöst. Eine anschließende Separation erfolgte über eine 75 µm I.D., 25 cm PepMap C18-

Säule. Dies führt zu einem Gradienten von 2 % bis 45 % ACN in 0,1 % Ameisensäure über 120 min bei 

300 nl/min in einer Ultimate 3000 Nano-HPLC. Die Massenspektrometrie erfolgte über eine hybrid 

dual-pressure linear ion trap/orbitrap Massenspektrometer (LTQ Orbitrap Velos Pro) im folgenden 

Modus: FTMS; Resolution 60 000; m/z Bereich 400 ς 2000). Die Quantifizierung erfolgte über die 

Skyline analysis Plattform.  

Die qualitative Massenspektrometrie erfolgte ebenfalls nach den entsprechenden IPs. Die 

Aufreinigung und der tryptische Verdau erfolgte wie oben beschrieben. Die tryptisch verdauten 

Peptide wurden von den Sepharose-A-Beads durch zweimaliges Waschen mit 50 µl 25 mM NH4HCO3 

eluiert und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Weitere Aufreinigungsschritte sowie die Messung 

mit dem Massenspektrometer erfolgten wie oben beschrieben mit einem Gradienten von 2 % bis 35 % 

ACN in 0,1 % Ameisensäure über 150 min bei 300 nl/min.  

 

2.2.20. Bildgebende durchflusszytometrische Messung am AMNIS®FlowSight 

 

Das bildgebende Durchflusszytometer bietet die Möglichkeit von Einzelzellanalysen. Die Zellen werden 

mit Fluoreszenzfarbstoffen gefärbt, die im bildgebenden Durchflusszytometer mittels Laser angeregt 

werden. Das bildgebende Durchflusszytometer bietet den Vorteil, dass die Zellen nicht nur anhand 

ihrer Fluoreszenz sondern auch durch mikroskopische Bilder visuell überprüft werden können [360]. 

Die Experimente wurden als biologische Triplikate durchgeführt. 

2.2.20.1. Rezeptorfärbung 

 

Für die Färbung mit Fluoreszenzfarbstoffen für die Detektion von Rezeptoren wurden jeweils 1x106 

Zellen direkt aus der Zellkultur entnommen oder nach Tabelle 34 stimuliert. Anschließend wurden die 

Zellen für 5 min bei 4 °C und 500 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Danach wurde das 

Zellpellet in 500 µl PBS aufgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Zellsuspension 

wurde erneut zentrifugiert und ein weiteres Mal wurde das Pellet mit 500 µl PBS gewaschen. Der 

Überstand wurde jeweils verworfen.  

Die Färbelösungen für die Rezeptorfärbungen für CD95, TRAIL-R1 und TRAIL-R2 sind der Tabelle 35 zu 

entnehmen. Die Zellen wurden für 20 min bei RT im Dunkeln gefärbt. Anschließend wurden die Zellen 

erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 50 µl PBS aufgenommen 

und im bildgebenden Durchflusszytometer mit der FlowSight Software analysiert. Die verwendeten 

Kanäle und Laser sind der Tabelle 35 zu entnehmen. Es wurden jeweils 15 000 Zellen 

durchflusszytometrisch analysiert. 

Als Negativkontrolle für die Rezeptorfärbung wurden ungefärbte Zellen genutzt. Diese wurden 

genauso behandelt wie die zu färbenden Proben, wurden aber nur mit 100 µl PBS ohne Farbstoff 

versehen. 

 

2.2.20.2. Streptavidin Alexa Fluor 488 Messung 

 



Material und Methoden 

- 60 - 

 

Für die Analyse der Lokalisation der DEDid, ctr3 und ctr4 Peptide wurden Peptide mit einem Biotin-Tag 

(B-DEDid, B-ctr3, B-ctr4) genutzt. 0,25 x 106 HeLa-CD95 Zellen wurden am Vortag in 6-Well Platten in 

2 ml Medium ausgesät. Am Versuchstag wurde das Medium zu 1 ml Medium gewechselt. Die Zellen 

wurden mit 5 µM B-DEDid, B-ctr3 oder B-ctr4 stimuliert (Tabelle 34). Die Zellen wurden anschließend 

geerntet. Dafür wurde der Überstand einer Vertiefung in ein 15 ml Reaktionsgefäß gegeben und die 

Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. Das PBS wurde ebenfalls in die entsprechenden 15 ml Reaktionsgefäße 

überführt. In die Vertiefungen wurde 0,5 ml Trypsin gegeben und die Zellen wurden für 5 min bei 37 °C 

inkubiert. Im Folgenden wurde 1 ml PBS zu den Zellen gegeben und die Zellsuspension in die 

entsprechenden 15 ml Reaktionsgefäße überführt und die Platte wurde ein weiteres Mal mit 1 ml PBS 

gespült. Die Zellsuspension wurde für 5 min bei 4 °C und 500 x g zentrifugiert. Ab diesem Punkt wurde 

auf Eis weitergearbeitet Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 1 ml eiskaltem PBS in ein 

1.5 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Zellsuspension wurde erneut bei 4 °C für 5 min und 500 x g 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Damit der Farbstoff Streptavidin Alexa Fluor 488 in die 

Zellen gelangen kann, müssen die Zellen fixiert werden. Dafür wurden die Zellen in 250 µl eiskaltem 

PBS resuspendiert und anschließend wurden 250 µl 6 % Formaldehyd zugegeben und gemischt. 

Danach wurden die Zellen für 10 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen bei 4 °C für 5 min 

und 500 x g zentrifugiert und der Überstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 100 µl 90 %igem 

eiskaltem Methanol (gelagert bei -20 °C) resuspendiert und für 30 min auf Eis inkubiert. Die Suspension 

wurde bei 4 °C für 5 min und 500 x g zentrifugiert und der Überstand wurde verworfen. Das Pellet 

wurde in 500 µl Inkubationspuffer (0,5 g BSA in 100 ml PBS) resuspendiert und die Zellen wurden 

erneut bei 4 °C für 5 min und 500 x g zentrifugiert und der Überstand wurde erneut verworfen. Dieser 

Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt und das Zellpellet wurde anschließend in 50 µl 

Inkubationspuffer resuspendiert und für 10 min bei RT inkubiert. Danach wurde zu der Zellsuspension 

0,125 µg Streptavidin AlexaFluor 488 in 50 µl PBS zugegeben (Tabelle 35) und für 1 h bei RT im Dunkeln 

inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen bei 4 °C für 5 min und 500 x g zentrifugiert und der Überstand 

wurde verworfen. Das Pellet wurde in 500 µl Inkubationspuffer gewaschen und die Zellen wurden 

erneut bei 4 °C für 5 min und 500 x g zentrifugiert und der Überstand wurde verworfen. Das Pellet 

wurde in 40 µl PBS resuspendiert und die Messung wurde im bildgebenden Durchflusszytometer mit 

der FlowSight Software gemessen. Dafür wurde der Kanal 2 mit einem 488 nm Laser genutzt (Tabelle 

35). Es wurden jeweils 15 000 Zellen durchflusszytometrisch analysiert. 

 

 

 

2.2.20.3. Detektion toter Zellen durch Annexin-V-FITC/PI Färbung 

 

Für die Unterscheidung von lebendigen und toten Zellen wurden Zellen mit Annexin-V-FITC und PI 

(Propidiumiodid) gefärbt. Annexin-V-FITC ist ein Marker für früh apoptotische Zellen, da es PS anfärbt, 

welches sich bei viablen Zellen auf der Innenseite der Membran befindet. Im frühen apoptotischen 

Stadium wird PS auf die Außenseite der Zellmembran gestülpt und kann so angefärbt werden. PI ist 

ein Marker für spät apoptotische Zellen und färbt die DNA an. Bei viablen Zellen können die Farbstoffe 

nicht in die Zelle gelangen. Bei spät apoptotischen Zellen wird die Zellmembran porös und somit 

durchlässig für PI, wodurch es in die Zelle gelangt und so die DNA im Nukleus anfärbt. 

Für die Färbung von toten Zellen wurden am Vortag 0,25x106 adhärente Zellen in 3 ml Medium in 6-

Well Platten ausgesät. Das Medium wurde am Versuchstag durch 1,5 ml frisches Medium 
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ausgetauscht. Nach der Stimulation (Tabelle 34) wurde der Zellüberstand in mit 2 ml eiskaltem PBS 

vorbereiteten 15 ml Reaktionsgefäßen überführt. Die Zellen wurden mit 1ml PBS gewaschen, welches 

auch in die 15 ml Reaktionsgefäße überführt wurde. Anschließend wurden die Zellen durch 0,5 ml 

Trypsin bei 37°C abgelöst. Nach 5 min wurde 1 ml PBS zu den Zellen gegeben und die Zellsuspension 

wurde in die entsprechenden 15 ml Reaktionsgefäße überführt. Die Platte wurde ein weiteres Mal mit 

1 ml PBS gespült und die Suspension in die 15 ml Reaktionsgefäße überführt.  

Suspensionszellen wurden am Versuchstag mit 1x106 Zellen in 1 ml Medium in 12-Well Platten 

ausgesät. Die Suspensionszellen wurden in mit 2 ml eiskaltem PBS vorbereitete 15 ml Reaktionsgefäße 

überführt. Die Platten wurden zweimal mit 1 ml eiskaltem PBS gespült und die Suspension wurde 

ebenfalls in die entsprechenden 15 ml Reaktionsgefäße überführt.  

Die folgenden Schritte wurden sowohl für adhärente als auch für Suspensionszellen durchgeführt. 

Nach der Ernte der Zellen wurden die Zellen für 5 min bei 4°C und 500 x g zentrifugiert. Der Überstand 

wurde verworfen. Anschließend wurde das Zellpellet in 500 ml PBS aufgenommen und in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt. Die Zellsuspension wurde erneut zentrifugiert und das Pellet wurde ein 

weiteres Mal mit 500 ml PBS gewaschen. Der Überstand wurde jeweils verworfen.  

Die Färbelösungen mit Annexin-V-FITC und PI oder nur PI (für SUIT-020 Zellen) sind der Tabelle 35 zu 

entnehmen. Die Zellen wurden für 15 min bei RT im Dunkeln gefärbt. Anschließend wurden die Zellen 

erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 50 µl Annexin Binding Buffer 

aufgenommen und anschließend im bildgebenden Durchflusszytometer mit der FlowSight Software 

gemessen. Die verwendeten Kanäle und Laser sind der Tabelle 35 zu entnehmen. Es wurden jeweils 

15 000 Zellen durchflusszytometrisch analysiert. 

Zusätzlich wurden einzeln gefärbte Zellen zur Kompensation mitgeführt, die genauso behandelt 

wurden wie die stimulierten Proben. Diese Zellen wurden mit 500 ng/ml CD95L für die gleichen 

Zeitpunkte wie alle anderen Zellen stimuliert. Die Zellen für die Kompensationen wurden nur einzeln 

mit Annexin-V-FITC oder PI in 70 µl Annexin Binding Buffer gefärbt. Im bildgebenden 

Durchflusszytometer wurden die Zellen für die Kompensationen mit Hilfe des CompensationWizard in 

der FlowSight Software gemessen (Tabelle 17).  

Als Positivkontrolle für die Detektion toter Zellen wurden jeweils 1x106 Zellen bei 56 °C für 10 min 

erhitzt. Die so behandelten Zellen wurden gefärbt wie die anderen Zellen. 

 
Tabelle 34: Stimulation für bildgebende Durchflusszytometrie 

Zelllinie Stimulation Zeit Färbung Abbildung 

HeLa-CD95 5 µM B-DEDid, B-#3, 
B-#4 

1 h, 2 h, 4 h AlexaFluor 
Streptavidin 

16 

HeLa-CD95 5 µM DEDid, #3 
125 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
4 h 

Annexin-V-FITC 
und PI 

25 

HeLa-CD95-C8-ko 
nach Transfektion 

500 ng/ml CD95L 4 h Annexin-V-FITC 
und PI 

26 

MV4-11 5 µM DEDid, #3 
1000 ng/ml, 2000 
ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
4 h 

Annexin-V-FITC 
und PI 

Anhang 7 

HT29  5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk, 10 µM 
Nec-1s 
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
 
4 h ς 24 h 

Annexin-V-FITC 
und PI 

34a-c 
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Jurkat 282 5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk, 10 µM 
Nec-1s 
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
 
4 h ς 24 h 

Annexin-V-FITC 
und PI 

34d-f 

Jurkat-RIPK1-ko A3 5 µM BV6, 50 µM 
zVAD-fmk, 10 µM 
Nec-1s 
500 ng/ml CD95L 

1 h Vorstimulation 
 
 
4 h ς 24 h 

Annexin-V-FITC 
und PI 

34g-i 

SUIT-020 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
100 ng/ml 
TRAIL/CD95L 

24 h 
Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

PI 58 

Panc89 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
25 ng/ml TRAIL oder 
100 ng/ml CD95L 

24 h 
Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

Annexin-V-FITC 
und PI 

59 

Fibroblasten 1451 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
100 ng/ml TRAIL 

24 h 
Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

PI 64a 

Fibroblasten 1451 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
25 ng/ml TRAIL 

24 h 
Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

Annexin-V-FITC 
und PI 

64b 

SUIT-020 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
500 ng/ml CD95L 

24 h 
Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

CD95-FITC, 
TRAILR1/2-PE 

Anhang 25 

SUIT-020 10 ng/ml 
Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
50 µM zVAD-fmk 
10 µM Nec-1s 
100 ng/ml 
CD95L/TRAIL 

24 h 
Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
22 h 

PI Anhang 28 

HT29 20 µM FLIPinBɹ 
0,5 µM BV6 
50 µM zVAD-fmk, 10 
µM Nec-1s 
250 ng/ml CD95L 

2 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
1 h Vorstimulation 
 
22 h 

Annexin-V-FITC 
und PI 

73 

 
Tabelle 35: Färbelösung 

Färbung Färbelösung Gemessene Kanäle Laser 
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Rezeptorfärbung 5 µl CD95-FITC  
5 µl TRAIL-R1/2-PE 
100 µl PBS 

2 
4 

488 nm 
561 nm 

Alexa Fluor Streptavidin 0,125 µl Alexa 
Streptavidin 
50 µl PBS 

2 488 nm 

Annexin-V-FITC und PI 2 µl Annexin-V-FITC 
1,4 µl PI (1:1000) 
70 µl PBS 

2 
4 

488 nm 
561 nm 

PI 1,4 µl PI (1:1000) 
70 µl PBS 

4 488 nm 
561 nm 

 

2.2.20.4. Analyse der Daten vom bildgebenden Durchflusszytometer 

 

Die Analyse der Daten erfolgte über die IDEAS 6.0 Software (Tabelle 17). Es wurden nur fokussierte 

Einzelzellen in die Auswertung einbezogen. Die Einzelzellen wurden für die Annexin-V-FITC/PI 

gefärbten Zellen nach viablen (negativen), früh apoptotischen (Annexin-V-FITC positiv) und spät 

apoptotischen (Annexin-V-FITC positiv und PI-positiv, doppelt positiv) Zellen unterteilt. Für SUIT-020 

Zellen, die nur mit PI gefärbt wurden, wurde unterteilt in PI negative (viable) und PI positive (spät 

apoptotische, nekroptotische) Zellen.  

Für die Rezeptorfärbung wurden Histogramme erstellt, wobei die Verschiebung zwischen gefärbten 

und ungefärbten Zellen untersucht wurde.  

Für die Auswertung der Streptavidin AlexaFluor 488 Färbung wurde visuell zwischen AlexaFluor 488 

positiven und negativen Populationen unterschieden und die Unterteilungen dementsprechend 

angelegt. Darüber wurde die AlexaFluor 488 Färbung quantifiziert. Das AlexaFluor 488 Signal wurde 

über das mikroskopische Hellfeld-Bild gelegt (merge), um nachzuweisen, dass B-DEDid, B-ctr3 und B-

ctr4 in den Zellen lokalisiert sind. 

 

2.2.21. TNFh -ELISA 

 

Der TNF-ʰ enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) wird genutzt, um die Ausschüttung von TNF-ʰ 

zu quantifizieren. Der TNF-ʰ 9[L{! ǿǳǊŘŜ ƴŀŎƘ IŜǊǎǘŜƭƭŜǊŀƴƎŀōŜƴ όIǳƳŀƴ ¢bC-ʰ 9[L{! a!·TM 

Standard Set, BioLegend) durchgeführt (Tabelle 9). Dazu wurde am Vortag eine 96-Well Platte mit dem 

TNF-ʰ ǎǇŜȊƛŦƛǎŎƘŜƴ !ƴǘƛƪǀǊǇŜǊ in Coating Buffer beschichtet (Tabelle 9). 

Die Aussaat und Stimulation der Zellen wurde, wie zuvor in Kapitel 2.2.8 beschrieben, durchgeführt 

(Tabelle 36). Am Versuchstag wurde die am Vortag beschichtete Platte viermal mit PBS-T gewaschen 

und anschließend für 1 h mit Assay Diluent bei 300 rpm und RT gewaschen (Tabelle 9). Zwischen jedem 

Inkubationsschritt wurde die Platte viermal mit PBS-T gewaschen. Danach wurde der Überstand der 

stimulierten Zellen in die beschichtete 96-Well Platte gegeben und für 2 h bei 300 rpm und RT 

geschüttelt. Zusätzlich wurde ein Standard Protein mit den folgenden Verdünnungen vorbereitet und 

in die beschichtete Platte gegeben: 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml, 

15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml und 0 pg/ml. Darauf folgend wurde die Platte mit einem biotinylierten TNF-ʰ 

Detektionsantikörper für 1 h bei 300 rpm und RT inkubiert. Im Anschluss wurde die Platte mit einer 

Avidin-HRP Lösung für 30 min bei 300 rpm und RT inkubiert. Die Platte wurde nach diesem Schritt 

fünfmal für je 1 min mit PBS-T gewaschen, gefolgt von der Zugabe von 100 µl TMB Substrat (im 
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Verhältnis 1:1) (Tabelle 9). Die Platte mit dem TMB Substrat wurde für 20 min im Dunkeln inkubiert. 

Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 18% iger Schwefelsäure abgestoppt. Die Absorption wurde 

bei 450 nm, wobei die Absorption bei 570 nm davon abgezogen wurde, im Tecan infinite M200 PRO 

gemessen. Mit Hilfe des Standards wurde eine Standardkurve erstellt, anhand der die gemessene 

Absorption der Proben in pg/ml umgerechnet wurde. Die Experimente wurden als biologische 

Triplikate durchgeführt. 

 
Tabelle 36: TNFh -ELISA 

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung 

SUIT-020 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
100 ng/ml TRAIL/CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

55 

 

2.2.22. Mikroskopie 

 

Eine optische Überprüfung von stimulierten und unstimulierten Zellen wurde mittels Mikroskopie 

durchgeführt. 1x106 Panc89 oder SUIT-020 Zellen wurden am Vortag in 6-Well Platten in 2 ml Medium 

ausgesät. Am Tag des Experiments wurde das Medium abgenommen und 1 ml Medium zugegeben. 

Die Stimulation der Zellen erfolgte nach Tabelle 37. Die Zellen wurden nach der Stimulation in den 6-

Well Platten mit dem EVOS FL imaging system Mikroskop in 20 x und 4 x Vergrößerung angeschaut und 

Bilder repräsentativer Zellen aufgenommen.  

 
Tabelle 37: Mikroskopie 

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung 

SUIT-020 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
10 µM S63845 
100 ng/ml CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

60 

Panc89 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
100 ng/ml CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

60 

 

2.2.23. Spheroide 

 

Spheroide bieten die Möglichkeit aus der 2D Struktur der Zellkultur eine 3D Struktur aus einer Zelllinie 

zu erzeugen. Dieses bietet den Vorteil Effekte von Substanzen auf 3D Strukturen zu untersuchen. Dabei 

bilden die ausgesäten Zelllinien kugelartige Zellhaufen. 

6x103 Panc89 Zellen wurden in 50 µl Medium in BiofloatTM 96-Well Platten ausgesät. Nach vier Tagen 

wurde die Spheroidbildung im Mikroskop untersucht. Das Medium wurde vorsichtig abgenommen und 

die Zellen wurden in 50 µl stimuliert (Tabelle 38). Vor und nach der Stimulationsdauer wurden 

mikroskopische Bilder mit dem EVOS Mikroskop (Kapitel 2.2.22) aufgenommen. Nach der Stimulation 

wurde der LDH Assay nach Kapitel 2.2.9 durchgeführt. Die Experimente wurden als biologische 

Triplikate durchgeführt. 
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Tabelle 38: Spheroide 

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung 

Panc89 10 ng/ml Gemcitabin 
20 µM FLIPinB 
0,005 µM S63845 
100 ng/ml CD95L 

24 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
2 h Vorstimulation 
22 h 

54 

 

2.2.24. Statistik 

 

Die in dieser Arbeit aufgeführten Statistiken wurden mit der Software PrismGraph8 (Tabelle 17) 

berechnet und alle Diagramme wurden mit dieser Software erstellt. Hierfür wurden die biologischen 

Replikate zur Auswertung genutzt. Die statistischen Tests umfassen die Ermittlung des Mittelwerts und 

der Standardabweichung, sowie die Berechnung der Signifikanzen. Für die Signifikanztests wurde ein 

ungepaarter ONE-WAY ANOVA Test genutzt mit einem anschließenden post hoc Tukey Test. Mit 

diesem Test wurden zwei Werte einer Gruppe miteinander verglichen und ist in den Diagrammen 

durch Klammern dargestellt. Wenn eine gesamte Gruppe statistisch untersucht wurde, wurde ein 

ungepaarter ONE-WAY ANOVA Test genutzt, der durch eine Linie über dieser Gruppe dargestellt ist. 

Folgende p-Werte wurden genutzt und sind angezeigt: ****p < 0.0001; ***p <0.001; **p < 0.01; *p < 

0.05; ns nicht signifikant. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1. Analyse der Typ I DED Interaktion von Caspase-8 

 

Die Ergebnisse, die in diesem Kapitel dargestellt werden, wurden in der Publikation Targeting type I 

DED interactions at the DED filament serves as a sensitive switch for cell fate decisions von König et al. 

2024 in Cell Chemical Biology publiziert [361]. 

Die Filamentbildung von Caspase-8, welches die Plattform für die Dimerisierung und Aktivierung von 

Caspase-8 bildet, wird durch die Typ I, Typ II und Typ III DED Interaktion formiert. Die Grundlage der 

Caspase-8 Filamente sind Caspase-8 Ketten, die durch Typ I DED Interaktionen gebildet werden. Diese 

Typ I DED Interaktionen werden durch Interaktionen der DED1 und DED2 benachbarter Caspase-8 

Moleküle geformt [36], [37]. Wie wichtig diese Typ I DED Interaktion für die CD95L-induzierte 

Caspase-8 Aktivierung ist und welchen Einfluss sie auf die CD95L-induzierte DISC Bildung hat, sowie 

wie diese als mögliches therapeutisches Ziel nutzbar ist, ist im Detail bisher unbekannt. 

 

3.1.1. In silico Design von DEDid und Typ I DED Interaktionsmutanten 

In dieser Arbeit wurde daher die Typ I DED Interaktion auf zwei Wegen untersucht. Zum einen wurde 

erstmalig ein Peptid, genannt DEDid in silico entwickelt, mit dessen Hilfe die die Typ I DED Interaktion 

untersucht werden sollte. DEDid ahmt das FL Motiv der DED2 nach und soll somit in die hydrophobe 

Tasche der DED1 binden, wodurch die Bindungsstelle für die DED2 blockiert ist (Abbildung 15).  

Das DED-blockierende Peptid DEDid wurde in silico in Zusammenarbeit mit Dr. Nikita Ivanisenko 

konstruiert und soll an DED-Proteine binden [361]. Dabei imitiert DEDid das FL Motiv durch die 

Nachahmung der h2b Helix der Ib Oberfläche von der DED2 von Caspase-8 beziehungsweise der DED 

von FADD [32]. Dadurch kann das Peptid mit der Typ Ia Oberfläche der DED Proteine interagieren und 

unterbricht die Typ I DED Interaktion zwischen dem FL Motiv der DED2 und der hydrophoben Tasche 

der DED1. 

Für die Grundstruktur des Peptids wurde die NMR Struktur des bovinen pankreatischen Polypeptids 

(BPP) als Gerüst für das Peptid genutzt (Abbildung 15) [226]. BPP hat im C-terminalen Bereich eine -h

Helix und im N-terminalen Bereich eine prolinreiche Helix. Der N-terminale Bereich stabilisiert die 

tertiäre Struktur des Peptids. Zusätzlich besitzt der N-Terminus eine R8-Sequenz, die den Transport in 

die Zellen vereinfacht [362], [363]. Der C-terminale Bereich gibt die Möglichkeit für Austauschungen 

der Aminosäuresequenzen für die Nachahmung der h2b Helix. Zur Nachahmung der h2b Helix wurden 

verschiedene Austauschungen von Aminosäuren in der Gerüstsequenz vorgenommen. Die 

hydrophobe Interaktion zwischen F122 und L123 Resten der h2b Helix der DED2 mit L42 und Y8 Reste 

der h4a und h1a der DED1 R33F wurde durch R34L Austauschungen nachgeahmt. Zusätzlich wurden 

A26S, A29R und A30S Austauschungen in dem Gerüstpeptid vorgenommen, um hydrophile Reste S115, 

R118 und S119 der h2b nachzuahmen (Abbildung 15). Die Sequenz von DEDid und den 

Kontrollpeptiden ist in Tabelle 8 gegeben. 

DEDid bietet somit erstmalig die Möglichkeit die Wichtigkeit und den Einfluss der Typ I DED Interaktion 

mit einem neuartigen Werkzeug mechanistisch zu untersuchen.  
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Abbildung 15: DEDid Bindungsseiten an die DED1 von Caspase-8 
(a) Typ I DED Interaktionsseite zwischen DED2 (dunkelblau) und DED1 (hellblau) sind links dargestellt. Rechts ist vergrößert 
die Typ I DED Interaktionsseite zwischen DED2 und DED1 im gleichen Farbschema mit den Aminosäureresten dargestellt. (b) 
DEDid (türkis) interagiert mit der DED1 von Caspase-8. Die interagierenden Aminosäurereste sind dargestellt. Erstellt von Dr. 
Nikita Ivanisenko und modifiziert nach [361]. 

 

Bevor der Einfluss von DEDid auf den apoptotischen Signalweg untersucht wurde, wurde analysiert ob 

Zellen DEDid aufnehmen und DEDid sich somit intrazellulär lokalisieren lässt, da dies die Grundlage ist, 

damit DEDid als Werkzeug für die weiteren Analysen genutzt werden kann. Für Untersuchungen mit 

DEDid in Zusammenhang mit CD95L-induzierter Apoptose wurden HeLa-CD95 als Zelllinienmodell 

ausgewählt, da diese durch die CD95 Überexpression sensitiv gegenüber CD95L-induzierter Apoptose 

sind. Neben DEDid wurden die Effekte zweier Kontrollpeptide untersucht, um sicher zu gehen, dass 

beobachtete Effekte spezifisch durch DEDid ausgelöst werden. Das Kontrollpeptid #3 ist ein Peptid mit 

den gleichen Aminosäuren wie DEDid, aber in gemischter Reihenfolge. Das Kontrollpeptid #4 

unterscheidet sich von DEDid in Austauschungen des FL Motivs durch DS (L-Asparaginsäure, Serin) 

(Tabelle 8). 

Damit DEDid und die Kontrollpeptide #3 und #4 in die Zelle aufgenommen werden, sind diese N-

terminal mit einer R8-Sequenz versehen. Die Aufnahme in die Zellen wurde mittels bildgebender 

Durchflusszytometrie verifiziert. Hierfür wurden HeLa-CD95 Zellen mit Biotin getaggten Peptiden 

DEDid, #3 und #4 (B-DEDid, B-#3, B-#4) für 1-4 h stimuliert und anschließend fixiert. Die Zellen wurden 

mit Alexa Fluor Streptavidin gefärbt und die Aufnahme des Alexa Fluor Streptavidins mit bildgebender 

Durchflusszytometrie quantifiziert. B-DEDid und auch die Kontrollpeptide wurden in den Zellen 

nachgewiesen, wobei die Kontrollpeptide weniger Fluoreszenzsignal, als B-DEDid aufwiesen 

(Abbildung 16a). Um zu überprüfen, dass die Peptide sich nicht nur an der Zelloberfläche befinden, 

wurden die mikroskopischen Bilder überprüft. Diese zeigten, dass die Peptide in den HeLa-CD95 Zellen 

aufgenommen wurden (Abbildung 16b). Zusammengefasst wurde gezeigt, dass DEDid und die 

Kontrollpeptide in dem gewählten Zelllinienmodel aufgenommen werden. 
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Abbildung 16: B-DEDid, B-#3 und B-#4 werden von HeLa-CD95 Zellen aufgenommen. 
(a) HeLa-CD95 Zellen wurden für 1 h, 2 h oder 4 h mit 5 µM B-DEDid, B-#3 oder B-#4 stimuliert. Im Anschluss wurden die 
HeLa-CD95 Zellen fixiert und mit AlexaFluor 488 Streptavidin gefärbt. Die AlexaFluor 488 Streptavidin Aufnahmen werden in 
% der gefärbten Zellen angegeben. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden 
gezeigt. (b) Repräsentative Bilder von (a) sind dargestellt. Neben Hellfeld und dem AlexaFluor Signal wird ein 
übereinandergelegtes Bild beider Kanäle gezeigt (merge). Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-
WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 
0.05; ns nicht signifikant. Abkürzungen: HF Hellfeld, AF AlexaFluor, B- Biotin-tag. Modifiziert nach [361]. 

 

Neben DEDid wurde die Rolle der Typ I DED Interaktion auch durch Mutationen der hydrophoben 

Tasche der DED1 von Caspase-8 untersucht. Die Typ I DED Interaktion von Caspase-8 wird durch 

hydrophobe Interaktionen zwischen einer Tasche mit Y8 in der DED1 und dem FL Motiv in DED2 von 

Caspase-8 hervorgerufen. Um die Typ I DED Interaktion und ihre Bedeutung zu untersuchen, wurde 

die hydrophobe Tasche der DED1 durch Mutationen verändert. Die Mutanten wurden in 

Zusammenarbeit mit Dr. Nikita Ivanisenko entwickelt. Um die hydrophobe Tasche der Caspase-8 DED1 

zu verändern, wurden Y8 und L42 durch Serin ausgetauscht (LY) (Abbildung 17). Serin wurde gewählt, 

um zu gewährleisten, dass die Aminosäurenaustausche hydrophil sind, um die DED2 Bindungstasche 

der DED1 generell hydrophil zu gestalten, was dazu führt, dass DED1 und DED2 nicht miteinander 

interagieren. Zusätzlich wurde eine Dreifachmutante entwickelt, die wie zuvor Y8S und L42S enthält, 

aber auch M43A (LYM) (Abbildung 17) [361]. Die Mutanten sind so designt, dass Mutationen in der 

DEDid Bindungsseite integriert sind. 

Für eine weitere Strategie, um die Typ I DED Interaktion zu untersuchen, wurde nach kleinen DED 

Proteinen gesucht, deren DED hydrophil ist. Es wurde PEA15 gefunden. PEA15 ist ein DED-Protein, 

welches anti-apoptotisch wirkt und an FADD oder Caspase-8 bindet und TNF-induzierte Apoptose 

inhibiert [364]. Die DED von Caspase-8 wurde nach dem Vorbild der DED von PEA-15 mutiert (P15) 

(Q46S, Q49E, F3Y, G11T, L42S, M43A, E12N, Y8Q, E56K), wodurch ebenfalls eine hydrophile DED1 

entstand (Abbildung 17).  

Insgesamt wurden somit zwei verschiedene Möglichkeiten in Form eines Peptids und Typ I DED 

Interaktionsmutanten entwickelt, um die Typ I DED Interaktion zu untersuchen. Dies soll in Zukunft ein 

tieferes Verständnis dafür liefern wie genau Caspase-8 in den DED Filamenten aktiviert wird. 
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Abbildung 17: Positionen der Typ I DED Interaktionsmutationen in der DED1 von Procaspase-8a. 
(a) Dargestellt ist die Procaspase-8a Aminosäuresequenz. DED1 (AS 2-80) und DED2 (AS 100-177) sind in rot gezeigt. In grün 
sind die Typ I DED Interaktions-Mutanten an Position Y8, L42 und M43 dargestellt. Die Mutationsstellen für Caspase-8 P15 
sind zusätzlich zu den grün markierten AS in blau dargestellt. (b) Schematische Darstellung von Procaspase-8a und die 
Positionen der Typ I DED Interaktions-Mutanten in der DED1 von Procaspase-8 im gleichen Farbschema wie in (a). 

 

Um den Einfluss der Typ I DED Interaktionsmutanten auf den CD95L-induzierten apoptotischen 

Signalweg zu untersuchen, wurde zunächst Procaspase-8 in HeLa-CD95 mit einem CRISPR/Cas9 

knockout (ko) ausgeknockt. Dieses Zelllinienmodel bietet die Möglichkeit durch Transfektion den 

Caspase-8 wt (Wildtyp) und die Caspase-8 Typ I DED Interaktionsmutanten zu re-exprimieren ohne 

Nebeneffekte von endogenem Caspase-8 zu haben. Der Caspase-8 ko der verschiedenen Einzelklone 

wurde mit Western Blot bestätigt (Anhang 1a). Zusätzlich wurde die Expression anderer Proteine des 

apoptotischen Signalwegs mit HeLa-CD95 Zellen verglichen, um zu gewährleisten, dass dort keine 

Änderungen der Proteinexpressionen sind. Alle Klone hatten vergleichbare Proteinexpressionen 

verglichen mit HeLa-CD95 Zellen. Anhand der Ergebnisse aus diesen Western Blots wurden fünf Klone 

ausgewählt, deren Zellviabilität im Vergleich zu HeLa-CD95 Zellen nach CD95L Stimulation analysiert 

wurde. Alle fünf Klone sind resistent gegen den Verlust der Zellviabilität nach CD95L Behandlung, 

wohingegen ein konzentrationsabhängiger Verlust der Zellviabilität nach CD95L Stimulation in HeLa-

CD95 Zellen zu sehen war (Anhang 1b, c). Anhand dieser Ergebnisse wurde Klon C10 für weitere 

Experimente ausgewählt, da die Expression aller getesteten Proteine vergleichbar mit der Expression 

in HeLa-CD95 Zellen war. Um eine vergleichbare Proteinexpression zwischen endogenem Caspase-8 

von HeLa-CD95 mit der Re-Expression von Caspase-8 nach Transfektion zu gewährleisten, wurden die 
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HeLa-CD95-C8-ko Zellen mit verschiedenen Mengen Caspase-8a transfiziert und mit der Procaspase-8 

Expression der HeLa-CD95 Zellen verglichen (Anhang 2a). Dies soll dabei helfen, keine Artefakte durch 

eine Caspase-8 Überexpression zu haben, da das Ziel ist die Typ I DED Interaktion in endogenen 

Caspase-8 Mengen zu untersuchen. Anhand dessen wurde eine Transfektionsmenge von 0,5 µg 

Plasmid ausgewählt. Als nächstes wurde überprüft ob sich neben Caspase-8 wt auch die Caspase-8 Typ 

I DED Interaktionsmutanten in HeLa-CD95-C8-ko Zellen exprimieren lassen. Sowohl Caspase-8 wt als 

auch die drei Typ I DED Interaktionsmutanten Caspase-8-LY, -LYM und -P15 können in HeLa-CD95-C8-

ko Zellen exprimiert werden und werden im Weiteren jeweils als HeLa-CD95-C8-wt, HeLa-CD95-C8-LY, 

HeLa-CD95-C8-LYM oder HeLa-CD95-C8-P15 bezeichnet (Anhang 2b). Anhand dieser Ergebnisse 

konnte ein Zelllinienmodel für die Untersuchungen der Caspase-8 Typ I DED Interaktionsmutanten 

gefunden werden, in dem nun der Einfluss der Typ I DED Interaktion für den CD95L-induzierten 

apoptotischen Signalweg analysiert werden kann. 

 

3.1.2. DEDid und Typ I DED Interaktionsmutanten blockieren die Caspase Aktivität 

 

Die Typ I DED Interaktionsmutanten sollen die Filamentbildung und somit Aktivierung von 

Procaspase-8 am DISC blockieren. Um dies zu überprüfen, wurde ein Caspase-8 Aktivitätsassay am 

DISC durchgeführt [358]. Hierfür wurde der DISC von HeLa-CD95-C8-wt und HeLa-CD95-C8-

LY/LYM/P15 Zellen immunpräzipitiert (Anhang 3) und anschließend die Caspase-8 Aktivität am DISC 

gemessen. HeLa-CD95-C8-wt Zellen, zeigten einen zeitabhängigen Anstieg der Caspase-8 Aktivität am 

DISC (Abbildung 18). HeLa-CD95-C8-LY/LYM/P15 Zellen zeigten hingegen keinerlei Caspase-8 Aktivität 

am DISC (Abbildung 18). Somit ist die Aktivierung der Caspase-8 am DISC mit den Typ I DED 

Interaktionsmutanten geblockt. 

 

 
Abbildung 18: Typ I DED Interaktionsmutanten blockieren Caspase-8 Aktivität am DISC. 
HeLa-CD95-C8-ko Zellen wurden mit den Plasmiden für Caspase-8 wt und Typ I DED Interaktionsmutanten transfiziert. 48 h 
nach Transfektion wurden die transfizierten Zellen mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. Im Anschluss erfolgte eine DISC-IP mit 
anti-APO-1 Antikörper. Der DISC Komplex wurde an Sepharose-A-Beads mittels anti-APO-1 Antikörper gekoppelt. Die 
Sepharose-A-Beads wurden für die Messung der Caspase-8 Aktivität genutzt. Die Caspase-8 Aktivität am DISC wurde mit dem 
Caspase-Glo®8 Assay (Promega) gemessen. Werte zum Zeitpunkt Null wurden auf 1 RU normiert. Mittelwert und 
Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem 
ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; 
**p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Abkürzungen: - untransfiziert, ø pcDNA3, wt Wildtyp. Modifiziert nach [361]. 
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Caspase-3 und -7 sind Substrate von Caspase-8 und werden durch Caspase-8 aktiviert [29], [100], [101]. 

Folglich sollte eine Inhibition der Caspase-8 Filamentbildung und Aktivierung zu einer Blockade der 

Caspase-3/7 Aktivität führen. Um dies zu untersuchen wurde im Folgenden der Einfluss von DEDid und 

den Caspase-8 Typ I DED Interaktionsmutanten auf die CD95L-induzierte Caspase-3/7 Aktivität 

analysiert. Dies kann Rückschlüsse auf die Wichtigkeit der Aktivierung der Caspase-Kaskade durch die 

Caspase-8 Filamentbildung geben. Neben HeLa-CD95 Zellen wurde auch der Einfluss von DEDid auf 

MV4-11 Zellen untersucht, um zu gewährleisten, dass die Typ I DED Interaktion in mehreren Zelllinien 

die gleiche Rolle innehat, insbesondere auch in CD95L resistenteren Zelllinien. Eine Stimulation von 

HeLa-CD95 und MV4-11 Zellen mit CD95L führte zu einem Anstieg der Caspase-3/7 Aktivität. Die 

Kombination aus DEDid und CD95L führte zu einer DEDid-konzentrationsabhängigen Blockierung der 

Caspase-3/7 Aktivität (Abbildung 19a, b). Das Kontrollpeptid #3 hatte keinen Einfluss auf die CD95L-

induzierte Caspase-3/7 Aktivität. Auch B-DEDid/CD95L Stimulation führte in HeLa-CD95 und MV4-11 

Zellen zu einer Verringerung der Caspase-3/7 Aktivität verglichen mit alleiniger CD95L Stimulation 

(Anhang 4a, b). Um auszuschließen, dass DEDid neben der Caspase-8 aktivitätsabhängigen Caspase-

3/7 Aktivität einen Einfluss auf die Caspase-3/7 Aktivität hat, wurden HeLa-CD95-C8-ko Zellen mit 

CD95L und DEDid behandelt (Abbildung 19c). HeLa-CD95-C8-ko Zellen zeigten erwartungsgemäß 

keinen Anstieg der Caspase-3/7 Aktivität nach CD95L Stimulation und DEDid zeigte keinen Einfluss auf 

die Caspase-3/7 Aktivität in HeLa-CD95-C8-ko Zellen.  

Vergleichbare Ergebnisse wurden auch mit den Typ I DED Interaktionsmutanten, exprimiert in HeLa-

CD95-C8-ko, erzielt. Eine CD95L Stimulation führte in HeLa-CD95-C8-wt Zellen zu einem Anstieg der 

Caspase-3/7 Aktivität. Die Caspase-3/7 Aktivität nach CD95L Stimulation war blockiert, wenn HeLa-

CD95-C8-ko Zellen die Typ I DED Interaktionsmutanten (C8-LY, C8-LYM, C8-P15) exprimierten 

(Abbildung 19d). Dies galt für alle drei Typ I DED Interaktionsmutanten. 

Insgesamt inhibierte sowohl DEDid als auch die Expression der Typ I DED Interaktionsmutanten die 

CD95L-induzierte Caspase-3/7 Aktivität, was zeigt, dass mit beiden Ansätzen gleichermaßen die 

Caspase-3/7 Aktivität beeinflusst wird. Dies gibt weitere Hinweise darauf, dass die Typ I DED 

Interaktion elementar ist das apoptotische Signal durch CD95L weiterzuleiten und zur Aktivität von 

Effektorcaspasen zu führen.  
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Abbildung 19: DEDid und Caspase-8 Typ I DED Interaktionsmutanten blockieren CD95L-induzierte Caspase-3/7 Aktivität.  
(a-c) HeLa-CD95 (a), MV4-11 (b) und HeLa-CD95-C8-ko (c) Zellen wurden 2 h mit den angegebenen Konzentrationen DEDid 
und #3 stimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 125 ng/ml (a, c) oder 500 ng/ml (b) CD95L für 2 h stimuliert. (d) HeLa-
CD95-C8-ko Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen mit 
500 ng/ml CD95L für 3 h stimuliert. Eine repräsentative Transfektionskontrolle ist unter dem Diagramm dargestellt. Die 
Caspase-3/7 Aktivität wurde mit dem Caspase-Glo®3/7 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 1 RU 
genommen und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen 
Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem 
post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. 
Abkürzungen: ø pcDNA3, wt Wildtyp. Modifiziert nach [361]. 

 

Wie schon in Abbildung 19d zu erkennen ist, führte eine Re-Expression von Caspase-8 wt in HeLa-CD95-

C8-ko Zellen zu einem Anstieg der Caspase-3/7 Aktivität nach CD95L Stimulation. Dies führte zu der 

Frage, ob DEDid auch die CD95L-induzierte Caspase-3/7 Aktivität in HeLa-CD95-C8-ko Zellen, die 

Caspase-8 re-exprimieren beeinflusst, was die Spezifität von DEDid auf Caspase-8 bestätigen würde. 

Eine Zugabe von DEDid/CD95L in HeLa-CD95-C8-wt Zellen führte zu einer Verringerung der Caspase-

3/7 Aktivität verglichen mit alleiniger CD95L Stimulation (Abbildung 20). Übereinstimmend mit 
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vorherigen Ergebnissen war die CD95L-induzierte Caspase-3/7 Aktivität in Zellen, die die Typ I DED 

Interaktionsmutanten exprimierten, blockiert. Die Zugabe von DEDid/CD95L hatte daher keinen Effekt 

auf Zellen, die die Typ I DED Interaktionsmutanten exprimierten. Somit sind die Ergebnisse 

übereinstimmend mit den vorher aufgezeigten Ergebnissen und dem Einfluss von DEDid und Typ I DED 

Interaktionsmutanten auf die CD95L-induzierte Caspase-3/7 Aktivität. Daher konnte auch aus diesen 

Ergebnissen erkannt werden, dass die Caspase-8 Filamentbildung durch die Typ I DED Interkation 

elementar für die Aktivierung von Effektorcaspasen ist. 

 

 
Abbildung 20: Re-Expression von Caspase-8 in HeLa-CD95-C8-ko Zellen führt zu CD95L-induzierter Caspase-3/7 Aktivität, 
die durch DEDid geblockt wird. 
HeLa-CD95-C8-ko Zellen wurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die transfizierten 
Zellen 2 h vorinkubiert mit 5 µM DEDid oder #3 und anschließend für 3 h mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. Eine repräsentative 
Transfektionskontrolle ist neben dem Diagramm dargestellt. Die Caspase-3/7 Aktivität wurde mit dem Caspase-Glo®3/7 Assay 
(Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 1 RU genommen und alle anderen Werte wurden darauf normiert. 
Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt 
mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; 
***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Abkürzungen: - untransfiziert, ø pcDNA3, wt Wildtyp. Modifiziert 
nach [361] 

 

Da DEDid potenziell auch an weitere DED Proteine, wie c-FLIP und FADD bindet, wurde der mögliche 

Einfluss von DEDid auf diese DED Proteine untersucht. Zunächst wurden HeLa-CD95-FL (HeLa-CD95 

Zellen, die c-FLIPL überexprimieren) und HeLa-CD95-c-FLIP-ko (HeLa-CD95 Zellen mit einem c-FLIP ko) 

Zellen mit CD95L sowie der Kombination von DEDid/CD95L und #3/CD95L behandelt, um den Einfluss 

von DEDid auf c-FLIP näher zu betrachten (Anhang 4c, d, 5). Eine CD95L Stimulation führte zu einem 

Anstieg der Caspase-3/7 Aktivität sowohl in HeLa-CD95-FL als auch in HeLa-CD95-c-FLIP-ko Zellen. 

HeLa-CD95-FL Zellen zeigten, als resistente Zelllinie [34], einen schwächeren Anstieg der Caspase-3/7 

Aktivität nach einer Stimulation mit 500 ng/ml CD95L als HeLa-CD95-c-FLIP-ko Zellen nach einer 

Stimulation mit 125 ng/ml CD95L. Dennoch führte eine Kombination aus DEDid/CD95L in beiden Zellen 

zu einer konzentrationsabhängigen Verringerung der Caspase-3/7 Aktivität verglichen mit alleiniger 

CD95L Behandlung (Anhang 4c, d). Die Kontrolle #4, welche die gleiche Sequenz wie DEDid hat und nur 

das FL Motiv mutiert ist, zeigte keine Verringerung der Caspase-3/7 Aktivität nach #4/CD95L 

Stimulation verglichen mit CD95L allein. Dies zeigte die Spezifität von DEDids Nachahmung des FL 

Motivs. Folgend aus diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass DEDid den gleichen Einfluss auf 

die CD95L-induzierte Caspase-3/7 Aktivität hat wie zuvor (Abbildung 19) auch in Zellen, die c-FLIP 

überexprimieren oder c-FLIP ko sind. 
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In Silico Analysen von Dr. Nikita Ivanisenko zeigten, dass DEDid mit FADD an H9 und L43 der FADD DED 

interagiert. Die FADD DED bildet mit den Aminosäureresten L5, V6, L43 und L50 eine hydrophobe 

Tasche an der DEDid laut Computermodel binden kann. Um dies experimentell nachzuweisen, wurden 

Jurkat-FADD-ko und HeLa-CD95 mit FADD wt und FADD Mutanten transfiziert. Die FADD Mutanten 

umfassen L43S/H9S (LH), L5S/H9S/L43S (LHL) und L5S/H9S/L43S/S47E (LHSL). Alle drei Mutanten 

führen zu einer Veränderung der hydrophoben Tasche der FADD DED und befinden sich in der DEDid-

FADD Bindungsseite. Jurkat-FADD-ko Zellen sind resistent gegenüber CD95L-induzierter Caspase-3/7 

Aktivierung (Abbildung 21a). Die Re-Expression von FADD wt zeigte einen Anstieg der Caspase-3/7 

Aktivität nach CD95L und #3/CD95L Stimulation, was geblockt wurde durch DEDid. Zusätzlich wurde 

die CD95L-induzierte Caspase-3/7 Aktivität in FADD-DED Mutanten exprimierenden Zellen geblockt. 

DEDid hatte keinen weiteren Einfluss auf CD95L stimulierte Jurkat-FADD-ko Zellen, die FADD-DED 

Mutanten exprimierten. 

Weiterhin wurde untersucht, wie eine FADD Überexpression das Verhalten von DEDid verändert. Dafür 

wurden HeLa-CD95 Zellen, die endogen FADD exprimierten, mit FADD wt sowie den FADD-DED 

Mutanten transfiziert. Wie schon zuvor führte die Stimulation mit CD95L und #3/CD95L zu einem 

Anstieg der Caspase-3/7 Aktivität in HeLa-CD95 Zellen (Abbildung 21b). Die Überexpression von FADD 

wt zeigte einen stärkeren Anstieg der CD95L-induzierten Caspase-3/7 Aktivität, während DEDid/CD95L 

die Caspase-3/7 Aktivität verringerte. Die Expression von FADD DED-Mutanten in HeLa-CD95 Zellen 

führte zu einer vergleichbaren Caspase-3/7 Aktivität wie in untransfizierten oder mit pcDNA3 (ø) 

transfizierten Zellen. Zusammengefasst hatten die FADD DED-Mutanten einen inhibitorischen Effekt 

auf die CD95L-induzierte Caspase-3/7 Aktivität und DEDid reduzierte die CD95L-induzierte Caspase-

3/7 Aktivität auch nach FADD Überexpression. Somit zeigten auch Zelllinienmodelle mit verschiedenen 

Expressionsleveln der DED Proteine c-FLIP und FADD, dass DEDid die CD95L-induzierte Caspase-3/7 

Aktivität ähnlich zu Zellen mit endogenen FADD und c-FLIP Expressionsleveln beeinflusst. 
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Abbildung 21: Re-Expression von FADD in Jurkat-FADD-ko A3 Zellen führt zu CD95L-induzierter Caspase-3/7 Aktivität, die 
durch DEDid geblockt wird. 
(a, b) Jurkat-FADD-ko A3 (a) und HeLa-CD95 (b) Zellen wurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 24 h (a) oder 48 h 
(b) nach Transfektion wurden die transfizierten Zellen 2 h vorinkubiert mit 5 µM DEDid oder #3 und anschließend für 3 h mit 
500 ng/ml CD95L stimuliert. Repräsentative Transfektionskontrollen sind neben den Diagrammen dargestellt. Die Caspase-
3/7 Aktivität wurde mit dem Caspase-Glo®3/7 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 1 RU genommen 
und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten 
werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey 
Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Abkürzungen: - 
untransfiziert, ø pcDNA3, wt Wildtyp 

 

In den gezeigten Experimenten wurde der Einfluss von DEDid auf die Caspase-3/7 Aktivität untersucht. 

Jedoch wird Caspase-3/7 auch Caspase-8 unabhängig durch den intrinsischen apoptotischen Signalweg 

aktiviert [78]. Diese Caspase-3/7 Aktivität sollte durch DEDid unbeeinflusst sein. Um dies zu überprüfen 

wurden MV4-11 Zellen und HeLa-CD95 Zellen mit dem Mcl-1 Inhibitor S63845 allein und in 

Kombination mit DEDid behandelt. S63845 führte zu einem Anstieg der Caspase-3/7 Aktivität 

(Abbildung 22). Die DEDid/S63845 Kombination führte zu einem vergleichbaren Anstieg der Caspase-

3/7 Aktivität wie S63845 allein. Somit hat DEDid keinen Einfluss auf die intrinsisch aktivierte Caspase-

3/7 Aktivität, was DEDids Spezifität für DED Proteine unterstreicht. 
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Abbildung 22: DEDid hat keinen Effekt auf S63845-induzierte Caspase-3/7 Aktivität.  
(a, b) MV4-11 (a) und HeLa-CD95 (b) Zellen wurden für 2 h mit den angezeigten Konzentrationen DEDid stimuliert und im 
Anschluss mit den gezeigten Konzentrationen S63845 für 2 h (a) oder 3 h (b). Die Caspase-3/7 Aktivität wurde mit dem 
Caspase-Glo®3/7 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 1 RU genommen und alle anderen Werte 
wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden gezeigt. 
Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den 
folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. 

 

Insgesamt führte die DEDid/CD95L Behandlung verglichen mit CD95L Stimulation zu einer Inhibierung 

der Caspase-3/7 Aktivität. Caspase-3 Aktivität ist gekennzeichnet durch die Spaltung in die Caspase-3 

Spaltprodukte p19/17. Anschließend sollte nun der Einfluss von DEDid auf die CD95L-induzierte 

Aktivierung durch Spaltung von Caspase-3 auf Proteinebene untersucht werden. Ziel war es zu 

untersuchen, ob die vorherigen Ergebnisse sich verifizieren lassen durch einen beobachtbaren Einfluss 

von DEDid auf die Caspase-3 Spaltung. Weiterhin bietet dies auch die Möglichkeit nicht nur den Einfluss 

von DEDid auf die Caspase-8 Spaltung zu untersuchen, sondern auch auf das Caspase-3 Substrat 

PARP1, dessen Spaltung ein Zeichen von Apoptose-Induktion ist. Die zuvor beobachtete Caspase-3 

Aktivierung durch den Caspase-3/7 Aktivitätsassay nach CD95L Stimulation war konsistent mit der 

Spaltung von Caspase-3 in der Western Blot Analyse. DEDid inhibierte die CD95L-induzierte Spaltung 

von Caspase-3 in HeLa-CD95 und MV4-11 Zellen (Abbildung 23). Ähnliche Effekte waren auch bei der 

Spaltung von Procaspase-8 zu p43/41 und p18, sowie bei der Spaltung von PARP1 zu sehen (Abbildung 

23, Anhang 6). Die Spaltung von c-FLIPL zu p43 war auch verringert nach der DEDid/CD95L Stimulation 

verglichen mit CD95L oder #3/CD95L und #4/CD95L Stimulation, allerdings weniger deutlich als bei den 

anderen untersuchten apoptotischen Spaltprodukten. Zusammengefasst unterstützten diese 

Ergebnisse die Ergebnisse der Caspase-3/7 Aktivitätsassays. 

Insgesamt führte die Blockade der Typ I DED Interaktion der Caspase-8 zu einer Inhibierung der CD95L-

induzierten Caspaseaktivität. Dies konnte erstmals mit zwei Ansätzen gezeigt werden: zum einen Typ 

I DED Interaktionsmutanten sowie erstmalig mit dem Peptid DEDid. Daraus ist zu schließen, dass die 

Typ I DED Interaktion elementar ist für die Aktivierung von Caspase-8 und der darauffolgenden 

Caspase-Kaskade. 
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Abbildung 23: DEDid inhibiert die CD95L-induzierten apoptotischen Spaltprodukte. 
(a, b) HeLa-CD95 (a) und MV4-11 (b) Zellen wurden für 2 h mit 5 µM DEDid oder #3 (a, b) und #4 (a) stimuliert. Anschließend 
wurden die Zellen mit den angezeigten Konzentrationen CD95L für die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. Zelllysate wurden 
mit Western Blots mit den gezeigten Antikörpern analysiert. Aktin wurde als Ladekontrolle genutzt. Unter den Blots wird die 
Quantifizierung der Blots, normiert auf Aktin, angezeigt. Ein repräsentativer Western Blot von n=3 wird gezeigt. Unstimulierte 
Kontrolle für (a) wird in Anhang 6 dargestellt. Abkürzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, l.B. lange Belichtungszeit, * 
unspezifische Banden. Modifiziert nach [361]. 

 

3.1.3. DEDid und Caspase-8 Typ I DED Interaktionsmutanten blockieren Apoptose 

 

Sowohl DEDid als auch die Typ I DED Interaktionsmutanten blockierten die CD95L-induzierte Caspase-

3/7 Aktivität, was dazu führen sollte, dass auch der Zelltod blockiert sein sollte. Dies soll zu 

Erkenntnissen führen, inwieweit die Typ I DED Interaktion nicht nur die Caspase-Kaskade beeinflusst, 

sondern auch den dadurch induzierten Zelltod. Um dieses zu überprüfen, wurden MV4-11 Zellen mit 

CD95L, DEDid/CD95L und #3/CD95L für 8 h stimuliert. CD95L und #3/CD95L Stimulationen führten zu 

einer Reduktion der Zellviabilität (Abbildung 24a). Im Vergleich dazu blockierte DEDid den CD95L-

abhängigen Verlust der Zellviabilität. 

Nun sollte auch der Einfluss der Typ I DED Interaktionsmutanten auf den Zellviabilitätsverlust 

untersucht werden. CD95L stimulierte HeLa-CD95-C8-ko Zellen zeigten keinen Verlust der Zellviabilität, 

während HeLa-CD95-C8-wt Zellen eine Reduktion der Zellviabilität nach 8 h und 24 h nach CD95L 

Stimulation zeigten (Abbildung 24b-d). HeLa-CD95-C8-LY/LYM/P15 Zellen waren resistent gegenüber 

dem Verlust der Zellviabilität nach CD95L Stimulation. Somit stimmen diese Ergebnisse mit den 

Erwartungen und Ergebnissen aus den Caspase Aktivitätsassays überein, da daraus zu schließen ist, 
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dass eine Inhibierung der Typ I DED Interaktion auch den CD95L-induzierten Zellviabilitätsverlust 

blockiert. 

 

 
Abbildung 24: DEDid und die Typ I DED Interaktionsmutanten inhibieren Zellviabilitätsverlust nach CD95L Stimulation. 
(a) MV4-11 Zellen wurden für 2 h mit den angegebenen Konzentrationen DEDid oder #3 stimuliert und anschließend mit 
500 ng/ml CD95L für 6 h. (b, c) HeLa-CD95-C8-ko Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden transfiziert. 48 h nach 
Transfektion wurden die Zellen mit 500 ng/ml CD95L für 8 h (b) oder 24 h (c) stimuliert. (d) Eine repräsentative 
Transfektionskontrolle von n= 3 für (b, c) ist dargestellt. Die Zellviabilität wurde mit dem CellTiter Glo®2.0 Assay (Promega) 
gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert 
und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem 
ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; 
**p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Abkürzungen: - untransfiziert, ø pcDNA3, wt Wildtyp. Modifiziert nach [361]. 
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Da die Zellviabilitätsassays nur eine Aussage zum Zellviabilitätsverlust liefern und nicht auf die Art des 

Zelltodes, wie Apoptose, wurde der Einfluss von DEDid und den Typ I DED Interaktionsmutanten auf 

den apoptotischen Zelltod untersucht. Um tote Zellen von viablen Zellen zu unterscheiden wurden die 

HeLa-CD95 Zellen mit Annexin-V-FITC und PI gefärbt. Viable Zellen sind negativ, während früh 

apoptotische Zellen Annexin-V-FITC positiv sind. Spät apoptotische Zellen kennzeichnen sich durch 

eine doppelte Färbung von Annexin-V-FITC und PI. Die spät apoptotischen Zellen zeigten die typische 

apoptotische Morphologie der geschrumpften Zellen und des Bildens apoptotischer Körperchen nach 

membrane blebbing (Abbildung 25a). HeLa-CD95 Zellen zeigten einen Abfall der viablen Zellen und 

einen Anstieg der früh apoptotischen Zellen nach CD95L Stimulation. Ähnliche Resultate waren in den 

HeLa-CD95 Zellen zu sehen, die mit #3 und CD95L stimuliert wurden. Eine Kombination aus DEDid und 

CD95L führte hingegen zu einer Blockade des CD95L-induzierten apoptotischen Zelltods. Die Anzahl 

viabler Zellen wurde nicht reduziert und es war kein Anstieg in früh apoptotischen Zellen zu erkennen. 

Ähnliche Ergebnisse wurden auch mit MV4-11 Zellen erzielt (Anhang 7). Dies zeigte, dass DEDid nicht 

nur die CD95L-induzierte Caspase-3/7 Aktivität verringert, sondern auch den CD95L-abhängigen 

apoptotischen Zelltod blockierte.  
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Abbildung 25: DEDid blockiert CD95L-induzierte Apoptose in HeLa-CD95 Zellen. 
(a) Repräsentative Bilder der bildgebenden Durchflusszytometrie. Es werden lebendige (negative), Annexin-V-FITC positive 
(früh apoptotische) und doppelt positive (spät apoptotische) Zellen von links nach rechts nach 125 ng/ml CD95L Stimulation 
gezeigt. (b) HeLa-CD95 Zellen wurden für 2 h mit DEDid vorstimuliert und im Anschluss für 4 h mit 125 ng/ml CD95L stimuliert. 
Die Zellen wurden mit Annexin-V-FITC und PI gefärbt und mit dem bildgebendem Durchflusszytometer gemessen. Die 
gemessenen Zellen wurden in lebendige (negative), Annexin-V-FITC positive (früh apoptotische) und doppelt positive (spät 
apoptotische) Zellen unterteilt. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden gezeigt. 
Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den 
folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Abkürzungen: AVF Annexin-V-
FITC, HF Hellfeld, PI Propidiumiodid. Modifiziert nach [361]. 

 

Da nun gezeigt wurde, dass DEDid die CD95L-induzierte Apoptose inhibiert, sollte auch untersucht 

werden, ob die Typ I DED Interaktionsmutanten ebenfalls Apoptose nach CD95L Stimulation 

blockieren. Hierfür wurden die HeLa-CD95-C8-ko Zellen nach Transfektion mit Typ I DED 

Interaktionsmutanten LY, LYM und P15 und CD95L Stimulation mit Annexin-V-FITC und PI gefärbt. Die 

Zellen wurden in negativ (lebendig), Annexin-V-FITC (früh apoptotisch) und doppelt positiv (spät 

apoptotisch) unterteilt. Die mikroskopischen Bilder des bildgebenden Durchflusszytometers zeigten 

auch hier die typische apoptotische Morphologie für HeLa-CD95-C8-wt nach CD95L Stimulation 

(Abbildung 26a). HeLa-CD95-C8-wt Zellen zeigten eine Reduktion der viablen Zellen nach CD95L 
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Stimulation. HeLa-CD95-C8-ko Zellen, die die Typ I DED Interaktionsmutanten exprimierten, waren 

hingegen resistent gegenüber Apoptose nach CD95L Stimulation (Abbildung 26b-d). HeLa-CD95-C8-wt 

Zellen zeigten jedoch auch ohne CD95L Stimulation einen Anstieg der Anzahl spät apoptotischer Zellen 

(Abbildung 26b). Die Überexpression von Caspase-8 führte somit bereits ohne zusätzliche Apoptose-

induzierenden Stimulus zu Apoptose. Dahingegen war dies nicht bei Zellen, die die Typ I DED 

Interaktionsmutanten exprimierten, zu erkennen. Dies verdeutlichte erneut, dass eine Überexpression 

von Caspase-8 zu einem Anstieg apoptotischer Zellen führte, aber die Typ I DED Interaktionsmutanten 

exprimierenden Zellen resistent gegenüber Apoptose waren, auch nach Überexpression. 

Zusammengefasst blockierten DEDid und die Typ I DED Interaktionsmutanten die CD95L-induzierte 

Apoptose, was zu den vorherigen Ergebnissen passte. Somit konnte insgesamt erstmalig gezeigt 

werden, dass mit DEDid und mit Typ I DED Interaktionsmutanten, nicht nur die CD95L-induzierte 

Caspase Aktivität blockiert ist, sondern auch die CD95L-abhängige Apoptose. Dies zeigte, dass die Typ 

I DED Interaktion wesentlich für die Induzierung von Caspase Aktivität sowie Apoptose ist. 
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Abbildung 26: Typ I DED Interaktionsmutanten blockieren CD95L-inudzierte Apoptose. 
(a) Repräsentative Bilder der bildgebenden Durchflusszytometrie. Es werden lebendige (negative), Annexin-V-FITC positive 
(früh apoptotische) und doppelt positive (spät apoptotische) Zellen von links nach rechts nach 125 ng/ml CD95L Stimulation 
gezeigt. (b, c) HeLa-CD95-C8-ko Zellen wurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden 
die Zellen für 4 h mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. Die Zellen wurden mit Annexin-V-FITC und PI gefärbt und mit dem 
bildgebendem Durchflusszytometer gemessen. Die gemessenen Zellen wurden in lebendige (negative) (c), Annexin-V-FITC 
positive (früh apoptotische) und doppelt positive (spät apoptotische) Zellen (b) unterteilt. (d) Eine repräsentative 
Transfektionskontrolle von n=3 für (b, c) ist dargestellt. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen 
Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem 
post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. 
Abkürzungen: AVF Annexin-V-FITC, HF Hellfeld, PI Propidiumiodid, - untransfiziert, ø pcDNA3, wt Wildtyp. Modifiziert 
nach[361]. 
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3.1.4. DEDid und Typ I DED Interaktionsmutanten destabilisieren die DISC Formation 

 

Der DISC bildet die Plattform für Caspase-8 Aktivierung in DED Filamenten. An den DISC binden aber 

auch andere DED Proteine wie FADD und c-FLIP [38], [39]. Daher sollte untersucht werden, ob ein 

Caspase-8 ko die DISC Bildung beeinflusst und ob c-FLIP an FADD ohne Caspase-8 bindet. Dies soll die 

Grundlage dazu geben, um die DISC Bildung zwischen Caspase-8 ko Zellen und Zellen, die die Typ I DED 

Interaktionsmutanten exprimieren, später zu vergleichen. Dafür wurde der DISC immunpräzipitiert 

(DISC-IP) indem CD95 mit einem APO-1 Antikörper immunpräzipitiert wurde. HeLa-CD95 Zellen 

wurden für 20 min mit 125 ng/ml oder 500 ng/ml CD95L stimuliert und alle Kernkomponenten des 

DISC konnten konzentrationsabhängig in der DISC-IP detektiert werden. Es wurde Procaspase-8 sowie 

dessen Spaltprodukte p43/41 und p18, c-FLIPL und c-FLIPS mit den Spaltprodukten p43 und p22, 

Procaspase-10 und FADD detektiert (Abbildung 27). Die DISC-IP in HeLa-CD95-C8-ko Zellen nach 20 min 

500 ng/ml CD95L Stimulation führte ebenfalls zu einer IP von Procaspase-10, FADD und c-FLIPL und c-

FLIPS mit den Spaltprodukten p43 und p22. Insgesamt wurden aber weniger DISC-Proteine in der DISC-

IP der HeLa-CD95-C8-ko Zellen detektiert als in HeLa-CD95 Zellen (Abbildung 27). Allerdings zeigte 

diese DISC-IP, dass sowohl Procaspase-10 als auch c-FLIP unabhängig von Procaspase-8 an den DISC 

rekrutiert werden. Das würde bedeuten, dass c-FLIP und Caspase-10 direkt mit FADD interagieren 

können und Caspase-8 nicht als einziges DED Protein mit FADD interagiert. Weiterhin wurden auch die 

c-FLIP Spaltprodukte in HeLa-CD95-C8-ko Zellen nachgewiesen, was zeigte, dass nicht nur Caspase-8 

c-FLIP spaltet. Interessanterweise war auch weniger FADD am DISC in HeLa-CD95-C8-ko Zellen zu 

sehen, obwohl FADD vor Caspase-8 an den DISC an CD95 rekrutiert wird. Dies zeigte, dass Caspase-8 

eventuell für die Stabilität des DISC verantwortlich ist. 

 

 
Abbildung 27: Caspase-8 ko in HeLa-CD95 Zellen führt zu weniger DISC Formierung. 
HeLa-CD95 und HeLa-CD95-C8-ko Zellen wurden für 20 min mit 125 oder 500 ng/ml CD95L stimuliert. Der DISC wurde 
immunpräzipitiert mit anti-APO1. Die DISC-IP wurde mittels Western Blot mit den angegebenen Antikörpern analysiert. CD95 
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ist die Ladekontrolle für die DISC-IP (rechts). Aktin ist die Ladekontrolle für das Lysat (links). Eine repräsentative IP von n=3 
wird gezeigt. Abkürzungen: IP Immunpräzipitation, k.B. kurze Belichtungszeit, l.B. lange Belichtungszeit, BK Bead Kontrolle, * 
unspezifische Banden. Modifiziert nach [361]. 

 

Da nun nachgewiesen werden konnte, dass DEDid und die Typ I DED Interaktionsmutanten Apoptose 

nach CD95L Behandlung inhibieren (Abbildung 25, 26), sollte weiterführend die DISC Formierung 

untersucht werden, da dies der Komplex ist in dem Caspase-8 in DED Filamenten aktiviert wird. 

Insbesondere war es von Interesse zu untersuchen, inwieweit Typ I DED Interaktionsmutationen die 

Formierung des DISC beeinflussen. Vergleichbar mit den vorherigen Ergebnissen (Abbildung 27) 

konnten c-FLIP und FADD nach 20 min CD95L Stimulation in HeLa-CD95-C8-ko-ø Zellen (HeLa-CD95-

C8-ko Zellen, transfiziert mit pcDNA3) am DISC durch DISC-IP nachgewiesen werden (Abbildung 28a, 

b). Die Expression von Caspase-8 erhöhte jedoch die Rekrutierung von c-FLIP und FADD nach 20 min 

CD95L Stimulation an den DISC, vergleichbar mit den Ergebnissen aus Abbildung 27. Weiterhin konnte 

auch Procaspase-8/-10 nachgewiesen werden (Abbildung 28a, b). Die DISC-IP von CD95L stimulierten 

HeLa-CD95-C8-LY/LYM Zellen ermöglichte die Detektion aller Kernkomponenten des DISCs, aber 

deutlich weniger verglichen mit HeLa-CD95-C8-wt Zellen, jedoch vergleichbar mit HeLa-CD95-C8-ko-ø 

Zellen (Abbildung 28a, b). Dies zeigte, dass die Typ I DED Interaktion notwendig ist einen stabilen DISC 

zu bilden. Interessanterweise konnten die DISC Komponenten in CD95L stimulierten HeLa-CD95-C8-

P15 Zellen ebenfalls nachgewiesen werden, wobei die Proteinexpressionen am DISC vergleichbar 

waren mit CD95L stimulierten HeLa-CD95-C8-wt Zellen (Abbildung 28a, b). Dies steht im Kontrast zu 

den vorherigen Ergebnissen bei denen sich HeLa-CD95-C8-P15 Zellen genauso verhielten wie HeLa-

CD95-C8-LY/LYM Zellen. Dies zeigte, dass Caspase-8 mit P15 Mutation an den DISC rekrutiert wurde, 

dort Caspase-8 aber nicht aktiviert wurde (Abbildung 18).  

Um die DISC Formierung über einen längeren Zeitraum zu untersuchen, um zu analysieren inwieweit 

die Typ I DED Interaktionsmutanten die DISC Formierung über einen längeren Zeitpunkt beeinflussen, 

wurde die DISC-IP nach 2 h untersucht. An dieser Stelle sollte vor allem darauf geachtet werden, 

inwieweit die DISC Formierung mit den Typ I DED Interaktionsmutanten stabil ist oder nicht. Verglichen 

mit den vorherigen Ergebnissen konnten ähnliche Ergebnisse für HeLa-CD95-C8-ko-ø nach CD95L 

Stimulation detektiert werden. Auch nach 2 h CD95L Stimulation wurden c-FLIP und FADD detektiert 

(Abbildung 28c, d). Die 2 h CD95L Stimulation von HeLa-CD95-C8-wt Zellen führte weiterhin zur 

Immunpräzipitation der Kernkomponenten des DISC. Der Vergleich zwischen CD95L stimulierten HeLa-

CD95-C8-wt Zellen und HeLa-CD95-C8-LY/LYM Zellen zeigte, wie auch nach 20 min CD95L Stimulation, 

dass die Typ I DED Interaktionsmutanten die DISC Formierung reduzierten. Allerdings war die FADD 

Expression am DISC vergleichbar zwischen HeLa-CD95-C8-wt und HeLa-CD95-C8-LY/LYM. Die 2 h 

CD95L Stimulation der HeLa-CD95-C8-P15 Zellen führte ebenfalls zu einer Inhibition der DISC 

Formierung, da weniger c-FLIP und Procaspase-8b am DISC nachgewiesen wurden (Abbildung 28c, d). 

Auch hier war die FADD Expression vergleichbar zu CD95L stimulierten HeLa-CD95-C8-wt Zellen. In 

Abbildung 28d war zudem zu beobachten, dass die CD95L Stimulation in HeLa-CD95-C8-wt Zellen zu 

den apoptotischen Spaltprodukten von c-FLIP, Caspase-8, Caspase-3 und PARP1 führte. Dies war 

deutlich weniger beziehungsweise geblockt in Zellen, die die Typ I DED Interaktionsmutanten 

exprimierten. Dieses verifizierte die Ergebnisse aus dem Caspase-3/7 Aktivitätsassay (Abbildung 19d). 

Diese Ergebnisse zeigten, dass die Typ I DED Interaktionsmutanten die CD95L-induzierte DISC 

Formierung nach Kurzzeit und Langzeit inhibierten, wobei es Unterschiede in der Rekrutierung von 

FADD nach 20 min und 2 h gab, die zeigten, dass nach kurzer Zeit der DISC nicht gleichmäßig stabil 

gebildet wurde zwischen HeLa-CD95-C8-wt und HeLa-CD95-C8-LY/LYM/P15. Es scheint, dass eine 
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Rekrutierung von FADD länger brauchte in Zellen, die die Typ I DED Interaktionsmutanten 

exprimierten. 

 

 
Abbildung 28: DISC Formierung ist geblockt in Zellen, die die Typ I DED Interaktionsmutanten exprimieren. 
(a-d) HeLa-CD95-C8-ko Zellen wurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen 
für 20 min (a, b) oder 2 h (c, d) mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. Der DISC wurde immunpräzipitiert mit anti-APO1. DISC-IP 
wurde mittels Western Blot mit den angegebenen Antikörpern analysiert. CD95 ist die Ladekontrolle für die DISC-IP (a, c). 
Aktin ist die Ladekontrolle für das Lysat (b, d). Eine repräsentative IP von n=3 wird gezeigt. Abkürzungen: IP 
Immunpräzipitation, k.B. kurze Belichtungszeit, l.B. lange Belichtungszeit, BK Bead Kontrolle, - untransfiziert, ø pcDNA3, wt 
Wildtyp, * unspezifische Banden. Modifiziert nach [361]. 
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Da nun gezeigt wurde, dass die Typ I DED Interaktionsmutanten zu weniger DISC Bildung führen, sollte 

auch untersucht werden, inwieweit DEDid den DISC beeinflusst, da auch DEDid die Caspase-8 

Filamentbildung inhibiert. Hierfür wurden HeLa-CD95 mit CD95L, DEDid/CD95L und #3/CD95L 

stimuliert und anschließend wurde der DISC immunpräzipitiert. Der DISC wurde nun, anstatt mittels 

Western Blot, mit AQUA Massenspektrometrie für Procaspase-8, c-FLIP und FADD analysiert 

(Abbildung 29) [148], [359]. Die Procaspase-8, FADD und c-FLIP Mengen zwischen Zellen, die mit CD95L 

und #3/CD95L stimuliert wurden, waren vergleichbar, was zeigte, dass das Kontrollpeptid den DISC 

nicht beeinflusste. Dahingegen wurde weniger Procaspase-8 in DEDid/CD95L stimulierten HeLa-CD95 

Zellen verglichen mit CD95L und #3/CD95L am DISC detektiert. Interessanterweise war die c-FLIP 

Menge vergleichbar zwischen allen Bedingungen, was im Kontrast zu den vorherigen Ergebnissen 

steht, wo auch die c-FLIP Menge am DISC durch die Typ I DED Interaktionsmutanten inhibiert war 

(Abbildung 28). Es wurde mehr FADD in DEDid/CD95L stimulierten HeLa-CD95 Zellen verglichen mit 

CD95L und #3/CD95L nachgewiesen. Auch dies steht im Kontrast zu den vorherigen DISC-IPs wo ein 

Beeinflussen der Typ I DED Interaktion zu weniger FADD am DISC führte (Abbildung 28). 

Zusammengefasst wurde aber passend zu den vorherigen Analysen mit den Typ I DED 

Interaktionsmutanten weniger Procaspase-8 am DISC in DEDid/CD95L behandelten HeLa-CD95 Zellen 

nachgewiesen, was zeigte, dass DEDid die Procaspase-8 Rekrutierung zum DISC beeinflusst (Abbildung 

28, 29).  

Insgesamt konnte also gezeigt werden, dass eine Inhibierung der Typ I DED Interaktion einen Einfluss 

auf den DISC hatte. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Typ I DED Interaktion notwendig ist um 

einen stabilen DISC zu formen. Auch wenn bei einer Blockade der Typ I DED Interaktion noch immer 

der DISC gebildet wurde, war dieser gekennzeichnet durch weniger DISC Kernkomponenten. 
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Abbildung 29: Massenspektrometrie zeigt, dass DEDid die CD95L-induzierte DISC Formierung blockiert. 
HeLa-CD95 wurden für 2 h mit 5 µM DEDid oder #3 vorinkubiert und 2 h mit 125 CD95L stimuliert. Der DISC wurde 
immunpräzipitiert mit anti-APO-1. DISC-IP und mittels quantitativer Massenspektrometrie mit AQUA Peptiden analysiert. 
Mengen von Caspase-8, c-FLIP und FADD sind in fmol angegeben. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 werden 
gezeigt. Abkürzungen: C8 Caspase-8, cFLIP c-FLIP. Modifiziert nach [361] 

 

3.1.5. Die Typ I DED Interaktionsmutanten inhibieren den NF-ˁ. Signalweg 

 

Die Typ I DED Interaktionsmutanten beeinflussten den apoptotischen Signalweg, indem die 

Filamentformierung inhibiert wurde, was die Apoptose blockte (Abbildung 26). Procaspase-8 ist 

allerdings auch essenziell in anderen Signalwegen, wie dem NF-ˁ. Signalweg [35], [141], [298]. Daher 

wurde durch das Nutzen der Typ I DED Interaktionsmutanten untersucht, ob die Typ I DED Interaktion 

und die DED Filamentbildung auch für diesen Signalweg elementar sind. Hierfür wurden die HeLa-

CD95-C8-wt Zellen sowie die HeLa-CD95-C8-LY/LYM/P15 Zellen für 1 h mit 50 µM des Pan-Caspase-

Inhibitors zVAD-fmk, um Apoptose zu inhibieren, und danach für 20, 40 und 60 min mit 500 ng/ml 

CD95L stimuliert (Abbildung 30, Anhang 8). Ein Kennzeichen für die Aktivierung des NF-ˁ. Signalwegs 

sind die Phosphorylierungen Ǿƻƴ Lˁ.ʰ ǳƴŘ ǇсрΦ 5ƛŜ Ȋ±!5-fmk/CD95L Stimulation führte zu einem 

!ƴǎǘƛŜƎ Ǿƻƴ ǇLˁ.ʰ ǳƴŘ Ǉср ƛƴ IŜ[ŀ-CD95-C8-wt Zellen, während die zVAD-fmk/CD95L Stimulation von 

HeLa-CD95-C8-LY/LYM/P15 Zellen zu keinem Anstieg der tƘƻǎǇƘƻǊȅƭƛŜǊǳƴƎ Ǿƻƴ Lˁ.ʰ ǳƴŘ Ǉср führte. 

Die zVAD-fmk/CD95L Stimulation von HeLa-CD95-C8-LY/LYM/P15 Zellen war sogar vergleichbar mit 

zVAD-fmk/CD95L stimulierten HeLa-CD95-C8-ø Zellen (Abbildung 30, Anhang 8).  

Insgesamt konnte so nachgewiesen werden, dass die Typ I DED Interaktionsmutanten auch den NF-ˁ. 

Signalweg beeinflussen und die DED Filamente und insbesondere die Typ I DED Interaktion auch für 

diesen Signalweg essenziell sind. 
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Abbildung 30: Typ I DED Interaktionsmutanten blockieren den CD95L-induzierten NF-ˁ. Signalweg. 
HeLa-CD95-C8-ko Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die 
transfizierten Zellen für die angegebenen Zeitpunkte mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. Zelllysate wurden mit Western Blot mit 
den angegebenen Antikörpern analysiert. Aktin ist die Ladekontrolle. Caspase-8 dient als Transfektionskontrolle. Unter den 
Diagrammen ist die jeweilige Quantifizierung, normiert auf Aktin, gezeigt. Ein repräsentativer Western Blot von n=3 wird 
gezeigt. Abkürzungen: wt Wildtyp, ø pcDNA3. Modifiziert nach [361]. 

 

Zusammengefasst wurde in diesem Teil der Arbeit zwei verschiedene Ansätze, mit denen die Typ I DED 

Interaktion der Caspase-8 DED Filamentbildung unterbrochen wird, untersucht. Erstmalig wurde ein 

Peptid entwickelt, welches die Typ I DED Interaktion unterbricht, sowie Typ I DED 

Interaktionsmutanten mit dem gleichen Ziel. Mit beiden Ansätzen konnte nachgewiesen werden, dass 

die Typ I DED Interaktion notwendig ist für die Aktivierung der Caspase-Kaskade und für die 

Induzierung von Apoptose. Weiterhin reduzierte eine Blockade der Typ I DED Interaktion auch die 

Bildung des DISC. Somit wurde erstmalig die Wichtigkeit der Typ I DED Interaktion für den 

apoptotischen Signalweg mittels eines neu entwickelten Peptids und Mutationen in der Peptid 

Bindungsseite gezeigt. 

 

3.2. Stöchiometrie des CD95L-induzierten Nekrosoms 

 

Die Ergebnisse, die in diesem Kapitel dargestellt werden, wurden in der Publikation Oligomerised RIPK1 

is the main core component of the CD95 necrosome von Ivanisenko, König et al. 2024 in EMBO J 

publiziert [353]. 

Das Nekrosom ist ein Komplex, welcher den Caspase-aktivitätsunabhängigen PCD Nekroptose initiiert. 

Das Nekrosom beinhaltet die DED-Proteine Caspase-8, FADD, c-FLIP sowie die Proteinkinasen RIPK1 

und RIPK3 [118]. Die genaue stöchiometrische Zusammensetzung des Nekrosoms und wie die Proteine 

im Nekrosom miteinander im Detail interagieren ist bisher unbekannt. Die Untersuchungen zur 

Stöchiometrie wurden mit der etablierten Methode von massenspektrometrischen Analysen mit 

AQUA Peptiden durchgeführt [148]. 

 

 

 



Ergebnisse 

- 89 - 

 

3.2.1. CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation löst Nekroptose in HT29, Jurkat und SUIT-020 Zellen aus 

 

In dieser Arbeit sollte das Nekrosom induziert durch CD95L erstmalig detailliert analysiert werden, da 

ōƛǎƘŜǊƛƎŜ {ǘǳŘƛŜƴ ǎƛŎƘ Ŧŀǎǘ ŀǳǎǎŎƘƭƛŜǖƭƛŎƘ ŀǳŦ ŘƛŜ ¢bCʰ-induzierte Nekroptose beschränken [118]. 

Nekroptose wird ausgelöst, wenn Caspase-8 Aktivität und IAP inhibiert werden. Um Nekroptose 

auszulösen, wurden in dieser Arbeit die ausgewählten Zelllinien mit CD95L, dem SMAC Mimetikum/IAP 

Antagonisten BV6 und dem Pan-Caspase-Inhibitor zVAD-fmk stimuliert. Zusammengefasst wurden die 

Zellen für eine Stunde mit 50 µM zVAD-fmk und 5 µM BV6 und anschließend zelllinienspezifisch mit 

CD95L behandelt. Diese kombinierte Behandlung wird im weiteren Verlauf CD95L/BV6/zVAD-fmk 

Stimulation genannt. 

Um Nekroptose und das Nekrosom zu untersuchen, wurden die Darmkrebszelllinie HT29, T Lymphoma 

Zelllinie Jurkat und die pankreatische Krebszelllinie SUIT-020 ausgewählt, da diese Zelllinien 

Nekroptose induzieren können (Abbildung 31). Zunächst wurde überprüft nach welchen Zeitpunkten 

CD95L/BV6/zVAD-fmk Nekroptose auslöst, um die richtigen Zeitpunkte für weitere Analysen zu 

bestimmen. Hierfür wurden HT29 Zellen, Jurkat Zellen und SUIT-020 mit CD95L/BV6/zVAD-fmk 

stimuliert und die Phosphorylierung von RIPK1, RIPK3 und MLKL (pRIPK1, pRIPK3, pMLKL) im Western 

Blot analysiert. Die Phosphorylierungen sind ein Kennzeichen der Nekroptose-Induktion [211], [230]. 

Die Phosphorylierung von RIPK1 (pRIPK1) war in HT29 und SUIT-020 Zellen nach 2 bis 3 h zu erkennen, 

während in Jurkat Zellen pRIPK1 erst nach 5 bis 6 h zu detektieren war (Abbildung 31). Die 

Phosphorylierung von RIPK3 ist vergleichbar mit dem zeitlichen Verlauf der pRIPK1 Detektion. pMLKL 

war in HT29 Zellen nach 4 bis 5 h, in Jurkat Zellen nach 6 h und in SUIT-020 nach 3 bis 4 h zu sehen 

(Abbildung 31). Die Zugabe des RIPK1 Kinaseinhibitor Nec-1s, ein bekannter Nekroptoseinhibitor [4], 

[218], zur CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation führte zu keiner Phosphorylierung von RIPK1, RIPK3 und 

MLKL (Abbildung 31). Dies zeigt, dass Nekroptose durch CD95L/BV6/zVAD-fmk in den ausgewählten 

Zelllinien zeitabhängig induziert wird. Für die folgenden Analysen wurden für die Detektion von pRIPK1 

und pRIPK3 eine 5 h Stimulation und für pMLKL eine 6 h Stimulation ausgewählt. 
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Abbildung 31: CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation induziert Nekroptose. 
(a-d) HT29 (a, b), Jurkat 282 (c) und SUIT-020 (d) Zellen wurden für eine Stunde mit 5 µM BV6, 50 µM zVAD-fmk und 10 µM 
Nec-1s vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 500 ng/ml CD95L für die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. 
Zelllysate wurden mit Western Blots mit den angegebenen Antikörpern analysiert. Aktin ist die Ladekontrolle. Ein 
repräsentativer Western Blot von n=3 wird gezeigt. Modifiziert nach [353]. 

 

Die Induktion von Nekroptose sollte einen Verlust der Zellviabilität zur Folge haben. Daher wurde die 

Zellviabilität nach CD95L/BV5/zVAD-fmk Stimulation in den ausgewählten Zelllinien untersucht. Die 

Stimulation mit 500 ng/ml CD95L führte zu einem geringen Verlust der Zellviabilität in HT29 Zellen 

(Abbildung 32a). Die Kombination aus CD95L und BV6 führte zu einem stärkeren Verlust der 

Zellviabilität, was aber nicht durch die Zugabe von 10 µM Nec-1s verändert wurde. Die 

CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation führte ebenfalls zu einem starken Verlust der Zellviabilität. Dieser 

Verlust der Zellviabilität nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation wurde durch die Zugabe von 10 µM 

Nec-1s blockiert. Zusätzlich zu Nec-1s wurde GSK872 in HT29 Zellen getestet (Abbildung 32b). GSK872 

ist ein RIPK3 Inhibitor, der spezifisch die Kinaseaktivität von RIPK3 inhibiert [246], [247]. Somit hatte 

eine kombinierte Stimulation mit GSK872 in HeLa-CD95, die kein RIPK3 exprimierten, keinen Effekt auf 

die Zellviabilität (Anhang 9). Die Zugabe von 10 µM GSK872 zur CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation in 

HT29 Zellen führte nur zu einem kleinen Anstieg der Zellviabilität (Abbildung 32b). Geringere 

Konzentrationen von GSK872 hatten keinen Effekt auf den CD95L/BV6/zVAD-fmk induzierten Verlust 

der Zellviabilität. Insgesamt führte Nec-1s zu einem stärkeren Wiederherstellen der Zellviabilität als 

GSK872 (Abbildung 32). Daraus folgend wurde weiterhin Nec-1s verwendet, um die Spezifität der 

NekroptoseςInduktion nachzuweisen, da Nec-1s der effektivere Inhibitor in diesen Analysen war. 
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SUIT-020 Zellen waren hingegen resistenter gegenüber der CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation 

verglichen mit HT29 Zellen (Anhang 10a). Auch eine stärkere BV6 Stimulation von 10 oder 20 µM führte 

nur zu geringen Verlusten der Zellviabilität (Anhang 10b). Interessanterweise führte die 

CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation zusammen mit 10 µM GSK872 Zellen zu einem stärkeren Verlust der 

Zellviabilität (Anhang 10c). Ein Wiederherstellen der Zellviabilität war nicht zu erkennen. Ähnliche 

Effekte wurden auch in der Lungenkrebszelllinie A549 nachgewiesen (Anhang 10d).  

Die CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation führte auch zu einem Verlust der Zellviabilität in Jurkat Zellen, 

was aber vergleichbar war mit dem Zellviabilitätsverlust nach CD95L Stimulation allein (Anhang 11). 

Da Nekroptose Caspase-8 aktivitätsunabhängig ausgelöst wird, wurden Jurkat-C8-ko Zellen auch mit 

den verschiedenen Substanzen behandelt. Die Jurkat-C8-ko Zellen waren resistenter gegenüber dem 

Verlust der Zellviabilität nach CD95L, CD95L/BV6 sowie CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation. Die 

kombinierte Behandlung von CD95L und zVAD-fmk in Jurkat Zellen führte zu einer fast vollständigen 

Wiederherstellung der Zellviabilität, wogegen zVAD-fmk keinen Einfluss auf den CD95L-induzierten 

Zellviabilitätsverlust in Jurkat-C8-ko Zellen hatte (Anhang 11). Die Kombination von CD95L, BV6 und 

Nec-1s führte zu einem starken Verlust der Zellviabilität in Jurkat Zellen, während diese kombinierte 

Stimulation in Jurkat-C8-ko Zellen die Zellviabilität wiederherstellte. Dies zeigte, dass CD95L/BV6 

Nekroptose in Jurkat-C8-ko Zellen auslöste, während Jurkat Zellen eher apoptotisch durch CD95L/BV6 

starben. Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass eine CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation 

in den ausgewählten Zelllinien zu einem Verlust der Zellviabilität führte, wobei die Viabilität durch Nec-

1s wiederhergestellt wurde.  
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Abbildung 32: CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation führt zu Zellviabilitätsverlust in HT29 Zellen. 
(a, b) HT29 Zellen wurden für eine Stunde mit 5 µM BV6, 50 µM zVAD-fmk vorstimuliert. Zur selben Zeit wurden die Zellen 
mit 10 µM Nec-1s (a) oder verschiedenen Konzentrationen GSK872 (b) stimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen für 23 h 
mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. Die Zellviabilität wurde mit dem CellTiter Glo®2.0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte 
Zellen wurden als 100 % genommen und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung 
von n=3 unabhängigen Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-
ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; 
ns nicht signifikant. Modifiziert nach [353]. 

 

RIPK1 ist einer der Hauptregulatoren und Aktivatoren des nekroptotischen Zelltods. Zellen, die kein 

RIPK1 exprimieren, sollten daher resistent gegenüber Nekroptose und Zellviabilitätsverlust sein. Um 

weiter zu bestätigen, dass die CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation zu Nekroptose führt, wurden Jurkat-

RIPK1-ko Zellen mit diesen Substanzen behandelt. Zunächst wurden Jurkat Zellen und Jurkat-RIPK1-ko 

Zellen mit verschiedenen Konzentrationen CD95L stimuliert, um zu vergleichen ob beide Zelllinien 

einen CD95L-induzierte Zellviabilitätsverlust zeigten. Jurkat-RIPK1-ko Zellen waren sensitiver 

gegenüber CD95L-induziertem Zellviabilitätsverlust bei höheren Konzentrationen CD95L (Abbildung 

33a). Bei geringeren CD95L Konzentrationen, wie 10 ng/ml, waren keine Unterschiede zwischen Jurkat 
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und Jurkat-RIPK1-ko Zellen zu erkennen (Abbildung 33b, Anhang 12a). Auch die CD95L/BV6/zVAD-fmk 

Stimulation ließ bei 10 ng/ml CD95L keine Unterschiede erkennen. Im Kontrast dazu waren Jurkat 

Zellen sensitiv gegenüber einer 50 ng/ml CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation, während Jurkat-RIPK1-ko 

Zellen resistent gegenüber dem Verlust der Zellviabilität waren (Abbildung 33c, Anhang 12b). 

CD95L/BV6/zVAD-fmk/Nec-1s Stimulation führte zu einem Wiederherstellen der Zellviabilität in Jurkat 

Zellen, was darauf hinwies, dass Nekroptose ausgelöst wurde. zVAD-fmk stellte die Zellviabilität in allen 

Bedingungen in Jurkat-RIPK1-ko Zellen her, was darauf hinwies, dass ein Caspase-abhängiger Zelltod, 

sprich Apoptose, ausgelöst wurde. Diese Ergebnisse zeigten, dass RIPK1 notwendig ist, um einen 

CD95L/BV6/zVAD-fmk-induzierten Zellviabilitätsverlust auszulösen, der durch Nec-1s 

wiederhergestellt werden konnte. Daher war davon auszugehen, dass eine CD95L/BV6/zVAD-fmk 

Stimulation Nekroptose auslöst. 

 

 
Abbildung 33: Jurkat-RIPK1-ko Zellen sind resistent gegenüber CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation. 
(a) Jurkat A3 und Jurkat-RIPK1-ko A3 Zellen wurden für 24 h mit den angezeigten CD95L Konzentrationen stimuliert. (b, c) 
Jurkat A3 und Jurkat-RIPK1-ko A3 Zellen wurden für eine Stunde mit 5 µM BV6, 50 µM zVAD-fmk und 10 µM Nec-1s 
vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen für 23 h mit 10 ng/ml (b) oder 50 ng/ml (c) CD95L stimuliert. Die Zellviabilität 
wurde mit dem CellTiter Glo®2.0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen und alle 
anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden 
gezeigt. Zur besseren Übersicht sind hier nur CD95L stimulierte Bedingungen gezeigt. Die kompletten Daten mit Kontrollen 
sind in Anhang 12 dargestellt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem 
post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. 
Modifiziert nach [353]. 

 

Da mit den Zellviabilitätsassays jedoch keine genaue Aussage zu der Art des Zelltods getroffen werden 

kann, sollte die Nekroptose-Induktion durch Untersuchungen mit dem bildgebenden 

Durchflusszytometer nachgewiesen werden. Das bildgebende Durchflusszytometer bietet den Vorteil, 

dass der ausgelöste Zelltod auch morphologisch eingeordnet werden kann. Insbesondere Apoptose 
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und Nekroptose unterscheiden sich deutlich in ihrer Morphologie (Kapitel 1.2. und 1.3.). Für die 

Analysen wurden HT29, Jurkat und Jurkat-RIPK1 mit CD95L/BV6/zVAD-fmk stimuliert und mit Annexin-

V-FITC/PI gefärbt. Die gefärbten Zellen wurden nach negativen Zellen (lebendig), Annexin-V-FITC 

positiven Zellen (früh apoptotisch) und doppelt positiven Zellen (spät apoptotisch, nekroptotisch) 

aufgeteilt. Sowohl in HT29 Zellen als auch in Jurkat Zellen wurde zeitabhängig ein Anstieg der doppelt 

positiven Population nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation ermittelt (Abbildung 34a-f). 

Interessanterweise wurde kaum ein Anstieg der Annexin-V-FITC positiven Population gemessen, was 

einen Hinweis darauf gab, dass keine Apoptose ausgelöst wurde. Um auszuschließen, dass es sich bei 

den doppelt positiven Zellen um apoptotische Zellen handelte, wurden die mikroskopischen Bilder des 

bildgebenden Durchflusszytometers für HT29 und Jurkat Zellen ausgewertet. Dort waren nach 

CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation Zellen mit einer typischen nekroptotischen Morphologie zu 

erkennen, die durch ein Anschwellen des Zellkerns, erkennbar durch das PI Signal, sowie durch ein 

Anschwellen der Zellen, charakterisiert war (Abbildung 34c, f). Eine CD95L/BV6/zVAD-fmk/Nec-1s 

Stimulation führte hauptsächlich zu viablen Zellen und zu kaum doppelt positiven Zellen. Die Anzahl 

viabler Zellen zwischen CD95L/BV6/zVAD-fmk/Nec-1s stimulierten Zellen und unstimulierten Zellen 

war vergleichbar, was zeigt, dass Nekroptose in CD95L/BV6/zVAD-fmk stimulierten Zellen ausgelöst 

wurde (Abbildung 34a, b, d, e). Konsistent damit war, dass eine CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation in 

Jurkat-RIPK1-ko Zellen zu keinerlei Verlust der lebendigen Zellen und Anstieg der doppelt positiven 

Zellen führte (Abbildung 34g-i). Zusammengefasst induzierte die CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation 

Nekroptose in den ausgewählten Zelllinien (HT29, SUIT-020 und Jurkat), wobei Nekroptose durch den 

RIPK1 Inhibitor Nec-1s inhibiert wurde. 
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Abbildung 34: CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation induziert Nekroptose in RIPK1/RIPK3 exprimierenden Zellen. 
(a, b, d, e, g, h) HT29 (a, b), Jurkat 282 (d, e) und Jurkat-RIPK1-ko A3 (g, h) Zellen wurden für eine Stunde mit 5 µM BV6, 
50 µM zVAD-fmk und 10 µM Nec-1s vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen für die angegebenen Zeitpunkte mit 
500 ng/ml CD95L stimuliert. Die Zellen wurden mit Annexin-V-FITC und PI gefärbt und im bildgebenden Durchflusszytometer 
gemessen. Zellen wurden unterteilt in lebendige (negative), Annexin-V-FITC positive (früh apoptotische) und doppelt positive 
(nekroptotisch) Zellen. (c, f, i) Repräsentative Bilder negativer und doppelt positiver Zellen werden dargestellt. Mittelwert 
und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem 
ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; 
**p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Abkürzungen: AVF Annexin-V-FITC, HF Hellfeld, PI Propidiumiodid. Modifiziert nach 
[353]. 
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3.2.2. pRIPK1-IP immunpräzipitiert das Nekrosom 

 

Die genaue Zusammensetzung des CD95L-induzierten Nekrosoms sollte mittels quantitativer 

Massenspektrometrie untersucht werden. Um jedoch die Stöchiometrie des Nekrosoms zu 

untersuchen, muss eine Möglichkeit gefunden werden, das Nekrosom zu immunpräzipitieren. Hierfür 

wurden verschiedene IPs der Kernkomponenten des Nekrosoms nach CD95L/BV6/zVAD-fmk 

Stimulation in den zuvor ausgewählten Zelllinien durchgeführt. Anhand dieser IPs soll ermittelt 

werden, welche IP das aktive Nekrosom immunpräzipitiert und für weitere Untersuchungen genutzt 

werden kann. Zunächst wurde eine pRIPK1-IP in HT29 Zellen und Jurkat/Jurkat-C8-ko Zellen untersucht 

(Abbildung 35, 36, Anhang 13). Die pRIPK1-IP immunpräzipitierte in HT29 zeitabhängig einige 

Kernkomponenten des Nekrosoms. Nach 2 bis 6 h Stunden wurden pRIPK1, RIPK1, FADD, Caspase-8 

und c-FLIP nachgewiesen (Abbildung 35). MLKL, pRIPK3 und RIPK3 wurden nicht nachgewiesen, da 

deren Masse mit der schweren Kette des IP-Antikörpers überlappte. Die Zugabe von Nec-1s zur 

CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation blockte die IP der Nekrosomkomponenten. Es wurde weder pRIPK1, 

RIPK1, FADD, Caspase-8 noch c-FLIP nach CD95L/BV6/zVAD-fmk/Nec-1s Stimulation detektiert. 

 

 
Abbildung 35: pRIPK1-IP immunpräzipitiert Kernkomponenten des Nekrosoms. 
(a, b) HT29 Zellen wurden für eine Stunde mit 5 µM BV6, 50 µM zVAD-fmk und 10 µM Nec-1s vorstimuliert. Im Anschluss 
wurden die Zellen für die angegebenen Zeitpunkte mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. pRIPK1-IP wurde mit anti-pRIPK1 
durchgeführt. pRIPK1-IP wurde analysiert mittels Western Blot und den angegebenen Antikörpern. Lysate sind rechts 
dargestellt. Aktin ist die Ladekontrolle für das Lysat. Eine repräsentative pRIPK1-IP von n=3 wird gezeigt. Abkürzung: k.B. kurze 
Belichtungszeit, l.B. lange Belichtungszeit, BK Bead Kontrolle, IP Immunpräzipitation. Modifiziert nach [353]. 

 

Die pRIPK1-IP nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation in Jurkat Zellen führte ebenfalls zu einer IP 

einiger Komponenten des Nekrosoms. Es wurden pRIPK1, RIPK1, FADD, Caspase-8/-10 und c-FLIP 

detektiert (Abbildung 36a, Anhang 13). Eine pRIPK1 IP in Jurkat-C8-ko Zellen immunpräzipitierte 
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ebenfalls pRIPK1, RIPK1, FADD, Caspase-10 und c-FLIP (Abbildung 36a, Anhang 13). Da Nekroptose 

Caspase-unabhängig ausgelöst wird und Caspase-8 Aktivität Nekroptose blockt, war zu erwarten, dass 

in Jurkat-C8-ko mehr Nekrosom gebildet wird, als in Jurkat Zellen. Dies wurde in der pRIPK1-IP von 

Jurkat und Jurkat-C8-ko Zellen nachgewiesen. Es war mehr pRIPK1, RIPK1, FADD und c-FLIPL/S zu 

erkennen in CD95L/BV6/zVAD-fmk stimulierten Jurkat-C8-ko Zellen als in Jurkat Zellen.  

In Jurkat-RIPK1-ko Zellen wurden nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation in der pRIPK1-IP 

erwartungsgemäß keine Komponenten des Nekrosoms nachgewiesen (Abbildung 36b). Diese 

Ergebnisse zeigten, dass die pRIPK1-IP genutzt werden kann, um das Nekrosom in den ausgewählten 

Zelllinien zu immunpräzipitieren.  

 

 
Abbildung 36: Keine Nekrosomformierung in Jurkat-RIPK1-ko Zellen. 
(a, b) Jurkat 282 und Jurkat-C8-ko A3 (a) und Jurkat A3 und Jurkat-RIPK1-ko A3 (b) Zellen wurden für eine Stunde mit 5 µM 
BV6 und 50 µM zVAD-fmk vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen für 5 h mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. pRIPK1-IP 
wurde mit anti-pRIPK1 durchgeführt. pRIPK1-IP wurde mittels Western Blot und den angegebenen Antikörpern analysiert. 
Lysate von (a) sind im Anhang 13 dargestellt. Eine repräsentative pRIPK1-IP von n=3 wird gezeigt. Abkürzung: k.B. kurze 
Belichtungszeit, l.B. lange Belichtungszeit, BK Bead Kontrolle, IP Immunpräzipitation. Modifiziert nach [353]. 

 

Zusätzlich zur pRIPK1-IP wurden auch weitere IPs getestet, um das Nekrosoms zu isolieren. Weitere 

Bestandteile des Nekrosoms sind pRIPK3, RIPK3 und MLKL. Mittels pRIPK3-, RIPK3- und MLKL-IPs sollte 

überprüft werden, ob das Nekrosom auch über diese IPs isoliert werden konnte.  

Die RIPK3-IP in HT29 Zellen nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation führte zu einer IP von Caspase-8 

und dessen Spaltprodukte, sowie einer IP von c-FLIP und FADD (Anhang 14a). Allerdings zeigte die 

RIPK3-IP nur schwache Signale dieser Nekrosomkomponenten. Eine Immunpräzipitation des 

Nekrosomkernproteins RIPK1 oder pRIPK1 war nicht möglich. Ähnliche Ergebnisse konnten mit einer 

pRIPK3-IP in HT29 Zellen nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation erzielt werden (Anhang 14a). Zwar 

konnte mit der pRIPK3-IP pRIPK1 nachgewiesen werden, sowie stärkere Signale von Caspase-8, c-FLIP 

und FADD, allerdings war die Qualität dieser IP eher ungenügend, da die Signale eher schwach waren. 

Eine pRIPK3-IP in SUIT-020 Zellen immunpräzipitierte ebenfalls pRIPK1, c-FLIP, FADD und RIPK1, aber 

keine Caspase-8 (Anhang 14b). Auch in Jurkat und Jurkat-C8-ko Zellen führte ein pRIPK3-IP nicht zu 
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einer klaren IP des Nekrosoms (Anhang 15). Zwar konnten FADD und Caspase-8 nachgewiesen werden, 

aber keine eindeutigen pRIPK1 oder RIPK1 Signale.  

In allen RIPK3- und pRIPK3-IPs konnte außerdem weder MLKL noch pRIPK3 oder RIPK3 nachgewiesen 

werden, da die Masse dieser Proteine mit der Masse der schweren Kette des IP-Antikörpers 

überlappten. Zusammengefasst eignete sich die pRIPK3-IP oder RIPK3-IP nicht zur stabilen IP des 

Nekrosoms, da die Qualität der Antikörper nicht ausreichend war.  

Die MLKL-IP in HT29 Zellen nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation immunpräzipitierte pRIPK1, FADD, 

Caspase-8 p43/41 und c-FLIPL p43, allerdings nur schwach und nicht eindeutig (Anhang 16a). Diese 

Ergebnisse waren vergleichbar mit den Ergebnissen in Jurkat und Jurkat-C8-ko Zellen (Anhang 16b). 

Der MLKL Antikörper war nicht effektiv genug und somit nicht optimal, um das Nekrosom zu 

immunpräzipitieren. Wie auch in RIPK3- und pRIPK3-IPs, überlappte zusätzlich die Masse der 

Zielproteine mit der Masse der schweren Kette des Antikörpers. Insgesamt eignete sich auch die MLKL-

IP nicht dazu das Nekrosom zu immunpräzipitieren. 

Da weder pRIPK3-, RIPK3 noch MLKL-IPs sich dazu eigneten das Nekrosom zu immunpräzipitieren, 

wurden IPs weiterer Nekrosombestandteile durchgeführt. Eine FADD-IP immunpräzipitierte 

zeitabhängig pRIPK1 nach 2 bis 5 h nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation in HT29 Zellen, sowie RIPK1, 

Caspase-8 und c-FLIP (Abbildung 37a). Wie schon zuvor konnten MLKL, pRIPK3 und RIPK3 nicht in der 

FADD-IP nachgewiesen werden. Eine Zugabe von Nec-1s zur CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation führte 

zu einer Inhibition der Phosphorylierung von RIPK1. pRIPK1 war somit nicht zu detektieren in der FADD-

IP. Allerdings konnte c-FLIP, Caspase-8 und RIPK1 in CD95L/BV6/zVAD-fmk/Nec-1s stimulierten HT29 

Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 37a). Dies zeigte, dass die FADD-IP das Nekrosom 

immunpräzipitierte, allerdings auch weitere Komplexe neben dem Nekrosom, sowie auch das durch 

Nec-1s inaktive Nekrosom.  

Eine c-FLIP-IP von HT29 Zellen nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation immunpräzipitierte ebenfalls 

nach 2 bis 5 h einige Kernkomponenten des Nekrosoms, pRIPK1, RIPK1, Caspase-8 und FADD 

(Abbildung 37b). Wie schon zuvor festgestellt wurde, konnten pRIPK3, RIPK3 und MLKL ebenfalls nicht 

in der c-FLIP-IP nachgewiesen werden. Eine CD95L/BV6/zVAD-fmk/Nec-1s Stimulation führte, wie 

schon in der FADD-IP, zu einer Inhibition von pRIPK1, während aber stärkere RIPK1, Caspase-8 und 

FADD Signale detektiert wurden. Somit immunpräzipitierte die c-FLIP-IP ähnliche Komplexe wie die 

FADD-IP zuvor. 

Insgesamt eignete sich zur stabilen IP des Nekrosoms die pRIPK1-IP, da c-FLIP-IP und FADD-IP auch 

andere Komplexe immunpräzipitierten. Die Qualität der RIPK3-, pRIPK3- und MLKL-IP war nicht 

genügend, um eine gute IP des Nekrosoms zu gewährleisten. Zusätzlich kann eine MLKL-IP auch MLKL 

immunpräzipitieren, welches nicht länger im Nekrosomkomplex ist, sondern bereits zur Zellmembran 

transloziert. Somit ist die pRIPK1-IP die sicherste Methode zur IP des Nekrosoms.  
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Abbildung 37: Kernkomponenten des Nekrosoms werden mittels c-FLIP und FADD-IP immunpräzipitiert. 
(a, b) HT29 Zellen wurden für eine Stunde mit 5 µM BV6, 50 µM zVAD-fmk und 10 µM Nec-1s vorstimuliert. Im Anschluss 
wurden die Zellen für die angegebenen Zeitpunkte mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. FADD-IP (a) und c-FLIP-IP (b) wurden 
jeweils mit anti-FADD und anti-c-FLIP durchgeführt. IPs wurden mittels Western Blot und den angegebenen Antikörpern 
analysiert. Lysate sind rechts dargestellt. Aktin ist die Ladekontrolle für das Lysat. Eine repräsentative IP von n=3 wird gezeigt. 
Abkürzung: k.B. kurze Belichtungszeit, l.B. lange Belichtungszeit, BK Bead Kontrolle, IP Immunpräzipitation. Modifiziert nach 
[353]. 

 

3.2.3. RIPK1 ist der Hauptbestandteil des Nekrosoms 

 

Die Erkenntnisse aus den vorherigen IPs in HT29 Zellen nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation wurden 

genutzt, um die Zusammensetzung des Nekrosoms zu untersuchen. Das Nekrosom sollte mittels 

quantitativer und qualitativer Massenspektrometrie untersucht werden. Zunächst wurde eine 

qualitative Massenspektrometrie in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Thilo Kähne (Innere experimentelle 

Medizin, OvGU) nach pRIPK1-, FADD- und c-FLIP-IP durchgeführt, um zu erkennen, ob auch in der 

Massenspektrometrie die Komponenten des Nekrosoms nachgewiesen werden können (Abbildung 

38). In Abbildung 38 ist die qualitative Massenspektrometrie dargestellt, wobei die dunklere Färbung 

mehr Protein anzeigt. Die Reihenfolge der aufgezeigten Proteine entspricht der immunpräzipitierten 

Menge der Proteine, sprich umso mehr Proteine nachgewiesen wurde, umso weiter stehen diese oben. 

Alle drei IPs führten zu einer IP von Caspase-8 und RIPK1 (Abbildung 38, rote Schrift). FADD und RIPK3 

konnten vor allem nach FADD-IP nachgewiesen werden (Abbildung 38, rote Schrift). Diese Daten 

zeigten auch, dass mehr RIPK1 als RIPK3 detektiert werden konnte, erkennbar durch die dunklere 

Färbung bei RIPK1 als RIPK3 (Abbildung 38). Dass die IP von RIPK1, RIPK3, Caspase-8 und FADD 

spezifisch ist, zeigte die Beadkontrolle, in der keiner dieser Proteine banden. Neben diesen Proteinen 

konnten hauptsächlich das DNA-interagierende Protein NONO, das Strukturprotein ACTB (Beta-Aktin) 

und das Aktin interagierende Motor-Protein MYH8 gezeigt werden, diese wurden aber auch stark in 

der Beadkontrolle nachgewiesen, was zeigte, dass diese unspezifisch banden [365], [366], [367], [368], 

[369], [370]. 
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Abbildung 38: Qualitative Massenspektrometrie nach FADD-IP, c-FLIP-IP und pRIPK1-IP zeigt Komponenten des 
Nekrosoms. 
HT29 Zellen wurden für eine Stunde mit 5 µM BV6 und 50 µM zVAD-fmk vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen für 
5 h mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. pRIPK1-IP, FADD-IP und c-FLIP-IP wurden jeweils mit anti-pRIPK1, anti-FADD und anti-c-
FLIP durchgeführt. IPs wurden mittels qualitativer Massenspektrometrie analysiert und Heatmap ist dargestellt. 
Massenspektrometrie und Analyse wurden von Prof. Dr. Thilo Kähne (Innere experimentelle Medizin, OvGU) durchgeführt. 
In rot sind Komponenten des Nekrosoms gezeigt. Werte von n=5 (c-FLIP-IP, pRIPK1-IP) oder n=2 (FADD-IP) IPs wird gezeigt. 
Abkürzung: IP Immunpräzipitation. Modifiziert nach [353]. 

 

Um genaue Aussagen über die Stöchiometrie des Nekrosoms zu geben, wurde mit AQUA-Peptiden für 

RIPK1 und RIPK3 eine quantitative Massenspektrometrie durchgeführt. Die Massenspektrometrie 

wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Thilo Kähne (Innere experimentelle Medizin, OvGU) 

durchgeführt. Die Nutzung von AQUA Peptiden erlaubt es Aussagen über die Stöchiometrie von 
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Komplexen zu machen [148], [359]. Die quantitative Massenspektrometrie wurde nach pRIPK1-, 

FADD-, c-FLIP und MLKL-IP nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation in HT29 Zellen durchgeführt 

(Abbildung 39, 40). Hervorzuheben war, dass in allen vier IPs mehr RIPK1 als RIPK3 gemessen wurde. 

Vor allem in der pRIPK1-IP, die nach den vorherigen Ergebnissen die beste Möglichkeit darstellte, das 

Nekrosom zu immunpräzipitieren, wurde mehr RIPK1 als RIPK3 nachgewiesen (Abbildung 39a, 40). 

Nicht nur in c-FLIP-IP und FADD-IP wurde mehr RIPK1 als RIPK3 im CD95L/BV6/zVAD-fmk-induzierten 

Nekrosom gezeigt (Abbildung 39b, c, 40), sondern auch in der MLKL-IP wurde mehr RIPK1 als RIPK3 

ermittelt, obwohl, wie bereits zuvor erklärt, MLKL sich auch abseits des Nekrosoms in seiner 

Translokation zur Zellmembran befinden kann (Abbildung 39d). Diese Eigenschaft der MLKL-IP und 

auch das c-FLIP-IP und FADD-IP, die nicht nur das Nekrosom, sondern auch andere Komplexe 

immunpräzipitierten, erklärt die unterschiedlichen quantitativen Werte und Verhältnisse der 

Massenspektrometrie. Insgesamt war aber konsistent, dass mehr RIPK1 als RIPK3 am Nekrosom war. 

Dies wurde vor allem auch deutlich wenn das Verhältnis zwischen RIPK1 zu einem RIPK3 Protein 

betrachtet wird, da auch dort eindeutig mehr RIPK1 als RIPK3 am CD95L-induzierten Nekrosom 

nachgewiesen werden konnte (Abbildung 40).  
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Abbildung 39: Quantitative Massenspektrometrie zeigt mehr RIPK1 als RIPK3 nach pRIPK1-, FADD-, c-FLIP- und MLKL-IP. 
(a-d) HT29 Zellen wurden für eine Stunde mit 5 µM BV6 und 50 µM zVAD-fmk vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen 

für 5 h (a-c) oder 6 h (d) mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. pRIPK1-IP, FADD-IP, c-FLIP-IP und MLKL-IP wurden jeweils mit anti-

pRIPK1, anti-FADD, anti-c-FLIP und anti-MLKL durchgeführt. IPs wurden analysiert mittels quantitativer Massenspektrometrie 

mit AQUA Peptiden. Massenspektrometrie und Analyse wurden von Prof. Dr. Thilo Kähne (Innere experimentelle Medizin, 

OvGU) durchgeführt. Werte von n=5 (a, b) oder n=2 (c, d) IPs werden gezeigt. Boxplots zeigen die Verteilung der Daten anhand 

des Medians (zentrale Linie), des Interquartilsabstands (IQR; die Boxgrenzen stellen das erste und dritte Quartil, Q1 und Q3, 

dar) und der Whisker, die sich vom unteren und oberen Quartil bis zum 1,5-fachen IQR erstrecken. Punkte außerhalb der 

Whisker gelten als Ausreißer und werden als einzelne Punkte dargestellt. Diagramme wurden von Dr. Nikita Ivanisenko 

erstellt. Abkürzung: IP Immunpräzipitation. Modifiziert nach [353]. 
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Abbildung 40: Verhältnis von RIPK1 zu einem RIPK3 zeigt mehr RIPK1 in pRIPK1-IP, FADD-IP und c-FLIP-IP. 
Die Werte der stimulierten IPs und anschließender quantitativer Massenspektrometrie aus Abbildung 39 wurden genutzt, um 

das Verhältnis von RIPK1 zu einem RIPK3 darzustellen. Boxplots zeigen die Verteilung der Daten anhand des Medians (zentrale 

Linie), des Interquartilsabstands (IQR; die Boxgrenzen stellen das erste und dritte Quartil, Q1 und Q3, dar) und der Whisker, 

die sich vom unteren und oberen Quartil bis zum 1,5-fachen IQR erstrecken. Punkte außerhalb der Whisker gelten als 

Ausreißer und werden als einzelne Punkte dargestellt Diagramme wurden von Dr. Nikita Ivanisenko erstellt. Abkürzung: IP 

Immunpräzipitation. Modifiziert nach [353]. 

 

Da nun nachgewiesen wurde, dass mehr RIPK1 als RIPK3 im Nekrosom zu finden ist, wurde mit den 

pRIPK1-, FADD-, c-FLIP- und MLKL-IPs auch über quantitativer Massenspektrometrie mit AUQA 

Peptiden die anderen Kernkomponenten (FADD, Caspase-8 und c-FLIP) des Nekrosoms nach 

CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation quantifiziert. In der pRIPK1-IP nach CD95L/BV6/zVAD-fmk 

Stimulation in HT29 Zellen wurde auch weniger FADD als RIPK1 nachgewiesen (Abbildung 41a). 

Caspase-8 wurde vergleichbar zu RIPK1 nach der quantitativen Massenspektrometrie nachgewiesen. 

c-FLIP war ebenfalls deutlich weniger am Nekrosom nach pRIPK1-IP.  

Nach der c-FLIP-IP in CD95L/BV6/zVAD-fmk stimulierten HT29 Zellen wurde eine vergleichbare Menge 

RIPK1 und FADD gemessen (Abbildung 41b). Da aber die c-FLIP-IP nicht nur das in CD95L/BV6/zVAD-

fmk-induzierte Nekrosom immunpräzipitierte, sondern auch weitere Komplexe, in denen c-FLIP 

involviert ist, immunpräzipitierte, konnte aus der c-FLIP-IP nicht auf die Stöchiometrie des Nekrosoms 

geschlossen werden (Abbildung 37b).  

Die quantitative Massenspektrometrie nach FADD-IP in CD95L/BV6/zVAD-fmk stimulierten HT29 

Zellen zeigte ebenfalls weniger c-FLIP als RIPK1 (Abbildung 41c). FADD war das am meisten abundante 

Protein in der FADD-IP, was damit zu erklären war, dass die FADD-IP auch FADD außerhalb des 

Nekrosoms immunpräzipitierte. Auch die FADD-IP konnte nicht dafür genutzt werden, tiefer gehende 

Aussagen über das Nekrosom zu treffen, da zuvor gezeigt wurde, dass auch die FADD-IP andere 

Komplexe immunpräzipitierte (Abbildung 37a).  

In der MLKL-IP wurde erneut RIPK1 als dass am meisten vorkommende Protein nachgewiesen, jedoch 

auch FADD und Caspase-8 kamen in vergleichbaren Mengen vor (Abbildung 41d). Insgesamt aber war 

die Konzentration deutlich geringer als in den anderen IPs, was zeigte, dass MLKL nicht mehr 

vollständig am Nekrosom war und die MLKL-IP nicht das komplette Nekrosom immunpräzipitierte.  

Demnach und aus den vorherigen Ergebnissen, gab vermutlich die pRIPK1-IP die beste Möglichkeit das 

Nekrosom zu immunpräzipitieren. Daher war den Ergebnissen nach dieser IP am meisten zu vertrauen, 

wonach RIPK1 dass am meisten vorkommende Protein im Nekrosom ist, gefolgt von Caspase-8, was 

demnach auch ein Hauptbestandteil des Nekrosoms ist. RIPK3, c-FLIP und FADD kamen in geringeren 
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Mengen am Nekrosom vor. Dennoch hatten alle IPs gemeinsam, dass mehr RIPK1 als RIPK3 am CD95L-

induzierten Nekrosom nachgewiesen wurde. 

 
Abbildung 41: RIPK1 ist das am meisten vorkommende Protein im Nekrosom. 
(a-d) HT29 Zellen wurden für eine Stunde mit 5 µM BV6 und 50 µM zVAD-fmk vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen 
für 5 h (a-c) oder 6 h (d) mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. pRIPK1-IP, FADD-IP, c-FLIP-IP und MLKL-IP wurden jeweils mit anti-
pRIPK1, anti-FADD, anti-c-FLIP und anti-MLKL durchgeführt. IPs wurden analysiert mittels quantitativer Massenspektrometrie 
mit AQUA Peptiden. Werte von n=5 (a, b) oder n=2 (c, d) IPs werden gezeigt. Massenspektrometrie und Analyse wurden von 
Prof. Dr. Thilo Kähne (Innere experimentelle Medizin, OvGU) durchgeführt. Boxplots zeigen die Verteilung der Daten anhand 
des Medians (zentrale Linie), des Interquartilsabstands (IQR; die Boxgrenzen stellen das erste und dritte Quartil, Q1 und Q3, 
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dar) und der Whisker, die sich vom unteren und oberen Quartil bis zum 1,5-fachen IQR erstrecken. Punkte außerhalb der 
Whisker gelten als Ausreißer und werden als einzelne Punkte dargestellt. Diagramme wurden von Dr. Nikita Ivanisenko 
erstellt. Abkürzung: IP Immunpräzipitation, C8 Caspase-8, CF c-FLIP. Modifiziert nach [353]. 

3.2.4. Die Typ II Interaktionsseite der DD von FADD und RIPK1 ist essenziell für dessen Interaktion 

 

Das Nekrosom formiert sich aus RIPK1, RIPK3, FADD, c-FLIP und Caspase-8. Zuvor konnte nachgewiesen 

werden, dass RIPK1 der Hauptbestandteil des CD95L-induzierte Nekrosoms ist (Abbildung 39). Um das 

CD95L-induzierte Nekrosom tiefergehend zu verstehen, sollten die Interaktionen von RIPK1 im 

Nekrosom untersucht werden. Im Nekrosom interagiert RIPK1 nicht nur mit RIPK3 über die RHIM 

Domäne, sondern auch mit FADD über DD-Interaktionen [211], [215]. DD-DD Interaktionen werden, 

wie auch DED-DED Interaktionen, durch Typ I, Typ II und Typ III DD Interaktionsoberflächen vermittelt 

[31]. Um zu analysieren welche dieser Interaktionsoberflächen essenziell für die FADD-RIPK1 

Interaktion sind, wurde ein Computer-basiertes Model mittels AlphaFold2/3 in Kooperation mit Dr. 

Nikita Ivanisenko untersucht [353]. Nach diesem Modell formt die FADD IIb Interaktionsoberfläche 

eine heterotypische Interaktion mit der RIPK1 DD IIa Interaktionsoberfläche. Somit scheint die Typ II 

DD Interaktionsoberfläche der essenzielle Bestandteil für die DD-DD Interaktion zwischen FADD und 

RIPK1 zu sein [353]. Um das experimentell zu überprüfen, wurden Interaktionsmutationen in die Typ 

II DD Interaktionsoberfläche der DD von FADD und RIPK1 eingeführt. Diese umfassten Mutationen in 

FADD L172D/D175R/L176S, genannt FADD DRS und FADD M170A/L172D/D175R/L176N, genannt 

FADD ADRN, sowie in RIPK1 M637A/I641D, genannt RIPK1 AD. Diese Typ II DD Interaktionsmutanten 

sowie FADD wt oder RIPK1 wt wurden jeweils in HeLa-FADD-ko-RIPK3, Jurkat-FADD-ko, HeLa-RIPK1-

ko-RIPK3 und Jurkat-RIPK1-ko exprimiert. Die HeLa-FADD-ko-RIPK3 Zellen exprimierten RIPK3 durch 

die Zugabe von 4HT (Anhang 17).  

Nun sollte weiter herausgefunden werden, welchen Einfluss die Typ II DD Interaktionsmutanten auf 

die CD95L-induzierte Nekroptose hat. Theoretisch sollte nach dem Computermodell eine 

Unterbrechung der Typ II DD Interaktion zwischen RIPK1 und FADD zu einer Inhibierung der 

Nekroptose führen. Dies sollte nun experimentell verifiziert werden. Um zu untersuchen, wie die Typ 

II DD Interaktionsmutanten auf die CD95L/BV6/zVAD-fmk-induzierte Nekroptose reagieren, wurden 

die Typ II DD Interaktionsmutanten in den jeweiligen Zellmodellen exprimiert und die Zellviabilität, 

sowie die Phosphorylierungen von RIPK1 und MLKL untersucht. Jurkat-FADD-ko Zellen und HeLa-FADD-

ko-RIPK3 Zellen waren resistent gegenüber CD95L und CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation, während 

auch hier eine Re-Expression von FADD wt zu einem Verlust der Zellviabilität nach diesen Stimulationen 

führte (Abbildung 42, Anhang 18a). Die Zugabe von Nec-1s zur CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation 

stellte die Zellviabilität wieder her. Zellen, die die Typ II DD Interaktionsmutanten exprimierten, waren 

hingegen resistent gegenüber CD95L- und CD95L/BV6/zVAD-fmk-induziertem Zellviabilitätsverlusts 

(Abbildung 42, Anhang 18a). Somit wurde gezeigt, dass die Zellen, die die Typ II DD 

Interaktionsmutanten von FADD exprimierten, resistent waren gegenüber dem CD95L/BV6/zVAD-fmk-

induzierten Zellviabilitätsverlusts und damit vermutlich auch gegenüber der Nekroptose. Dass 

Nekroptose ausgelöst wurde, zeigte das Wiederherstellen der Zellviabilität nach Nec-1s Stimulation in 

FADD-wt exprimierenden Zellen. 

Dass Nekroptose durch FADD Typ II DD Interaktionsmutanten geblockt wurde, zeigte, dass die Typ II 

DD Interaktion elementar ist im Nekrosom. Dies ließ aber auch die Frage aufkommen, ob die Typ II DD 

Interaktion nicht auch eine Rolle in der Apoptose spielt. Daher wurde untersucht, inwieweit eine CD95L 

Stimulation einen Einfluss auf den FADD ko und der Re-Expression von FADD und den Typ II DD 

Interaktionsmutanten hat. Dafür wurden zunächst Jurkat-FADD-ko Zellen mit CD95L stimuliert und die 
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Caspase-3/7 Aktivität wurde untersucht. Jurkat-FADD-ko Zellen waren resistent gegenüber CD95L-

induzierter Caspase-3/7 Aktivität, während eine Re-Expression von FADD wt zu einem Anstieg der 

Caspase-3/7 Aktivität nach CD95L führte (Anhang 18b). Die Typ II DD Interaktionsmutanten hingegen 

blockierten vollständig die CD95L-induzierte Caspase-3/7 Aktivität, was zeigte, dass die Typ II DD 

Interaktion der DD auch notwendig ist für die Apoptose-Induktion (Anhang 18b). Somit sind gleiche 

Interaktionsseiten in unterschiedlichen Komplexen notwendig, um die jeweiligen Komplexe zu bilden 

und PCD auszulösen. Dieser Ansatz muss aber in zukünftigen Studien detaillierter betrachtet werden. 

 

 
Abbildung 42: FADD Typ II DD Interaktionsmutanten blockieren CD95L/BV6/zVAD-fmk-induzierte Nekroptose. 
(a-c) HeLa-FADD-ko-RIPK3 (a, b) und Jurkat-FADD-ko A3 (c) Zellen wurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 48 h 
(a, b) oder 24 h (c) nach Transfektion wurden die Zellen für eine Stunde mit 5 µM BV6 und 50 µM zVAD-fmk vorstimuliert. Im 
Anschluss wurden die Zellen mit 1000 ng/ml CD95L für 7 h (a) oder 23 h (b) oder 23 h mit 50 ng/ml CD95L (c) stimuliert. 
Repräsentative Transfektionskontrolle von n=3 von (a, b) ist in Abbildung 42 zu sehen, die repräsentative 
Transfektionskontrolle von n=3 für (c) ist neben dem Diagramm dargestellt. Die Zellviabilität wurde mit dem CellTiter Glo®2.0 
Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen und alle anderen Werte wurden darauf 
normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden 
durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: 
****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Modifiziert nach [353]. 

 

Da Zellviabilitätsassays nur einen Hinweis durch den Einsatz von Inhibitoren auf die Art eines potenziell 

ausgelösten Zelltods geben können, muss die Art des Zelltods durch andere Versuche verifiziert 

werden. Daher wurden im Weiteren HeLa-FADD-wt-RIPK3, HeLa-FADD-DRS-RIPK3 und HeLa-FADD-

ADRN-RIPK3 mit CD95L/BV6/zVAD-fmk stimuliert und die Phosphorylierung von RIPK1 und MLKL im 

Western Blot untersucht, um zu überprüfen ob die Typ II DD Interaktionsmutanten wirklich einen 

Einfluss auf die Nekroptose-Induktion haben. Die Stimulation von HeLa-FADD-wt-RIPK3 mit 
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CD95L/BV6/zVAD-fmk induzierte die Phosphorylierungen von RIPK1 und MLKL nach 3 h (Abbildung 

43). Die CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation von Zellen, die die Typ II DD Interaktionsmutanten FADD-

DRS und FADD-ADRN exprimierten, zeigten hingegen keinerlei pRIPK1 und pMLKL, was konsistent war 

mit der zuvor gezeigten Inhibition des nekroptotischen Zellviabilitätsverlusts (Abbildung 42). Damit 

konnte nachgewiesen werden, dass die Induktion von Nekroptose in Typ II DD Interaktionsmutanten 

blockiert war. Dies wurde gezeigt durch Zellviabilitätsassays und der Phosphorylierung von RIPK1 und 

MLKL, was ein deutliches Anzeichen für Nekroptose-Induktion ist. 

 

 
Abbildung 43: FADD Typ II DD Interaktionsmutanten exprimierende Zellen zeigen keine Phosphorylierung von RIPK1 und 
MLKL nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation. 
(a, b) HeLa-FADD-ko-RIPK3 wurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen für 
eine Stunde mit 5 µM BV6 und 50 µM zVAD-fmk vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 1000 ng/ml oder 500 ng/ml 
CD95L für die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. Zelllysate wurden im Western Blot mit den angegebenen Antikörpern 
untersucht. Aktin ist die Ladekontrolle. Es wird ein repräsentativer Western Blot von n=3 Western Blots gezeigt. Abkürzungen: 
wt Wildtyp, ø pcDNA3. Modifiziert nach [353]. 

 

Bisher wurden FADD Typ II DD Interaktionsmutanten untersucht, doch es sollte auch untersucht 

werden, ob RIPK1 Typ II DD Interaktionsmutanten einen ähnlichen Einfluss haben, da die Frage 

besteht, ob auch die Typ II DD Interaktion von RIPK1 elementar ist für die Induktion von Nekroptose. 

Daher wurde ein ähnlicher Ansatz wie mit den FADD Typ II DD Interaktionsmutanten auch mit den 

RIPK1 Typ II DD Interaktionsmutanten durchgeführt. HeLa-RIPK1-ko-RIPK3 und Jurkat-RIPK1-ko Zellen 

waren sensitiv gegenüber CD95L-induziertem Zellviabilitätsverlust. Jedoch waren HeLa-RIPK1-ko-

RIPK3 und Jurkat-RIPK1-ko Zellen resistent gegenüber dem Zellviabilitätsverlust nach einer Stimulation 

mit CD95L/BV6/zVAD-fmk (Abbildung 33, 44). Dies lässt sich dadurch begründen, dass diese Zellen mit 

einem RIPK1 ko keine Nekroptose induzierten können, da ein Auslösen von Nekroptose die 

Kinaseaktivität von RIPK1 benötigt. Eine CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation in HeLa-RIPK1-wt-RIPK3 

und Jurkat-RIPK1-wt Zellen führte zu einem deutlichen Verlust der Zellviabilität, welches geblockt 

wurde durch Nec-1s Stimulation. HeLa-RIPK1-AD-RIPK3 und Jurkat-RIPK1-AD hingegen waren resistent 

gegenüber dem CD95L/BV6/zVAD-fmk-induzierten Zellviabilitätsverlust. Somit gibt das einen Hinweis 

darauf, dass auch die Typ II DD Interaktion von RIPK1 notwendig ist, um Nekroptose auszulösen, 

allerdings gibt ein Zellviabilitätsassay keinen hinreichenden Beweis für diese Aussage. 
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Abbildung 44: RIPK1 Typ II DD Interaktionsmutanten blockieren CD95L/BV6/zVAD-fmk-induzierte Nekroptose. 
(a-c) HeLa-RIPK1-ko-RIPK3 (a, b) und Jurkat-RIPK1-ko A3 (c) Zellen wurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 48 h 
(a, b) oder 24 h (c) nach Transfektion wurden die Zellen für eine Stunde mit 5 µM BV6 und 50 µM zVAD-fmk vorstimuliert. Im 
Anschluss wurden die Zellen mit 1000 ng/ml CD95L für 7 h (a) oder 23 h (b) oder mit 50 ng/ml CD95L für 23 h (c) stimuliert. 
Repräsentative Transfektionskontrolle von n=3 von (a, b) ist in Abbildung 44 zu sehen, die repräsentative 
Transfektionskontrolle von n=3 für (c) ist neben dem Diagramm dargestellt. Die Zellviabilität wurde mit dem CellTiter Glo®2.0 
Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen und alle anderen Werte wurden darauf 
normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden 
durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: 
****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Modifiziert nach [353]. 

 

Da wie zuvor erwähnt der Zellviabilitätsassay nur einen Hinweis auf die CD95L-induzierte Nekroptose 

gibt, sollten diese Aussage nun durch das Überprüfen von pRIPK1 und pMLKL als Zeichen von 

Nekroptose-Induktion verifiziert werden. HeLa-RIPK1-wt-RIPK3 Zellen, die mit CD95L/BV6/zVAD-fmk 

stimuliert wurden, zeigten pMLKL und pRIPK1 nach 3 h (Abbildung 45). In HeLa-RIPK1-AD-RIPK3 Zellen 

wurde hingegen kein pRIPK1 und pMLKL nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation nachgewiesen. Diese 

Ergebnisse waren konsistent mit den Zellviabilitätsassays und zeigten, dass in den Typ II DD 

Interaktionsmutanten keine Nekroptose ausgelöst werden kann. Daraus ist zu schließen, dass die Typ 

II DD Interaktionen der DDs von FADD und RIPK1 essenziell sind, für deren Interaktion und Nekroptose-

Induktion.  
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Abbildung 45: RIPK1 Typ II DD Interaktionsmutanten exprimierende Zellen führen zu keiner Phosphorylierung von RIPK1 
und MLKL nach CD95L/BV6/zVAD-fmk Stimulation. 
(a, b) HeLa-RIPK1-ko-RIPK3 wurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen für 
eine Stunde mit 5 µM BV6 und 50 µM zVAD-fmk vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 1000 oder 500 ng/ml 
CD95L für die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. Zelllysate wurden im Western Blot mit den angegebenen Antikörpern 
untersucht. Aktin ist die Ladekontrolle. Es wird ein repräsentativer Western Blot von n=3 Western Blots gezeigt. Abkürzungen: 
wt Wildtyp, ø pRP. Modifiziert nach [353]. 

 

Zusammengefasst wurde in diesem Teil der Arbeit erstmalig das CD95L-induzierte Nekrosom detailliert 

untersucht. Anhand dieser Analysen wurde RIPK1 als das Hauptbestandteil des CD95L-induzierten 

Nekrosoms erkannt, während RIPK3 in deutlich geringeren Mengen am CD95L-induzierten Nekrosom 

ist. Dies spricht für eine Oligomerisierung von RIPK1 im Nekrosom. RIPK1 und FADD interagieren durch 

DD-DD Interaktionen. Mittels Typ II DD Interaktionsmutanten konnte erstmalig die Bedeutung der Typ 

II DD Interaktion im CD95L-Nekrosom erkannt werden, da eine Mutation in der Typ II DD 

Interaktionsoberfläche zu einer Inhibierung von Nekroptose führt. 

 

3.3. Kombinationsbehandlungen in pankreatischen Tumorzellen 

 

Die Ergebnisse, die in diesem Kapitel dargestellt sind, wurden in der Publikation Pharmacological 

targeting of caspase-8/c-FLIPL heterodimer enhances complex II assembly and elimination of pancreatic 

cancer cells von König et al. 2024 in Communications Biology publiziert [355]. 

Bisher wurden in dieser Arbeit Fragen bezüglich des Mechanismus von Apoptose und Nekroptose 

untersucht. Wie nun die Induktion von Apoptose und Nekroptose angewendet werden kann, um 

konkrete Zelllinien zu sensitivieren und Kombinationsstimulationen zu nutzen, die Apoptose und 

Nekroptose auslösen, soll nun im Weiteren gezeigt werden. Daraus sollen Erkenntnisse gewonnen 

werden, wie Apoptose und Nekroptose in einem therapeutischen Zusammenhang stehen könnten. 

Bauchspeicheldrüsenkrebs ist eine der tödlichsten Krebsarten weltweit [341]. Das Finden neuer 

Therapiemöglichkeiten ist ein essenzieller Schritt zur Behandlung von Bauchspeicheldrüsenkrebs. Um 

Nebenwirkungen zu verringern und Resistenzen zu umgehen, ist es möglich 

Kombinationsbehandlungen zu etablieren. Hier wurde eine neuartige Kombinationsbehandlung an 

verschiedenen pankreatischen Tumorzelllinien untersucht. Neben dem gängigen Chemotherapeutika 

Gemcitabin, wurde erstmalig c-FLIP als Zielprotein durch FLIPinB genutzt. Zusätzlich wurden 

pankreatische Tumorzelllinien mit dem Mcl-1 Inhibitor S63845 und den DL TRAIL und CD95 stimuliert.  
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3.3.1. Pankreatische Zelllinien werden durch DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation 

sensitiviert 

 

Für die Analysen wurden die drei pankreatische Zelllinien SUIT-020, Panc89 und MiaPaca2 ausgewählt, 

um ein möglichst breites Spektrum von verschiedenen pankreatischen Tumorzelllinien mit der 

Kombinationsstimulation untersuchen zu können. Um zunächst zu untersuchen, inwieweit sich die 

Proteinexpressionen der drei Tumorzelllinien unterscheiden oder gleichen, wurde die 

Proteinexpression dieser drei Tumorzelllinien mittels Western Blot untersucht. Neben den 

pankreatischen Tumorzelllinien wurde vergleichend HT29 Zellen analysiert, um diese als 

Standardzelllinienmodel für apoptotisch und nekroptotisch sensitive Zellen zu nutzen. Diese Analyse 

soll dazu dienen potenzielle unterschiedliche Sensitivitäten gegenüber den eingesetzten Substanzen 

erklären zu können. Weiterhin muss sichergestellt werden, dass die ausgewählten Zelllinien auch die 

Zielproteine c-FLIP, Mcl-1 und die DR exprimieren. Alle drei pankreatischen Tumorzelllinien 

exprimierten die typischen extrinsischen apoptotischen Proteine Procaspase-8, c-FLIP, FADD, 

Procaspase-3, PARP1 und die DR (Abbildung 46, Anhang 19). Dabei hatten alle drei Zelllinien 

vergleichbare Mengen Procaspase-8 und -3. MiaPaca2 Zellen exprimierten weniger FADD, c-FLIP und 

CD95 als SUIT-020 und Panc89. Sowohl SUIT-020 als auch Panc89 Zellen exprimierten ähnliche Mengen 

c-FLIP, während MiaPaca2 Zellen hingegen weniger c-FLIP als die anderen untersuchten 

pankreatischen Tumorzelllinien exprimierten (Abbildung 46, Anhang 19). TRAIL-R1/2 (DR4/5) war in 

allen drei Zelllinien vergleichbar exprimiert. SUIT-020 Zellen exprimierten nachgewiesen CD95, TRAIL-

R1/2 auf der Oberfläche (Anhang 20). Proteine des intrinsischen oder extrinsischen mitochondrialen 

Signalwegs waren ebenfalls in unterschiedlichen Mengen in den drei Zelllinien exprimiert. SUIT-020 

Zellen hatten mehr XIAP als MiaPaca2 Zellen, während Panc89 Zellen die geringste Menge XIAP 

exprimierten (Abbildung 46, Anhang 19). In allen drei pankreatischen Zelllinien war im Vergleich zu 

HT29 Zellen weniger Bcl-xL exprimiert. MiaPaca2 Zellen hatten die stärkste Bak Expression während 

SUIT-020 Zellen die geringste Menge Bak aufwiesen. Eine ähnliche Verteilung war auch für die Mcl-1 

und Bcl-2 Expression zu sehen. Bax war vergleichbar zwischen MiaPaca2 und Panc89 Zellen, während 

SUIT-020 Zellen nur wenig Bax exprimierten. Procaspase-9 war am stärksten in Panc89 Zellen 

exprimiert und am wenigsten in MiaPaca2 Zellen. Cytochrom c war vergleichbar zwischen SUIT-020 

und MiaPaca2 exprimiert, aber weniger in Panc89 Zellen. SUIT-020 und Panc89 Zellen exprimierten 

auch die Schlüsselproteine des nekroptotischen Signalwegs, wobei die Expression von MLKL und RIPK3 

vergleichbar war und Panc89 Zellen mehr RIPK1 exprimierten. Die MiaPaca2 Zellen exprimierten kein 

RIPK3 und weniger MLKL und RIPK1 als Panc89 und SUIT-020 Zellen. Basierend auf diesen 

Expressionsunterschieden, kann davon ausgegangen werden, dass diese drei Zelllinien auch 

unterschiedlich auf die vorgesehenen Stimulationen reagieren. Dies bietet eine Möglichkeit die 

Kombinationsstimulation in unterschiedlichen pankreatischen Tumorzelllinien zu untersuchen und so 

Aussagen darüber treffen zu können, ob eine Kombinationsstimulation in vermutlich unterschiedlich 

sensitiven pankreatischen Tumorzelllinien wirksam ist. 
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Abbildung 46: Pankreatische Tumorzelllinien exprimieren unterschiedliche Mengen der apoptotischen und 
nekroptotischen Proteine. 
Zelllysate von SUIT-020, Panc89, MiaPaca2 und HT29 Zellen von unterschiedlichen Passagen (unter den jeweiligen Western 
Blots) wurden mittels Western Blot mit den angegebenen Antikörpern untersucht. Aktin oder GAPDH sind die Ladekontrollen. 
Abkürzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, l.B. lange Belichtungszeit. Modifiziert nach [355]. 

 

Um eine Kombinationsbehandlung zu entwickeln, in der c-FLIP erstmalig als Zielprotein genutzt wird, 

wurden die drei Zelllinien zunächst mit verschiedenen Konzentrationen einzelner Substanzen 

untersucht. Ziel war es die optimalen Konzentrationen der einzelnen Substanzen aber auch die 

optimalen Konzentrationen von Kombinationen zu ermitteln. Basierend darauf sollten so möglichst 

geringe Konzentrationen der einzelnen Substanzen gefunden werden, die aber in Kombination die zu 

untersuchenden Zelllinien sensitivieren. Dies umfasst die Stimulation der Zelllinien mit Gemcitabin, DL, 

FLIPinB und S63845. Zunächst wurde die Zellviabilität der drei Zelllinien nach CD95L und TRAIL 

Stimulation nach 24 h analysiert (Abbildung 47). SUIT-020 Zellen waren am resistentesten gegenüber 

einer TRAIL Stimulation und auch mit der höchsten Konzentration von 1000 ng/ml TRAIL war kaum ein 

Verlust der Zellviabilität zu erkennen (Abbildung 47a). Panc89 Zellen zeigten einen 

konzentrationsabhängigen Verlust der Zellviabilität nach TRAIL und CD95L Stimulation wobei die Zellen 

sensitiver gegenüber einer Stimulation mit TRAIL waren (Abbildung 47b). MiaPaca2 Zellen waren am 

sensitivsten gegenüber einer Stimulation mit TRAIL, was sich in einem starken 

konzentrationsabhängigen Verlust der Zellviabilität äußerte (Abbildung 47c). MiaPaca2 Zellen waren 

auch sensitiv gegenüber einer Stimulation mit CD95L, jedoch weniger stark als gegenüber einer TRAIL 

Stimulation. Insgesamt zeigten alle drei pankreatischen Zelllinien unterschiedliche Sensitivitäten 

gegenüber den DL. 
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Abbildung 47: SUIT-020 Zellen sind resistent gegen TRAIL Stimulation. 
(a-c) SUIT-020 (a), Panc89 (b) und MiaPaca2 (c) Zellen wurden für 24 h mit verschiedenen Konzentrationen CD95L (b, c) und 
TRAIL (a-c) stimuliert. Die Zellviabilität wurde mit dem CellTiter Glo®2.0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen 
wurden als 100 % genommen und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 
unabhängigen Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA 
Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Modifiziert nach 
[355]. 

 

Neben dem Einfluss von Einzelstimulationen wurden auch kombinierte Stimulationen mit 

verschiedenen Konzentrationen getestet. Auch dies hatte das Ziel optimale Konzentrationen zu finden. 

Der Verlust der Zellviabilität nach DL Stimulation wurde im Weiteren mit verschiedenen 

Konzentrationen Gemcitabin untersucht. Hierfür wurden 25 ng/ml, 50 ng/ml, 75 ng/ml und 100 ng/ml 

DL ausgewählt, die mit 10 ng/ml, 25 ng/ml, 40 ng/ml und 50 ng/ml Gemcitabin kombiniert wurden 

(Abbildung 48). Wie schon zuvor waren SUIT-020 Zellen resistent gegenüber DL, während Gemcitabin 

alleine nur einen kleinen Effekt auf die Zellviabilität hatte (Abbildung 48a). Die Kombination aus DL und 

Gemcitabin führte zu einem Gemcitabin-konzentrationsabhängigen Verlust der Zellviabilität, während 

es keine Unterschiede zwischen den unterschiedlichen DL Konzentrationen gab. Insgesamt war eine 

DL/Gemcitabin Stimulation effektiv in SUIT-020 Zellen unabhängig von den getesteten 

Konzentrationen von CD95L und TRAIL. Weiterhin führte auch eine Kombination von 10 ng/ml 

Gemcitabin und 100 ng/ml TRAIL oder 500 ng/ml CD95L verglichen mit alleiniger DL Stimulation zu 

einer stärkeren Detektion des Procaspase-3 Spaltprodukts p19/17 sowie des gespaltenen PARP1 im 
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Western Blot (Anhang 21). Eine Spaltung von Caspase-8 war nicht zu detektieren, was darauf hinweist, 

dass intrinsisch Apoptose ausgelöst wurde, vermutlich durch Gemcitabin. 

Panc89 Zellen waren wie schon in Abbildung 47 gezeigt sensitiver gegenüber TRAIL Stimulation als 

gegenüber CD95L Stimulation. Gemcitabin führte ebenfalls zu einem Verlust der Zellviabilität 

(Abbildung 48b). Die Kombination aus DL und Gemcitabin verglichen mit den einzelnen Stimulationen 

führte zu einem geringen Sensitivierungseffekt. Eine Konzentrationsabhängigkeit von Gemcitabin 

wurde nicht beobachtet. 

MiaPaca2 Zellen waren ebenfalls sensitiver gegenüber der TRAIL Stimulation als gegenüber einer 

CD95L Stimulation. Gemcitabin allein hatte kaum einen Zellviabilitätsverlust zur Folge (Abbildung 48c). 

Die Kombination aus CD95L/Gemcitabin zeigte nur schwache Effekte auf den Zellviabilitätsverlust und 

eine Konzentrationsabhängigkeit konnte nur schwach beobachtet werden. Die Kombination aus 

TRAIL/Gemcitabin verglichen mit TRAIL allein führte zu einem leichten Zellviabilitätsverlust. Insgesamt 

zeigten alle drei Zelllinien unterschiedliche Sensitivitäten gegenüber den getesteten Substanzen. 

Basierend auf diesen Daten wurde 10 ng/ml Gemcitabin für weitere Stimulationen ausgewählt, um die 

geringste mögliche Konzentration, die Effekte zeigt, für die weitere Behandlungen zu nutzen. Ebenfalls 

wurden für weitere Untersuchungen für SUIT-020 100 ng/ml TRAIL und CD95L ausgewählt, da diese 

Zelllinie resistent gegenüber den DL war. Für die sensitiveren Zelllinien MiaPaca2 und Panc89 wurden 

100 ng/ml CD95L und 25 ng/ml TRAIL für weitere Untersuchungen und der Entwicklung der 

Kombinationsstimulation ausgewählt. 
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Abbildung 48: DL/Gemcitabin Stimulation führt zu einem Zellviabilitätsverlust von pankreatischen Tumorzelllinien. 
(a-c) SUIT-020 (a), Panc89 (b) und MiaPaca2 (c) Zellen wurden für 24 h mit verschiedenen Konzentrationen Gemcitabin 
vorstimuliert und anschließend für 24 h mit verschiedenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stimuliert. Die Zellviabilität 
wurde mit dem CellTiter Glo®2.0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen und alle 
anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden 
gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit den folgenden Werten: ****p 
< 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Modifiziert nach [355]. 
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Es soll erstmalig in pankreatischen Tumorzelllinien untersucht werden, ob sich c-FLIP als Zielprotein 

eignet, um diese Zelllinien hinsichtlich des Zelltods zu sensitivieren. Insbesondere sollte die pro-

apoptotische Funktion von c-FLIPL genutzt werden. Dafür wurde das Small Molecule FLIPinB genutzt, 

dass schon Effekte in verschiedenen anderen Zelllinien zeigte [322]. Da nun die Effekte von FLIPinB auf 

die pankreatischen Zelllinien in dieser Arbeit untersucht werden sollen, wurden verschiedene 

Konzentrationen FLIPinB mit DL kombiniert und die Zellviabilität analysiert. SUIT-020 Zellen waren 

resistent sowohl gegenüber DL Behandlung als auch gegenüber verschiedene Konzentrationen FLIPinB, 

die mit DL kombiniert wurden (Abbildung 49a). Panc89 Zellen hingegen zeigten einen stärkeren Verlust 

der Zellviabilität nach DL/FLIPinB Stimulation als nach alleiniger DL Stimulation (Abbildung 49b). Diese 

Effekte waren bereits tendenziell bei 10 µM FLIPinB und DL Stimulation zu sehen. Auch MiaPaca2 

Zellen reagierten sensitiv gegenüber der DL/FLIPinB Stimulation, allerdings erst ab einer FLIPinB 

Konzentration von 30 µM und mehr (Abbildung 49c). Dennoch zeigten die MiaPaca2 Zellen mehr 

Zellviabilitätsverlust nach DL/FLIPinB Stimulation verglichen mit alleiniger DL Stimulation. Insgesamt 

führte eine DL/FLIPinB Stimulation in Panc89 Zellen und MiaPaca2 Zellen zu mehr Zellviabilitätsverlust 

als DL allein, während SUIT-020 Zellen resistent gegenüber DL/FLIPinB waren. Basierend darauf 

wurden 20 µM FLIPinB für SUIT-020 und Panc89 Zellen ausgewählt, während MiaPaca2 Zellen in 

weiteren Versuchen mit 50 µM FLIPinB stimuliert wurden. 

Um weiterführend die Kombinationsstimulation zu entwickeln, wurde nun eine Stimulation mit 

DL/Gemcitabin/FLIPinB untersucht. Dies sollte zeigen, ob eine DL/FLIPinB Stimulation durch die Zugabe 

von Gemcitabin die ausgesuchten Zelllinien weiter sensitiviert oder bei der resistenten Zelllinie SUIT-

020 zu einem stärkeren Verlust der Zellviabilität führt. Jedoch führte auch eine Kombination aus 

DL/Gemcitabin/FLIPinB in SUIT-020 Zellen zu keinem signifikanten Verlust der Zellviabilität unabhängig 

der FLIPinB Konzentration (Anhang 22a). Eine Kombination aus DL/Gemcitabin/FLIPinB führte auch in 

Panc89 Zellen nur zu geringen Veränderungen in der Zellviabilität (Anhang 22b). Die Kombination aus 

20 µM FLIPinB, Gemcitabin und DL führte zu weniger Zellviabilität in Panc89 Zellen als eine 

DL/Gemcitabin Stimulation, aber nur mit leichten Unterschieden. Dahingegen zeigte die 

DL/Gemcitabin/FLIPinB Stimulation in MiaPaca2 Zellen verglichen mit Einzel- oder 

Zweifachstimulationen einen deutlich stärkeren Verlust der Zellviabilität (Anhang 22c). 

Zusammengefasst hatte FLIPinB nur schwache Effekte auf die Sensitivierung von DL/Gemcitabin 

stimulierten Zellen. Somit muss eine weitere Substanz zu der Kombinationsstimulation hinzugefügt 

werden, um die hier getesteten pankreatischen Tumorzelllinien hinsichtlich des Zelltodes zu 

sensitivieren.  
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Abbildung 49: FLIPinB sensitiviert Panc89 und MiaPaca2 Zellen bezüglich des Zellviabilitätsverlusts. 
(a-c) SUIT-020 (a), Panc89 (b) und MiaPaca2 (c) Zellen wurden für 2 h mit verschiedenen Konzentrationen FLIPinB 
vorstimuliert und anschließend für 22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stimuliert. Die Zellviabilität 
wurde mit dem CellTiter Glo®2.0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen und alle 
anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden 
gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit 
den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Modifiziert nach [355]. 

 

Da, wie zuvor aufgezeigt, c-FLIP nicht als alleiniges Zielprotein ausreicht zur Induktion des 

Zellviabilitätsverlusts, wurde untersucht, ob sich das anti-apoptotische Protein Mcl-1 als Zielprotein in 

pankreatischen Zelllinien eignet. Mcl-1 wurde ausgewählt, da bekannt ist, dass es in diversen Tumoren, 

auch in PDAC, überexprimiert ist (siehe Kapitel 1.5.) [317], [318]. Hierfür wurde zunächst die 

Zellviabilität nach verschiedenen Konzentrationen des Mcl-1 Inhibitors S63845 untersucht (Abbildung 

50). SUIT-020 Zellen zeigten keinerlei Verlust der Zellviabilität nach allen getesteten Konzentrationen 

in einem Bereich von 20 µM S63845 bis 0,001 µM S63845. Panc89 Zellen zeigten einen Verlust der 

Zellviabilität nach 10 µM S63845 und höheren Konzentrationen, während MiaPaca2 Zellen am 

sensitivsten waren und einen Zellviabilitätsverlust bereits nach 2,5 µM S63845 zeigten. 
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Abbildung 50: Pankreatische Tumorzelllinien sind unterschiedlich sensitiv gegenüber S63845. 
SUIT-020, Panc89 und MiaPaca2 Zellen wurden für 24 h mit verschiedenen Konzentrationen S63845 stimuliert. Die 
Zellviabilität wurde mit dem CellTiter Glo®2.0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen 
und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten 
werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit den folgenden Werten: 
****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Modifiziert nach [355]. 

 

Wie in Abbildung 50 zu sehen ist, reagierten die drei pankreatischen Tumorzelllinien unterschiedlich 

sensitiv auf die S63845 Stimulation. Um zu untersuchen, ob dies auch zu beobachten ist bezüglich 

apoptotischer Spaltprodukte und der Proteinexpression, wurde eine Western Blot Analyse 

durchgeführt. Dies sollte dazu dienen den Zellviabilitätsverlust zu verifizieren und sicher zu gehen, dass 

Apoptose ausgelöst wird. Konsistent mit Abbildung 50 konnte auch keine Induktion von apoptotischen 

Spaltprodukten nach verschiedenen S63845 Konzentrationen in SUIT-020 Zellen gezeigt werden 

(Abbildung 51a). Dies unterstreicht, dass SUIT-020 Zellen resistent gegenüber S63845 waren. Eine 

CD95L Stimulation wurde als Positivkontrolle mitgeführt, was die Induktion der apoptotischen 

Spaltprodukte zeigte. Im Detail wurde nach CD95L Stimulation p18, p19/17, p43 sowie gespaltenes 

PARP1 nachgewiesen. In Panc89 Zellen wurde mit Konzentrationen ab 1 µM S63845 p18 sowie p19/17 

und gespaltenes PARP1 detektiert, wobei die Menge der Spaltprodukte geringer war als in CD95L 

stimulierten Panc89 Zellen (Abbildung 51b). In MiaPaca2 Zellen führte jede S63845 Konzentration zu 

den Spaltprodukten p18, p19/17 und gespaltenem PARP1 (Abbildung 51c). Dies unterstreicht die 

Zellviabilitätsassays in denen SUIT-020 resistent gegenüber S63845 Stimulation waren und MiaPaca2 

Zellen am sensitivsten waren. Herauszuheben ist, dass in allen drei Zelllinien mit steigender S63845 

Konzentration eine konzentrationsabhängige gesteigerte Expression von Mcl-1S zu beobachten war 

(Abbildung 51). Dies passt zu der Rolle von Mcl-1s als pro-apoptotischer Gegensatz zu Mcl-1L [195].  

Da eine Kombination aus verschiedenen Substanzen untersucht werden sollten, stellte sich nun 

folgend aus diesen Ergebnissen die Frage, welchen Einfluss eine Kombination aus DL, Gemcitabin und 

S63845 auf die pankreatischen Tumorzelllinien hat und welche optimalen Konzentrationen daraus für 

die weiteren Kombinationen genutzt werden können. Tatsächlich führte eine Kombination von DL und 

20 µM S63845 verglichen mit alleiniger DL Stimulation zu einem stärkeren Zellviabilitätsverlust in 

SUIT-020 Zellen (Anhang 23a). Die DL/Gemcitabin/S63845 Stimulation führte zu einem noch stärkeren 

Zellviabilitätsverlusts mit 20 µM S63845. Alle Kombinationen mit S63845 führten 

konzentrationsunabhängig zu einem starken Verlust der Zellviabilität. Eine Sensitivierung durch die 

dreifache Stimulation konnte nicht beobachtet werden. 
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Panc89 Zellen zeigten einen starken Verlust der Zellviabilität nach DL/S63845 Stimulation, was nicht 

weiter durch Gemcitabin gesteigert werden konnte (Anhang 23b). 

MiaPaca2 Zellen zeigten den schwächsten Verlust der Zellviabilität in den Kombinationsbehandlungen 

verglichen mit den anderen Zelllinien, obwohl diese Zelllinie zuvor die sensitivste gegenüber DL und 

S63845 war (Anhang 23c). Eine Konzentrationsabhängigkeit war nicht zu beobachten. Die Kombination 

aus DL/S63845 und DL/Gemcitabin/S63845 führte zu keinem stärkeren Verlust der Zellviabilität 

verglichen mit DL allein oder DL/Gemcitabin.  

Zusammengefasst konnten auch hier erneut die unterschiedlichen Effekte der verschiedenen 

Substanzen auf die drei pankreatischen Tumorzelllinien beobachtet werden. Basierend auf diesen 

Ergebnissen wurde für SUIT-020 Zellen eine Konzentration von 10 µM S63845 ausgewählt, um eine 

möglichst geringe Konzentration zu gewährleisten. Da Panc89 Zellen stark auf die Kombinationen mit 

S63845 reagierten wurde dort eine Konzentration von 0,005 µM S63845 ausgewählt. MiaPaca2 Zellen 

wurden im Weiteren mit 2,5 µM S63845 behandelt. 
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Abbildung 51: Western Blot Analyse nach S63845 Stimulation verifiziert den S63845-induzierten Zellviabilitätsverlust. 
(a-c) SUIT-020 (a), Panc89 (b) und MiaPaca2 (c) Zellen wurden für 6 h mit verschiedenen Konzentrationen S63845 stimuliert. 
Zusätzlich wurden Panc89 (b) und MiaPaca2 (c) Zellen mit 1000 ng/ml CD95L für 6 h stimuliert. SUIT-020 (a) wurden mit 500, 
1000 oder 2000 ng/ml (Dreieck) für 6 h stimuliert. Zelllysate wurden mittels Western Blot mit den angegebenen Antikörpern 
analysiert. Aktin oder GAPDH sind die Ladekontrollen. Ein repräsentativer Western Blot von n=3 wird gezeigt. Modifiziert 
nach [355]. 

 

Da nun alle vier Substanzen im Einzelnen oder in Kombinationen getestet wurden und unterschiedliche 

Reaktionen der drei Zelllinien darauf beobachtet wurden, wurde im Weiteren die Effekte der 

vierfachen Stimulation aus DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 analysiert. Ziel war es zu untersuchen, ob 

eine DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation effektiv pankreatische Tumorzelllinien hinsichtlich 

des Zelltodes sensitiviert. Die Kombinationsstimulation aus DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 führte in 

allen drei pankreatischen Tumorzelllinien SUIT-020, MiaPaca2 und Panc89 zu dem stärksten Verlust 

der Zellviabilität verglichen mit allen anderen Behandlungen (Abbildung 52). Die DL/FLIPinB 

Stimulation führte in Panc89 und MiaPaca2 Zellen zu einer Verringerung der Zellviabilität verglichen 

mit DL Behandlung alleine. Trotz unterschiedlicher Sensitivitäten gegenüber den einzelnen hier 
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untersuchten Substanzen (Abbildung 47-51), führte die Stimulation von 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 in allen drei Zelllinien zur Sensitivierung hinsichtlich des Verlusts der 

Zellviabilität. 

Ein Ziel der Entwicklung der Kombinationsbehandlung war unter anderem, möglichst geringe 

Konzentrationen der einzelnen Substanzen zu nutzen, um Nebeneffekte zu verringern. 

Interessanterweise konnte nach der Kombination Gemcitabin/FLIPinB/S63845 keine apoptotischen 

Spaltprodukte in SUIT-020 Zellen nachgewiesen werden, was zeigte, dass die Zytotoxizität dieser 

Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Kombination geringgehalten wurde und eine zusätzliche Stimulation 

durch die DL notwendig ist, um die Zellen zu sensitivieren (Anhang 24). Dies unterstreicht die 

Notwendigkeit einer DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation, um pankreatische Tumorzellen zu 

sensitivieren. 

 

 
Abbildung 52: DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation sensitiviert pankreatische Tumorzelllinien gegenüber 
Zellviabilitätsverlust. 
(a-d) SUIT-020 (a, b), Panc89 (c) und MiaPaca2 (d) Zellen wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit FLIPinB 
und S63845 vorstimuliert und anschließend für 22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stimuliert. Die 
Zellviabilität wurde mit dem CellTiter Glo®2.0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen 



Ergebnisse 

- 121 - 

 

und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten 
werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey 
Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Modifiziert nach 
[355]. 

 

Der Zellviabilitätsassays basiert nur auf der Messung von ATP und gibt keine direkte Aussage bezüglich 

dem Zelltod. Daher ist es essenziell neben diesen Zellviabilitätsassays weitere Analysen bezüglich des 

Zelltodes durchzuführen. Daher wurde die Sensitivierung und der gesteigerte Verlust der Zellviabilität 

im Folgenden durch einen LDH-Freisetzungsassay weiter untersucht. Eine LDH Freisetzung ist ein 

Anzeichen für das Sterben von Zellen. Eine DL Stimulation führte zu einem Anstieg der LDH Freisetzung 

(Abbildung 53). Allerdings führte eine kombinierte Stimulation von DL/Gemcitabin, DL/FLIPinB, 

DL/Gemcitabin/FLIPinB oder DL/Gemcitabin/S63845 nicht zu mehr LDH-Freisetzung verglichen mit DL 

Stimulation. Aber erneut zeigte die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation die effektivste 

Behandlung, um die Panc89 Zellen zu sensitivieren, da nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 

Stimulation die höchste Menge LDH Freisetzung zu beobachten war (Abbildung 53). Somit verifizierte 

die LDH Freisetzung die Ergebnisse des Zellviabilitätsassays. 

 

 
Abbildung 53: Mehr LDH Freisetzung nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation 
Panc89 Zellen wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit FLIPinB und S63845 vorstimuliert und 
anschließend für 22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stimuliert. LDH Freisetzung wurde mit dem 
LDH-Dƭƻϰ /ȅǘƻǘƻȄƛŎƛǘȅ !ǎǎŀȅ (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 1 RU genommen und alle anderen Werte 
wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden gezeigt. 
Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den 
folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Modifiziert nach [355]. 

 

Ein Nachteil der bisher durchgeführten Untersuchungen ist, dass es sich dabei um 2D Zellkulturen 

handelt. Jedoch ist es elementar wichtig die Kombinationsbehandlungen auch in 3D Modellen zu 

untersuchen, da diese Organen oder Tumoren eher nachempfunden sind. Um ein 3D Modell zu 

erstellen, wurden Spheroide aus Panc89 Zellen durch Spheroidplatten erzeugt. Dabei verbanden sich 

die Panc89 Zellen zu einer kugelartigen Struktur (Abbildung 54a). Weder Einzel-, Zwei- noch 

Dreifachstimulationen führten zu einem Anstieg der LDH Freisetzung in Panc89-Spheroiden (Abbildung 

54b, c). Als einziges führte nur die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation zu einem Anstieg der 
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LDH Freisetzung. Dies zeigte erneut, dass die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation effektiv 

pankreatische Tumorzelllinien sensitiviert, auch in 3D Modellen. 

 

 
Abbildung 54: Panc89 Spheroide zeigen mehr LDH Freisetzung nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation. 
(a) Repräsentative Bilder der Panc89 Spheroide für unstimulierte Zellen und nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 
Stimulation. (b, c) Panc89 Spheroide wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit FLIPinB und S63845 
vorstimuliert und anschließend für 22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stimuliert. LDH Freisetzung 
wurde mit dem LDH-Dƭƻϰ /ȅǘƻǘƻȄƛŎƛǘȅ !ǎǎŀȅ (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 1 RU genommen und alle 
anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden 
gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit 
den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Modifiziert nach [355]. 

 

Anhand dieser Ergebnisse stellte sich nun auch die Frage, wie diese Kombination aus 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 mechanistisch zu einer Sensitivierung führt. Ein Verständnis des 

Mechanismus kann helfen die Kombinationsstimulation in zukünftigen Studien weiter zu verstehen 

und noch effektiver zu gestalten. Eine Möglichkeit warum die pankreatischen Tumorzellen durch 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation sensitiviert werden könnten, ist eine Veränderung der 

Oberflächenexpression der DRs. Um dies zu untersuchen, wurden mit dem bildgebenden 

Durchflusszytometer SUIT-020 Zellen mit CD95-FITC und TRAIL-R1/2-PE nach 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation gefärbt. Die Oberflächenexpression der DRs wurde 

zwischen unstimulierten Zellen und DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 stimulierten Zellen verglichen. Es 

wurden keine Unterschiede in der Oberflächenexpression der DRs zwischen unstimulierten und 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 stimulierten SUIT-020 Zellen beobachtet (Anhang 25). Somit ist eine 

Veränderung der Oberflächenexpression der DRs nicht verantwortlich für die Sensitivierung. 

Eine weitere Möglichkeit warum DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation die Zellen sensitiviert, ist 

Ŝƛƴ 9ƛƴŦƭǳǎǎ ŘŜǊ 5[κDŜƳŎƛǘŀōƛƴκC[Ltƛƴ.κ{соупр YƻƳōƛƴŀǘƛƻƴ ŀǳŦ ¢bCʰ 9ȄǇǊŜǎǎƛƻƴΦ 9ǎ ǿǳǊŘŜ ōŜǊŜƛǘǎ 
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gezeigt, dass Gemcitabin die ¢bCʰ tǊƻŘǳƪǘƛƻƴ ƛƴŘǳȊƛŜǊǘ [371], [372], [373]. Um diese Theorie zu 

ǸōŜǊǇǊǸŦŜƴ ǿǳǊŘŜ Ŝƛƴ ¢bCʰ-ELISA durchgeführt. Tatsächlich war nach 

TRAIL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation ein Anstieg ƛƴ ŘŜǊ ¢bCʰ tǊƻŘǳƪǘƛƻƴ Ȋǳ ǎŜƘŜƴΣ ŀǳŎƘ 

wenn die Werte eher gering waren (ca. 6 pg/ml) (Abbildung 55). Somit ist es fragwürdig ƻō ŘƛŜ ¢bCʰ 

Produktion wirklich einen Einfluss auf die gesteigerte Sensitivität hat. 

 

 
Abbildung 55: DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation ŦǸƘǊǘ Ȋǳ ŜƛƴŜƳ !ƴǎǘƛŜƎ ŘŜǊ ¢bCʰ tǊƻŘǳƪǘƛƻƴΦ 
SUIT-020 Zellen wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit FLIPinB und S63845 vorstimuliert und 
ŀƴǎŎƘƭƛŜǖŜƴŘ ŦǸǊ нн Ƙ Ƴƛǘ ŘŜƴ ŀƴƎŜƎŜōŜƴŜƴ YƻƴȊŜƴǘǊŀǘƛƻƴŜƴ ¢w!L[ ǳƴŘ /5фр[ ǎǘƛƳǳƭƛŜǊǘΦ 5ƛŜ ¢bCʰ tǊƻŘǳƪǘƛƻƴ ǿǳǊŘŜ ŘǳǊŎƘ 
ŜƛƴŜƴ ¢bCʰ 9[L{! ōŜǎǘƛƳƳǘΦ 5ƛŜ ¢bCʰ YƻƴȊŜƴǘǊŀǘƛƻƴ in pg/ml wurde über eine mitgeführte Standardkurve bestimmt. 
Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt 
mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; 
***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Modifiziert nach [355]. 

 

3.3.2. DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation löst Apoptose und Nekroptose aus 

 

Da über Zellviabilitätsassays keine Aussage über die Art des Zelltods getroffen werden kann, wurde im 

Weiteren untersucht, ob der induzierte Zellviabilitätsverlust Caspase-abhängig ist und somit potenziell 

Apoptose ausgelöst wird. Hierfür wurden in den drei pankreatischen Tumorzelllinien SUIT-020, 

MiaPaca2 und Panc89 Caspase-3/7 Aktivitätsassays sowie Western Blot Analysen nach kombinierten 

Behandlungen durchgeführt. Konsistent mit den Zellviabilitätsassays wurde nach 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation in allen drei Zelllinien nicht nur ein Anstieg der Caspase-

3/7 Aktivität nachgewiesen, sondern die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation führte zum 

stärksten Anstieg der Caspase-3/7 Aktivität verglichen mit allen anderen Bedingungen (Abbildung 56). 

In Panc89 Zellen wurde auch gezeigt, dass die DL/FLIPinB Stimulation zu mehr Caspase-3/7 Aktivität 

führte als alleinige DL Stimulation (Abbildung 56b). Zusammengefasst führte die 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation zur stärksten Caspase-3/7 Aktivität unabhängig von der 

Zelllinie und der Sensitivitäten gegenüber den einzelnen Substanzen. Somit wurde Caspase-3/7 nach 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation aktiviert, was einen Hinweis darauf liefert, dass Apoptose 

ausgelöst wurde. 
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Abbildung 56: DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation führte zum stärksten Anstieg der Caspase-3/7 Aktivität.  
(a-c) SUIT-020 (a), Panc89 (b) und MiaPaca2 (c) Zellen wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit FLIPinB 
und S63845 vorstimuliert und anschließend für 22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stimuliert. Die 
Caspase-3/7 Aktivität wurde mit dem Caspase-Glo®3/7 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 1 RU 
genommen und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen 
Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem 
post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. 
Modifiziert nach [355]. 

 

Um die Ergebnisse des Caspase-3/7 Assays zu verifizieren und die Caspase Aktivität auch auf 

Proteinebene zu untersuchen, wurde die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation auch 

vergleichend mit Zweifach- und Dreifachstimulationen im Western Blot analysiert. Dies sollte weiter 

zeigen, dass Apoptose mit der DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation ausgelöst wurde. Im Detail 

wurde dabei insbesondere auf die apoptotischen Spaltprodukte geachtet. Passend zu dem Caspase-

3/7 Aktivitätsassay war in allen drei Zelllinien SUIT-020, Panc89 und MiaPaca2 Zellen zu erkennen, dass 

am meisten p18, p17/19 und gespaltenes PARP1 nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation 

verglichen mit den anderen Bedingungen detektiert wurde (Abbildung 57). Somit konnte erneut 

bewiesen werden, dass in allen drei Zelllinien trotz unterschiedlicher Sensitivitäten die Kombination 
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aus DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 am effektivsten war. In Panc89 Zellen und MiaPaca2 Zellen war 

auch deutlich der Einfluss der DL/Gemcitabin/FLIPinB Stimulation auf die Bildung der apoptotischen 

Spaltprodukte zu sehen (Abbildung 57c, e). Diese Kombination war sogar effektiver als die 

DL/Gemcitabin/S63845 Stimulation oder DL/Gemcitabin Stimulation. Insgesamt führte eine 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation somit zu mehr apoptotischen Spaltprodukten, was weiter 

die vorherigen Ergebnisse unterstützt, dass eine DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation effektiv 

pankreatische Tumorzelllinien sensitiviert und dass Apoptose ausgelöst wird. 
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Abbildung 57: Mehr apoptotische Spaltprodukte in DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 stimulierten pankreatischen 
Tumorzellen. 
(a-e) SUIT-020 (a, b), Panc89 (c) und MiaPaca2 (d, e) Zellen wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit 
FLIPinB und S63845 vorstimuliert und anschließend für 6 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL (a, d) und CD95L (b, 
c, e) stimuliert. Zelllysate wurden mit Western Blot mit den angegebenen Antikörpern analysiert. Aktin ist die Ladekontrolle. 
Ein repräsentativer Western Blot aus n=3 Western Blots wird gezeigt. Abkürzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, l.B. lange 
Belichtungszeit. Modifiziert nach [355]. 
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Sowohl der Western Blot (Abbildung 57) als auch der Caspase-3/7 Aktivitätsassays (Abbildung 56) 

gaben einen Hinweis, dass der ausgelöste Zelltod Apoptose ist. Um dies zu vertiefen und zu 

untersuchen, ob Apoptose wirklich ausgelöst wird, wurde eine Analyse mit dem bildgebenden 

Durchflusszytometer durchgeführt. Die bildgebende Durchflusszytometrie bietet die Möglichkeit die 

Morphologie des induzierten Zelltods visuell zu überprüfen und Aussagen über den ausgelösten Zelltod 

zu treffen. Hierfür wurden SUIT-020 Zellen nach Stimulation mit PI gefärbt. Die SUIT-020 Zellen wurden 

nach negativen (lebendige Zellen) und PI positiven (tote Zellen) unterteilt. Eine Einfach- und 

Dreifachstimulation führte nur minimal zu einem Verlust der lebendigen Zellen beziehungsweise 

einem schwachen Anstieg der toten Zellen. Nur die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation zeigte 

einen signifikanten Verlust der lebendigen Zellen und Anstieg der toten Zellen (Abbildung 58a, b). Die 

visuelle Überprüfung der PI positiven Zellen zeigte die typische apoptotischen Morphologie mit einem 

Schrumpfen der Zellen und dem Bilden apoptotischer Körperchen (Abbildung 58c). Allerdings waren 

auch Zellen zu sehen, die eine gegenteilige Morphologie zeigten. Die Zellen und die Nuklei waren 

angeschwollen, was ein Zeichen für Nekroptose ist (Abbildung 58c). Somit konnte nicht nur Apoptose, 

sondern vermutlich auch Nekroptose nachgewiesen werden. 

 

 
Abbildung 58: DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation führt zu apoptotischen und nekroptotischen SUIT-020 Zellen. 
(a, b) SUIT-020 Zellen wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit FLIPinB und S63845 vorstimuliert und 
anschließend für 22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stimuliert. Die Zellen wurden mit PI gefärbt 
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und mit dem bildgebendem Durchflusszytometer gemessen. Die gemessenen Zellen wurden in lebendige (negative) (a) und 
PI positive (spät apoptotisch, nekroptotisch) (b) Zellen unterteilt. (c) Repräsentative Bilder von (a, b) nach 
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation werden dargestellt. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen 
Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem 
post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. 
Abkürzungen: HF Hellfeld, PI Propidiumiodid. Modifiziert nach [355]. 

 

Da in SUIT-020 Zellen sowohl apoptotische als auch nekroptotische Zellen nach 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation zu sehen waren, stellte sich die Frage ob dies nur in SUIT-

020 Zellen der Fall war, oder ob die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation generell auch in 

anderen Zelllinien neben Apoptose auch Nekroptose auslöst. Somit wurden auch Panc89 Zellen nach 

Kombinationsbehandlungen im bildgebenden Durchflusszytometer nach Annexin-V-FITC/PI Färbung 

untersucht. Die Panc89 Zellen wurden in negativ (lebendige Zellen), Annexin-V-FITC positiv (früh 

apoptotisch) und doppelt positiv (apoptotisch und nekroptotisch) unterteilt. Ähnlich wie zuvor führte 

nur die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation zu einem Verlust der lebendigen Zellen und einem 

Anstieg der toten Zellen, während alle anderen Bedingungen keinen Einfluss auf die lebenden 

beziehungsweise tote Zellen aufwiesen (Abbildung 59a, b). Eine visuelle Überprüfung der doppelt 

positiven Zellen zeigte die typische apoptotische Morphologie durch geschrumpfte Zellen und dem 

Bilden apoptotischer Körperchen (Abbildung 59c). Aber auch eine nekroptotische Morphologie mit 

geschwollenen Zellen und Nuklei konnte nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation gezeigt 

werden (Abbildung 59c). Somit wurde nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation sowohl 

Apoptose als auch Nekroptose in den hier ausgewählten Zelllinien ausgelöst. MiaPaca2 Zellen wurden 

in dieser Untersuchung nicht eingeschlossen, da diese kein RIPK3 exprimieren und dementsprechend 

nicht nekroptotisch sterben (Abbildung 46). 
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Abbildung 59: DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation führt zu apoptotischen und nekroptotischen Panc89 Zellen. 
(a, b) Panc89 Zellen wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit FLIPinB und S63845 vorstimuliert und 
anschließend für 22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stimuliert. Die Zellen wurden mit Annexin-V-
FITC und PI gefärbt und mit dem bildgebendem Durchflusszytometer gemessen. Die gemessenen Zellen wurden in lebendige 
(negative) (a), Annexin-V-FITC positive (früh apoptotische) (nicht gezeigt) und doppelt positive (spät apoptotische) (b) Zellen 
unterteilt. Ein Diagramm für früh apoptotische Zellen ist nicht dargestellt, da großteils nur doppelt positive Zellen gemessen 
werden konnten und der Anteil früh apoptotischer Zellen zu gering war. (c) Repräsentative Bilder von (a, b) nach 
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation werden dargestellt. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen 
Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem 
post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. 
Abkürzungen: AVF Annexin-V-FITC, HF Hellfeld, PI Propidiumiodid. Modifiziert nach [355]. 
 

Die Ergebnisse aus dem bildgebenden Durchflusszytometer wiesen sowohl apoptotische als auch 

nekroptotische Morphologien auf. Da dies eine Einzelzellanalyse ist, sollte auch untersucht werden, 

wie sich die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation auf die Nekroptose und Apoptose in Bezug auf 

mehreren Zellen auswirkt und ob die unterschiedlichen Morphologien auch klar sichtbar sind, wenn 

die Zellen im Zellverband wachsen. SUIT-020 Zellen und Panc89 Zellen wurden mit 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 stimuliert und mikroskopisch analysiert, um zwischen apoptotischer 

und nekroptotischer Morphologie zu unterscheiden (Abbildung 60). Dabei zeigte sich, dass sowohl eine 

apoptotische als auch eine nekroptotische Morphologie der sterbenden Zellen zu beobachten war. 

Dies äußerte sich für apoptotische Zellen (Abbildung 60, blauer Pfeil) in geschrumpften Zellen mit 

Ausstülpungen der Membran und für nekroptotische Zellen (Abbildung 60, roter Pfeil) durch 

angeschwollene runde Zellen. Zusätzlich zur DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation wurde zVAD-
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fmk zugegeben, um Apoptose zu inhibieren und eine Positivkontrolle für die nekroptotischen Zellen zu 

erhalten. Zellen, die mit DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk stimuliert wurden, zeigten 

tatsächlich die typische nekroptotische Morphologie (Abbildung 60, roter Pfeil). Somit konnte nicht 

nur in Einzelzellanalysen Apoptose und Nekroptose nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation 

nachgewiesen werden, sondern auch im Zellverband. 

 

 
Abbildung 60: Apoptotische und nekroptotische Morphologie nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation. 
SUIT-020 (obere Reihe) und Panc89 (untere Reihe) Zellen wurden für 24 h mit 10 ng/ml Gemcitabin und anschließend für 2 h 
mit 20 µM FLIPinB und 10 µM (SUIT-020) oder 0,005 µM (Panc89) S63845 und für 1 h mit 50 µM zVAD-fmk vorstimuliert und 
anschließend für 22 h mit 100 ng/ml CD95L stimuliert. Nach Stimulationsdauer wurden mikroskopische Bilder mit dem Evos 
von unbehandelten Zellen (Medium), CD95L/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 oder CD95L/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-
fmk stimulierten Zellen aufgenommen. Mit grünem Pfeil werden lebendige Zellen angezeigt, mit rotem Pfeil werden Zellen 
mit nekroptotischer Morphologie und mit blauem Pfeil werden Zellen mit apoptotischer Morphologie gezeigt. Neben der 
Pfeillegende werden beispielhaft Bilder der jeweiligen Zellen mit den typischen Morphologien gezeigt. Es werden 
repräsentative Bilder dargestellt. Modifiziert nach [355]. 

 

Nekroptose führt, wie zuvor beschrieben, zur Phosphorylierung von RIPK1, RIPK3 und MLKL. Somit 

sollte untersucht werden, ob eine DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation ebenfalls zu pRIPK1, 

pRIPK3 und pMLKL führen. Insbesondere war von Interesse herauszufinden, ob nach der 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation mehr Nekroptose ausgelöst wird, verglichen mit den 

anderen Bedingungen. zVAD-fmk wurde in dieser Analyse genutzt, um deutlichere Ergebnisse 

bezüglich Nekroptose zu erhalten, da Apoptose inhibiert wird. Um nun dies zu untersuchen, wurden 

im Western Blot die Schlüsselproteine des nekroptotischen Signalwegs untersucht. Sowohl in SUIT-020 

Zellen als auch in Panc89 Zellen wurden pRIPK1 und pMLKL nach CD95L/Gemcitabin/zVAD-fmk, 

CD95L/Gemcitabin/FLIPinB/zVAD-fmk, CD95L/Gemcitabin/S63845/zVAD-fmk und 

CD95L/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk Stimulation nachgewiesen (Abbildung 61a, b). 

Allerdings war nur am meisten pMLKL in Panc89 Zellen nach 

CD95L/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk Stimulation zu sehen, verglichen mit den anderen 

Bedingungen. In SUIT-020 Zellen konnte in CD95L/Gemcitabin/S63845/zVAD-fmk stimulierten Zellen 

das meiste pMLKL detektiert werden. Gemcitabin allein löste keine Phosphorylierung von MLKL aus 

(Abbildung 61c). Insgesamt führte eine DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk Stimulation in SUIT-

020 Zellen und Panc89 Zellen zur Induktion von pMLKL und pRIPK1. Somit wurde Nekroptose 

ausgelöst, jedoch führte eine DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk Stimulation nicht zur 

stärksten Induktion der Phosphorylierungen der Nekroptoseschlüsselproteine. 
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Eine Zugabe von Nec-1s oder GSK872 zur DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk Stimulation führte 

zu einem Wiederherstellen der Zellviabilität in Panc89 Zellen und SUIT-020 Zellen, was darauf hinweist, 

dass Nekroptose ausgelöst wurde (Anhang 26-30). zVAD-fmk stellte nur einen Teil der Zellviabilität 

nach CD95L/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk Stimulation wieder her, was zeigte, dass nur ein 

Teil der apoptotischen Zellen gerettet wurde, während eine restliche Population der Zellen 

nekroptotisch starb. Dahingegen führte eine CD95L/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk 

Stimulation in MiaPaca2 Zellen zu einem vollständigen Wiederherstellen der Zellviabilität während 

Nec-1s keinen Einfluss auf die Zellviabilität nach Kombinationsbehandlungen hatte (Anhang 31). Dies 

geht überein mit der Tatsache, dass MiaPaca2 Zellen kein RIPK3 exprimieren und daher nicht 

nekroptotisch sterben (Abbildung 46).  

 

 
Abbildung 61: Phosphorylierung von RIPK1 und MLKL nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk Stimulation. 
(a-c) SUIT-020 (a), Panc89 (b, c) Zellen wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit FLIPinB und S63845 und 
für 1 h mit zVAD-fmk vorstimuliert und anschließend für 6 h mit CD95L stimuliert. Zelllysate wurden mit Western Blot mit den 
angegebenen Antikörpern analysiert. Aktin ist die Ladekontrolle. Ein repräsentativer Western Blot aus n=3 Western Blots wird 
gezeigt. Modifiziert nach [355]. 

 

Zusammengefasst deuteten alle diese Daten darauf hin, dass sowohl Apoptose als auch Nekroptose 

ausgelöst wurde. Dies stellte die Frage ob es möglich ist die Population der nekroptotisch und 

apoptotisch sterbenden Zellen zu unterteilen und das Verhältnis zwischen Apoptose und Nekroptose 

zu quantifizieren. Hierfür wurden die Daten aus Abbildung 58, 59 sowie Anhang 28 mit 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation in SUIT-020 und Panc89 Zellen und 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk Stimulation für SUIT-020 nach bildgebender 

Durchflusszytometrie genutzt. Zunächst wurden die Daten aus der bildgebenden Durchflusszytometrie 

in einem Dot Plot mit der Größe und der PI Intensität aufgetragen. Daraus wurden die PI negativen 

Zellen für die weitere Analyse ausgeschlossen (Anhang 32). Unter den PI positiven Zellen wurde 

anschließend nach kleinem und großem Nukleus unterteilt (Abbildung 62a, b). Apoptose ist durch 

einen kleinen Nukleus gekennzeichnet während ein großer Nukleus Nekroptose kennzeichnete. Somit 

wurde diese Unterteilung dazu genutzt Apoptose und Nekroptose zu quantifizieren. Die Zugabe von 

zVAD-fmk zur DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation verschob die Population in Richtung großer 

Nukleus, sprich Nekroptose (Abbildung 62a). Dies zeigte, dass diese Methode dafür genutzt werden 

konnte, um zwischen Apoptose und Nekroptose zu unterteilen und die Verhältnisse zu quantifizieren. 

Die Quantifizierung zeigte, dass mehr Apoptose als Nekroptose nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 

Stimulation sowohl in SUIT-020 und Panc89 Zellen gemessen wurde (Abbildung 62c, d). Die Zugabe 

von zVAD-fmk zur DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation führte zu mehr Nekroptose als 
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Apoptose (Abbildung 62c). Zusammengefasst führte eine DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation 

sowohl in SUIT-020 Zellen als auch in Panc89 Zellen zu Apoptose und Nekroptose, wobei Apoptose den 

größeren Teil der sterbenden Zellen einnahm. 

 

 
Abbildung 62: Mehr apoptotische Zellen als nekroptotische Zellen nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation. 
(a, b) Die PI positive Population von Abbildung 58 und Anhang 28 (a) und die doppelt positive Population von Abbildung 59 
(b) wurden in einem Dot Blot nach Größe und PI Intensität aufgetragen. Es wurde nach kleinem und großen Nukleus unterteilt. 
Es wird ein repräsentativer Dot Blot von n=3 gezeigt. (c, d) Quantifizierung von (a, b). Mittelwert und Standardabweichung 
von n=3 unabhängigen Experimenten werden gezeigt. Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-
ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; 
ns nicht signifikant. Abkürzungen: PI Propidiumiodid. Modifiziert nach [355]. 

 

Eine Kombinationsstimulation von Tumorzellen ist nur sinnvoll, wenn gesunde Zellen davon in 

überwiegendem Maße unbeeinflusst bleiben. Der Vorteil von gesunden Zellen ist, dass eine Vielzahl 

keinen TRAIL-R exprimieren [374]. In dieser Arbeit wurden Fibroblasten 1451 als Modell für gesunde 

Zellen genutzt. Diese exprimierten CD95, aber kein TRAIL-R (Abbildung 63). 

 



Ergebnisse 

- 133 - 

 

 
Abbildung 63: Fibroblasten 1451 exprimieren kein TRAIL-R1/2 auf der Zelloberfläche. 
Fibroblasten 1451 wurden mit CD95-FITC und PE-TRAIL-R1/2 sowie den Kontrollen IgG-FITC (Kontrolle, links) und IgG-PE 
(Kontrolle, rechts) gefärbt. Die Zelloberflächenexpression der Rezeptoren wurde mittels bildgebender Durchflusszytometrie 
bestimmt. Die Oberflächenexpressionen werden vergleichend mit den Kontrollen im Histogramm dargestellt. Es wird ein 
repräsentatives Histogramm von n=3 Versuchen gezeigt. Modifiziert nach [355]. 

 

Um zu untersuchen, wie die Fibroblasten 1451, als Zellmodell für gesunde Zellen, auf die 

Kombinationstherapie reagieren, wurden die Fibroblasten 1451 nach Stimulation mit Annexin-V-

FITC/PI oder PI gefärbt und wie zuvor beschrieben unterteilt. Die Fibroblasten 1451 zeigten keinen 

Verlust der lebendigen Zellen nach allen getesteten Bedingungen, sowie kein Erscheinen apoptotischer 

Spaltprodukte nach Western Blot Analyse in den getesteten Bedingungen (Abbildung 64). Somit waren 

die getesteten gesunden Zellen nicht reaktiv auf die kombinierte Stimulation. Somit war eine 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation effektiv in pankreatischen Tumorzellen, hatte aber keine 

Nebenwirkungen auf die hier getesteten gesunden Zellen. 
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Abbildung 64: Fibroblasten 1451 sind nicht sensitiv gegenüber DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation.  
(a, b) Fibroblasten 1451 wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit FLIPinB und S63845 vorstimuliert und 
anschließend für 22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL stimuliert. Die Zellen wurden mit PI (a) oder mit Annexin-
V-FITC und PI (b) gefärbt und mit dem bildgebendem Durchflusszytometer gemessen. Die gemessenen Zellen wurden in 
lebendige (negative) und PI positive (a) beziehungsweise in Annexin-V-FITC positive (früh apoptotische) und doppelt positive 
(spät apoptotische) (b) Zellen unterteilt. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhängigen Experimenten werden 
gezeigt. (c) Fibroblasten wurden wie in (b) stimuliert und Zelllysate wurden mittels Western Blot und den angezeigten 
Antikörpern analysiert. Aktin ist die Ladekontrolle. Ein repräsentativer Western Blot von n=2 Western Blots ist dargestellt. 
Statistiken wurden durchgeführt mit einem ungepaarten ONE-WAY-ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den 
folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Abkürzungen: PI Propidiumiodid. 
Modifiziert nach [355]. 

 

3.3.3. DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation führt zu mehr Komplex II Bildung 

 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Kombinationsstimulation 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 zu einem effektiven Anstieg in apoptotischen und nekroptotischen 

Zellen führte. Dies ließ die Frage aufkommen, wie die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation die 

Zelltodkomplexbildung beeinflusst und ob der Anstieg im PCD durch unterschiedliche Komplexbildung 

erklärt werden kann. Dies kann auch mehr Einblick in den Mechanismus hinter der 
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DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation geben. Als erstes wurde eine DISC-IP durchgeführt, um zu 

untersuchen, ob die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation die DISC Bildung beeinflusst (Anhang 

33a). Dafür wurden neben unstimulierten Zellen die folgenden Stimulationen getestet: 

DL/Gemcitabin/FLIPinB, DL/Gemcitabin/S63845 und DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845. Der DISC wurde 

nach allen drei Bedingungen immunpräzipitiert, gezeigt durch die Detektion von Caspase-8, p43/41, c-

FLIP und FADD. Allerdings waren keine Unterschiede zwischen den drei getesteten Bedingungen zu 

sehen. Da der DISC ein HMW (High Molecular weight Fraction, große Molekulare Fraktion) Komplex 

ist, wurde zusätzlich untersucht, ob es Unterschiede des DISCs im HMW gibt, sprich ob die Größe des 

gebildeten DISCs je nach Bedingung variiert. Interessanterweise führte eine DL/Gemcitabin/S63845 

Stimulation zu einer DISC Formierung in den mittleren bis kleineren molekularen Fraktionen mit 

Caspase-8 und c-FLIP (Anhang 33b). FADD war in der großen molekularen Fraktion (2-6) zu finden. Die 

Kombination aus DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 führte ebenfalls zu einer DISC Formierung in 

kleinerer molekularer Fraktion, allerdings auch schwächer als nach DL/Gemcitabin/S63845 

Stimulation. Interessanterweise war aber mehr FADD in großer molekularer Fraktion in 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 stimulierten SUIT-020 Zellen zu erkennen. Insgesamt aber schien die 

hier eingeführte Kombinationsbehandlung den DISC nicht zu beeinflussen und keine Erklärung für die 

sensitivierenden Effekte zu sein. 

Dies führte dazu, dass ein anderer Komplex untersucht werden sollte: das Ripoptosom. Um das 

Ripoptosom zu immunpräzipitieren wurde eine Caspase-8-IP nach DL/Gemcitabin, 

DL/Gemcitabin/FLIPinB, DL/Gemcitabin/S63845 und DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation 

durchgeführt. Im Gegenteil zur DISC-IP konnten Unterschiede nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 

Stimulation ausgemacht werden (Abbildung 65). Im Detail wurde mehr c-FLIPS, p22, p43, FADD, RIPK1 

und Caspase-8 p18 in SUIT-020, Panc89 und MiaPaca2 Zellen in der Caspase-8-IP nach 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation verglichen mit allen anderen Bedingungen nachgewiesen. 

Somit beeinflusste die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation die Bildung des Ripoptosoms, 

indem mehr Komplexbildung zu beobachten war. Dies gibt eine Erklärung für die sensitivierenden 

Effekte. Interessanterweise galt dies für alle drei getesteten Zelllinien, was in Zusammenhang steht, 

dass die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation auch in allen drei Zelllinien effektiv war, 

unabhängig von den Sensitivitäten gegenüber den einzelnen Substanzen. 
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Abbildung 65: Mehr Komplex II Bildung in DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 stimulierten pankreatischen Tumorzellen. 
(a-c) SUIT-020 (a), Panc89 (b) und MiaPaca2 (c) Zellen wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit FLIPinB 
und S63845 vorstimuliert und anschließend für 6 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL oder CD95L stimuliert. Die 
Caspase-8-IP wurde durchgeführt mit anti-Caspase-8. IP und Zelllysate wurden mit Western Blot und den angezeigten 
Antikörpern analysiert. Aktin ist die Ladekontrolle für die Lysate, Caspase-8 ist die Ladekontrolle für die IP. Ein repräsentativer 
Western Blot von n=3 Western Blots ist dargestellt. Abkürzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, l.B. lange Belichtungszeit, IP 
Immunpräzipitation, BK Beadkontrolle. Modifiziert nach [355]. 
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Ein weiterer Bestandteil des Ripoptosoms ist FADD. Daher wurde um die Caspase-8-IP Ergebnisse zu 

verifizieren eine FADD-IP durchgeführt. Die FADD-IP führte zu ähnlichen Ergebnissen wie die Caspase-

8-IP. Es wurde mehr Caspase-8 p18 und c-FLIP p22 in SUIT-020 Zellen nach 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation verglichen mit den anderen Bedingungen nachgewiesen 

(Abbildung 66a). Die Ergebnisse waren noch deutlicher in Panc89 Zellen, die mit 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 stimuliert wurden. Dort wurde deutlich mehr p43, p22, p43/41 und 

p18 detektiert als in den anderen Bedingungen (Abbildung 66b). Dies zeigte, dass die 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation die Ripoptosom Bildung beeinflusste und über diesen 

Komplex mehr Zelltod auslöste. Interessanterweise war dies auch wieder konsistent über alle 

getesteten Zelllinien. 

 

 
Abbildung 66: Mehr Komplex II in DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 stimulierten pankreatischen Tumorzellen nachgewiesen 
durch FADD-IP. 
(a, b) SUIT-020 (a) und Panc89 (b) Zellen wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit FLIPinB und S63845 
vorstimuliert und anschließend für 6 h mit den angegebenen Konzentrationen CD95L stimuliert. Die FADD-IP wurde 
durchgeführt mit anti-FADD. IP und Zelllysate wurden mit Western Blot und den angezeigten Antikörpern analysiert. Aktin ist 
die Ladekontrolle für die Lysate, FADD ist die Ladekontrolle für die IP. Ein repräsentativer Western Blot von n=3 Western Blots 
ist dargestellt. Abkürzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, l.B. lange Belichtungszeit, IP Immunpräzipitation, BK Beadkontrolle. 
Modifiziert nach [355]. 

 

Da auch Nekroptose über die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation ausgelöst wurde (Abbildung 

58-62), sollte nach Caspase-8-IP und FADD-IP in Zellen, stimuliert mit 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk, die Bildung des Nekrosom untersuchen werden. 

Insbesondere sollte untersucht werden, ob eine DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk 

Stimulation zu mehr Nekrosombildung führt, was ebenso erklären würde, warum mehr PCD ausgelöst 

wird nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk Stimulation. In 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk stimulierten SUIT-020 Zellen und Panc89 Zellen wurde 

pRIPK1 nachgewiesen, sowie c-FLIP, RIPK1 und Caspase-8, alles Proteine, die Bestandteile des 
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Nekrosoms sind (Abbildung 67). In beiden Caspase-8-IPs wurde mehr Proteine des Nekrosoms in 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk stimulierten Zellen nachgewiesen, als unter den anderen 

Bedingungen. Demzufolge wurde mehr Nekrosom gebildet.  

 

 
Abbildung 67: Nekrosombildung in DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk stimulierten pankreatischen Tumorzellen. 
(a, b) SUIT-020 (a) und Panc89 (b) Zellen wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit FLIPinB und S63845 
und 1 h zVAD-fmk vorstimuliert und anschließend für 6 h mit den angegebenen Konzentrationen CD95L stimuliert. Die 
Caspase-8-IP wurde durchgeführt mit anti-Caspase-8. IP und Zelllysate wurden mit Western Blot und den angezeigten 
Antikörpern analysiert. Aktin ist die Ladekontrolle für die Lysate, Caspase-8 ist die Ladekontrolle für die IP. Ein repräsentativer 
Western Blot von n=3 Western Blots ist dargestellt. Abkürzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, l.B. lange Belichtungszeit, IP 
Immunpräzipitation, BK Beadkontrolle. Modifiziert nach [355]. 

 

Ähnliche Ergebnisse wurden auch nach einer FADD-IP erzielt. SUIT-020 Zellen und Panc89 Zellen 

zeigten mehr c-FLIP, Caspase-8, RIPK1 und pRIPK1 nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk 

Stimulation als in den anderen Bedingungen (Abbildungen 68). Dabei waren diese Ergebnisse klarer in 

SUIT-020 Zellen als in Panc89 Zellen. Somit wurde tatsächlich nach 

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk Stimulation mehr Nekrosom nachgewiesen. Daraus folgend 

kann erklärt werden, dass die stärkere Induktion von Apoptose und Nekroptose durch mehr 

Komplexbildung des Ripoptosoms und des Nekrosoms kommt. 
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Abbildung 68: Nekrosombildung in DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAD-fmk stimulierten pankreatischen Tumorzellen 
nachgewiesen nach FADD-IP. 
(a, b) SUIT-020 (a) und Panc89 (b) Zellen wurden für 24 h mit Gemcitabin und anschließend für 2 h mit FLIPinB und S63845 
und 1 h zVAD-fmk vorstimuliert und anschließend für 6 h mit den angegebenen Konzentrationen CD95L stimuliert. Die FADD-
IP wurde durchgeführt mit anti-FADD. IP und Zelllysate wurden mit Western Blot und den angezeigten Antikörpern analysiert. 
Aktin ist die Ladekontrolle für die Lysate, FADD ist die Ladekontrolle für die IP. Ein repräsentativer Western Blot von n=3 
Western Blots ist dargestellt. Abkürzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, l.B. lange Belichtungszeit, IP Immunpräzipitation, BK 
Beadkontrolle. Modifiziert nach [355]. 
 

 

Zusammengefasst führte die vierfache Kombinationsbehandlung von pankreatischen Tumorzelllinien 

zu mehr Caspase Aktivität, sowie zu Apoptose und Nekroptose durch mehr Komplexbildung des 

Ripoptosoms und des Nekrosoms. Daraus lässt sich erklären wie die Zellen hinsichtlich des Zelltods 

sensitiviert werden. Diese Ergebnisse geben einen tieferen Einblick darin wie eine 

Kombinationsbehandlung genutzt werden kann verschiedene Zelltodarten auszulösen und so 

Tumorzelllinien gegenüber dem Zelltod zu sensitivieren. Der Vorteil der Kombinationsbehandlung 

besteht darin, dass möglichst geringe Konzentrationen der einzelnen Substanzen genutzt wurden, 

sodass gesunde Zellen nicht angegriffen wurden.  

 

3.4. Kombinationsbehandlung von HT29 Zellen mit FLIPinB und BV6 

 

Die Ergebnisse, die in diesem Kapitel dargestellt sind, wurden in der Publikation Targeting caspase-

8/c-FLIPL heterodimer in complex II promotes DL-mediated cell death von Hillert-Richter, König et al. 

2024 in Front Cell Dev Biol publiziert [375]. 

Im vorherigen Kapitel wurde gezeigt, dass FLIPinB helfen kann Apoptose und Nekroptose auszulösen, 

um Krebszellen zu sensitivieren (Kapitel 3.3). Dies stellte die Frage, inwieweit FLIPinB weiter genutzt 

werden kann, um Krebszelllinien hinsichtlich des Zelltods zu sensitivieren. Vor allem steht im Fokus, 

ob sowohl das Auslösen von Apoptose als auch Nekroptose weiter genutzt werden kann. Vor allem 

nachdem gezeigt wurde, wie CD95L/BV6/zVAD-fmk Nekroptose in HT29 Zellen auslöste (Kapitel 3.2.), 

stellte sich die Frage ob FLIPinB oder sein wasserlösliches !ƴŀƭƻƎƻƴ C[Ltƛƴ.ʴ diese kombinierte 
























































































































































































