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Zusammenfassung

Zusammenfassung
Der programmierte Zelltod Apoptose ist ein essenzieller Bestandteil zur Erhaltung der Homdostase in
Organismen. Dysregulationen von Apoptose fihreKrankheiten wie Krebs und neurodegenerativen
Krankheiten. Fir die Initiierung der extrinsischen Apoptose bindet ein Todeslideait (igand DL)
wie CD95L an seinen entsprechenden Todesrezepttgatli receptor DR) CD95. Nach
Ligandenbindung werden intzallular FADD sowie weitere DED Proteine wie Procaspasd cFLIP
rekrutiert. Die Gesamtheit aus DR und DED Proteinen wird als -Tatleserenden Komplexdéath
inducing signaling compledISC) bezeichnet. Der DISC bildet die Plattform zur Dimenigiend
Aktivierung von Caspagk in DEEFilamenten, vermittelt durch Typ I, Typ Il und TypDED
Interaktionen, was zu Apoptose fiihk/elche Wichtigkeit die Typ | DED Interaktion fir die Caspase
DEDFilamentbildung und Aktivierung hahd inwieweit de Typ | DED Interaktion als Ziel fur mogliche
neue therapeutische Ansatze genutzt werden kann, ist bisher nicht im Detail untersucht wurden
die Typ DEDnteraktion zu untersuchen und fir die Entwicklung neuer therapeutischer Ansétze wurde
ein PeptidDEDidin silicodesignt, welches das FL Motiv der DED2 nachahmt. Neben DEDid wurden
Mutationen der hydrophoben Tasche der Casp@8s®ED1 etabliert, sogenannte TypDED
InteraktionsMutanten. Die Mutationen wurden unter anderem auch in die DEDid Binduitgs$er
Caspas@ DEDL1 eingefuhrt. Sowohl DEDid als auch die Typ | DED Interaktionsmutanten fuhrten zu
einer Inhibierung der CD958hduzierten Caspas®&/7 Aktivitat, Apoptose und zu einer verminderten
Bildung des DISC. Dies zeigt, dass die Typ | DELkfiotemssenziell zur Aktivierung von Caspaése
und zur Stabilisierung d®EDFilamenten undlesCD95DISC ist. Neben Apoptose riickt Nekroptose,
eine andere Form des programmierten Zelltods, immer weiter in den Fokus als therapeu#sehes
zur Behandlungron Tumorerkrankungen. Nekroptose wird ebenfalls Uber die Bindung eines DL an
einen DR, aber unabhangig von Caspase Aktivitat, ausghléstoptose wird tUber den Nekrosom
Komplex, bestehend aus DED Proteinen, RIPK1 und RIPK3, initiiert. Wie genawsekhagh CD95L
ausgeldst wird, sowie die stdchiometrische Zusammensetzung desi@@gterten Nekrosoms, ist
bisher unbekannt. In dieser Arbeit wurde durch Immunprazipitationen und quantitative
massenspektrometrische Analysen die Stochiometrie des @@Zierten Nekrosoms analysies
wurde nachgewiesen, dass RIPK1 der Hauptbestandteil desi@id@terten Nekrosoms isDurch
InteraktionsMutanten der DD von RIPK1 und FADD wurde zusatzlich erstmalig die Bedeutung der Typ
Il DD Interaktion fur die Bdung des CDSmduzierten Nekrosoms untersuchZusammengefasst
bilden diese beiden ersten Arbeiten einen tieferen Einblick in die Formierung von zwei elementaren
makromolekularen Komplexen induziert durch CD95L, di€ialgur Sensitivierung von Tumoiian
genutzt werden konnen.
Pankreatische Tumore gehéren zu den tddlichsten Tumorerkrankumggtweit mit schlechter
Uberlebensrate Daher ist es essenziell neue, aikproteine gezielte therapeutische Ansatze zu
entwickeln und zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde der EinflussirdegicodesigntenSmall
Molecules FLIPInB, welches an das Casgilsd-LIP Heterodimer bindet und das aktive Zentrum
dieses Heterodimerdabilisiert, auf pankreatische Tumorzelllinien untersucht. Um die Resistenzen in
pankreatischen Tumorzelllinien zu umgehen, wurde eine neuartige Kombinstiioogation von
FLIPinB, DL, dem gangigen Chemotherapeutikum Gemcitabin urdiiMbitor S63845untersucht.
Weitergehend wurden die Effekte um FLIPinB und dem SMAC Mimetikum BV6 auf Apoptose und
Nekroptose erstmalig in einer Darmkrebszelllinie analysieBeide Kombinationsbehandlungen
fuhrten nicht nur zu einer vermehrten Apoptose, sowie Casfiagktivitat, auch Nekroptose konnte
vermehrt nachgewiesen werdennsgesamt bietet diese Arbeit einen tieferen Einblick in die
Entstehung und Zusammensetzung apoptotischer und nekroptotischer Komplexe und wie dieses
Wissen angeendetwerden kann, um therapeigche Behandlungen zu entwickeln.
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Abstract

Abstract

The pogrammed cell deathapoptosisis 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 pre8aspast-LIP are
recruitedto the DRintracellularly. Theeomplexof DR and DED proteins is referred to as the death
inducing signaling complex (DISC). The DISC forms therpidtfr the dimerization and activation of
caspase3 in DED filaments, mediated by type I, type Il and typ@BDinteractions, which leads to
apoptosis.The importane of type | DED interaction faraspase8 DED filament formation and
activation,and the extent to which type DED interaction can be uses a target for potential new
therapeutic approachegias not yet been investigated in detdll investigate type DEDinteraction

and develop new therapeutic approacheqeptide calledEDid was dégnedin silico DEDidmimics

the FL motif ofthe DED2. In addition to DEDid, mutations of the hydrophobic pocket of ca§da&®1

were establishedreferred toas type DEDinteraction mutants.The mutations were also introduced

into the DEDid bindingts of caspase3 DED1. Both DEDid and the type | DED interaction mutants led
to inhibition of CD95linduced caspas8&/7 activity, apoptosis and reduced DISC formation. This shows
that the type | DED interaction is essential for the activation of casgas® the stabilization of DED
filamentsin the CD95DISC. 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 alstiggered by the binding of a DL to a DR, but independently of caspase
activity. Necroptosis is initiatedia the necrosome complex, consisting of DED proteins, RIPK1 and
RIPK3. How exactly necrosoméniiated by CD95L, as well as the stoichiometric composition of the
CD95induced necrosome, is still unknown. In this study, the stoichiometry of the db@fced
necrosome was analyzed by immunoprecipitaiand quantitative mass spectrometry. It wsisown

that RIPK1 is the main component of the Cix@ficed necrosome . Additionally, sing interaction
mutants of the DD of RIPK1 and FADD, the importance of typRifiteraction for the formation of

the CD95nducednecrosome was investigated for the first time.smmmary, these first two studies
provide deeper insiglstinto the formation of two elementary macromolecular complexes induced by
CD95L, which can be used as targetsensitizetumor cells.

Pancreatic tumors arene ofthe most deadftumorswith poor survival ratesvorldwide. It is therefore
essential to develop and investigate new therapeutic approaches targeting specific proteins. This study
investigated the influence of thia silicodesigned small molecule FLIPinB, which binds to the caspase
8/c-FLP_heterodimer and stabilizes the active center of this heterodimer, on pancreatic tumor cell
lines. In order tavercomeresistance in pancreatic tumor cell lines, a novel comlginaktreatment

of FLIPinB, DL, th#rst-line drug gemcitabine andthe 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. Bmimbinabrial treatments not only led to
increased apoptosis and caspe®eactivity, but also to increasedecroptosis Overall, this work
provides deeper insight into the formation and composition of apoptotic mecroptoticcomplexes

and how this knowledge can be djgul to developnew therapeuticapproaches
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1. Einleitung

1.1. Der programmierteZelltod

In der Entwicklung und zur Aufrechterhaltung der Homdostase von Organismeresgaswie/ldass
Zellen gezielt sterbeml]. Zusatzlich missebeschadigteZellen, beispielsweise Zellen mit DNA
Schaden sowie durch UV Licht entstandene Schémb#er, entartete Zellen durch Absterben entfernt
werden[2], [3]. DerProzess des Absterbendrd durch den programmierten Zelltoghogrammaed cell

death, PCD) regulierZumPCDgehoren unter anderem Apoptose und Nekroptddg [5]. Der PCD

wird in drei Typen unterteilt. Typ | beschreibt die Apoptose, Typ Il die Autophagie und Typ Il die
regulierte Nekrose [6]. Diese drei Typen unterscheiden sictieutlich in den morphologischen
Veranderungen der Zellef6].

1.2. Apoptose

Der PCD Apoptose wurde erstmals 1972 beschriefign Apoptoseist gekennzeichnet durch
charakteristische morphologische Veranderangder sterbendenZellen.Im Detail zeichnen sich
apoptotische Zellen durch ein Schrurepfder Zella unddurch dieKondensation des Chromatins aus.
Der Zellkern wird fragmentiert. Die absterbenden Zellen bilden Vesikel aus, die als
Apoptosekorperchen bezeichnet werdfs]. Optisch ist dies erkennbar durafiembrane blebbingDie
so entstandeneiVesikel werden im Anschludarch Phagozytephagozytiert Phosphatidylserin (PS),
welches in gesunden Zellean der Innenseite der Membran exprimiert wirdyird in frih
apoptotischen Zellen Caspaabhéangig auf die AuBenseite der sterbenden Zellen transpofigris].
PS dient als Marker fiir Phagozy{& [10].

Apoptose kanrextrinsischdurch einen Liganden odéntrinsischdurch Zellstress wieDNASchaden
initiiert werden Die intrinsische Apoptose wird Uber die Mitochondrien ausgdlbist

1.2.1. Extrinsische Apoptose

ExtrinsischeApoptose wird Uber Todesligandemle@th ligand DL) initiiert, die an spezifische
Todesrezeptoren death receptoy DR) binde. Die DR umfassemnter anderem cluster of
differentiation95 (CD95auchFas(Factor activating Exg®der APQO1 (Apoptose Antige-1) genann)
und die TNFrelated apoptosisnducing ligand receptors 1 und PRAItR1 undTRAILR2) Die DR sind
eine Unterfamilieder Rezeptoren defNF Superfamiligl2], [13], [14], [15] Die Rezeptoren der TNF
Superfamilie zeichnen sich durch eine cysteinreiche extrazellulare Domafikshus

Der extrinsischeTeil des DRinteragiet mit dem DL, entsprechend der hier diskutierten DR bindet
CD95L an CD95 und TRANnd TRAIR1/2[12], [17], [18] Die DRrimerisierennach Ligandenbindung
[19], [20]. Neuere Publikationenberichten auch die Méglichkeit einer RezeptordimerisierufigQ],
oder dass fur die Initiierung des Signalwegse Preoligomerisierung der Dietwendig ist[21].
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DR sind Transmembranproteirigie Transmembrandoméne von CD95 beinhadtetinreiche Motive,
die ebenfallstrimerisieren [22]. Auch andere DRind durchdiese prolinreichen Motivein der
Transmembrandoméane gekennzeichnet Die Transmembrandomane ist esgeft fur die
Weiterleitung des extrinsischen Signals. So fihren Mutationen in der Transmembrandoméne zu einer
Inhibition der Rezeptortrimerisierung under Apoptoselnduktion [22], [23] Im intrazellularen Tell
haben die DR eine hoch konservierte Todesdomateath domain DD) bestehend ausa. 80
Aminosaurer{24], [25]

Durch Bindungder DLund die folgende Kaformationsanderungverden die Dxuganglict{26]. An
die DDder DRbindet das Adaptorprotein FADPasassociated protein with death domaiMORT1
(mediator of receptoinduced toxicity 1 mit seiner DD im Gterminalen Bereichdurch DBDD
Interaktionen[27], [28], [29], [30], [31]Im Nterminalen Bereictbesitzt FADD ein&odesEffektor
Doméane death effector domain DED)mit einer hydrophoben Region, die notwendig fir die
Interaktionen mit anderen DED Proteinen[i31], [32] Durch DEEDED Interaktionebindenandere
DEDProteinean FADI29], [33], [34], [35], [36], [37Pie Gesamtheit aus DR, FADD und BiBizinen
wird als todesinduzierender Signalkomplededth inducing signaling comple®ISC) dreichnet
(Abbildung 1)[38], [39] Zu den DEfProteinen gehdrenProaspase8 und -10 und cellular FLICE
inhibitory protein (c-FLIR. ProaspaseB ist einer derwichtigsten Aktivatoren der extrinsischen
Apoptose undildet Filamenteam DISQyenannt DED Filamenteodurchsiedimerisiert undaktiviert
wird [33], [40], [41], [42], [43]

Die Funktion vorPro@spasel  ist nicht vollstandig geklart. Wahresde mit &hnlicher Funktion wie
Proaspase8 beschrieben wurde gibt es auch Berichte Uber atpoptotische Funktionen von
Proaspasel0[42], [44], [45] Eine detailliertere Beschreibung Ubdie Funktionen vorCaspasen ist
Kapitel 1.2.1.3. zu entnehmen.

c-FLIPwirkt je nach Isoform und Konzentration in der Zelle amtier pro-apoptotisch[29], [34], [46],
[47], [48] Eine detailliertere Beschreibung tibeFtIP folgt in Kam@t 1.2.1.4.
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m:] CD95L/TRAIL
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Caspase-3/7

l
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Abbildungl: Extrinsische Apoptose durch Ligandenbindung an Todesrezeptoren

Der DR trimerisiert nach Ligandenbindur{@D95Loder TRAIL binden jeweils CD95 oder THI2), wodurch durch
Konformationsanderungen die DiDgangliclwerden. Durch DIDD Interaktiorbindet das Adaptorprotein FADBn die DED
von FADD binden die DEDoteine Proaspases/-10 und c-FLIPund bilden den DIS®rocaspas® bildet Filamente aus,
wodurch Procaspas® dimerisiert und aktiviert wird. Durch folgende autokatalytische Spaltungen entsteht das Ca8pase
Heterotetramer. Durch die aktive Caspa8ewerden Effektorcaspasen wie Caspase aktiviert, was in Apoptose resultiert.
Modifiziert nach[49], [50]

1.2.1.1. Der Todesrezepta€D95

CD95 (APQ, Fas) ist ein Todesrezeptor der TRIBuperfamilie, det989entdecktwurde [12], [49],
[51]. CD95 ist &1 Typ | Transmembranrezeptor mit eineolekularen Masseon 45 kDa[52]. Durch
podtranslationale Modifikationen (PTWMyie Glykosylierungemur Regulation von Apopse variiert
die Massedes Rezeptorg53], [54] Extrazellular hatCD95eine cysteinreiche Domaneson 155
Aminosaurengefolgt von eineil ransmembrandor@ne von 19 Aminosduren und ematrazellularen
Doméane mit 145 Aminoséaurerdie die DD enthalf25], [55]. Die Bindung de®L CD95Lan die
cysteinreiche Domanénduziert verschiedenesignalwege innerhalb der Zelle. So wird nicht nur
Apoptose ausgelost, sondern auch der-NBSignalweg, der das Uberleben von Zellen veethit
Somit hat CD95 eine duale Rolle in Zel&8]. Beipielsweise ist CD9&n der Proliferation und
Aktivierung von Immunzellen, wieZellen beteiligt [51], [57], [58], [59], [60] Weiterhin verursacht
CD95 auch die Ausschittung von proinflammatorischen ZytoKBiHnInteressanterweise ist CD95
auf einer Vielzahl von Zellen vertretgedoch nicht auf allen[62], [63], [64], [65], [66], [67]Eine
Veranderung der CD95 Expression auf Zellen oderMuttation von CD95 fihrt zu Krankheitemie
der Autoimmunkrankheit Autoimmunes Lymphoproliferatives SyndromALP¥y [68], [69]
Veranderungen von CD95 simgkiterhin auch mit Tumoren verbundefyQ]. Es sind tber mdert
Mutationen von CD95 bekannt, die zu Krankheiten fiihren (zusammengefassf71i).
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Interessanterweis@erursachermahezu alle Mutatione in allen Bereichen von CD95 elnkibierung
der Apoptoselnduktion Dies zeigt, d& sowohl die extrazellulare cysteinreiche Doméaie,auchdie
Transmembrandomane und die intrazellulare DD fir Apoptosefggnalwegessenzielsind[70].

1.2.1.2. Caspasen

Bei der Initierung des apoptotischen Signalwegs, aber auch bei anderen Funktionen, wie bei
Entziindungsreaktionen, Zelliiberlebenellgroliferation und Zelldifferenzierung sind Cysteinyl
Aspartatspezifischen Proteasenpygteinylaspartate specific protases, Caspasen) elementar, um die
Signale weiterzuleiten und zur Ausfihrung der Signale zu fulRrerhoch konserviertéd-amilie der
Caspasefésstsich inzweiverschiedene Gruppen unterteileapoptotische Caspaséfaspase, -3,

-6, -7, -8, -9, -10) und inflammatorischeCaspasen(Caspasd., -4, -5, -12) (Abbildung 2) Die
apoptotischen Caspaselassen sich weiterhin in ligttorcasasen (Caspase, -8, -9, -10) und
Effektorcaspase(Caspase, -6, -7) unterteilen (Abbildung 2)41], [72], [73], [74], [75], [76], [77], [78],
[79], [80], [81], [82] Alle Capasengleichen sichdurch einen ahnlichen Aufbaulm Gterminalen
Bereichzeichnen sich die Caspasen durch eine kleinesimelgrof3e katalytische Untereinheit aus, die
sogenannte Caspadeoméane. Diese CaspaBemane spaltet proteolytisch Zielproteiném N-
terminalen Bereichbesitzen Initiatorcaspasen und inflammatorische Caspasen DEDs oder CARD
(Caspase Aktivierungsind RekrutrungsDomane).Caspasen werden als inaktive Zymogene oder
Procaspasen synthetisiedie durchDimerisierung odeBpaltung aktiviert werdefv2], [73], [74], [75],

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

Die erste entdeckte Caspase war 1993 Casftaas IL-1i -converting enzym¢lCE)[82]. Caspasd
gehort zu den inflammatorischen Caspasen. Inflammatorische Caspasen sind Bestandteil der
Initierung der Immunantwort, wie dem Induzieren von Pyroptose und dem Freisetzen ven pro
inflammatorischen ZytokinenCaspasél spaltet beispielsweisePro-IL-1 (ProInterleukinl) und
Gasdermin D GSDMD) in aktive Proteirj84], [85], [86], [87] Es wurde aber auch berichtet, dass
Caspasd Bcl2 interacting domain death antagoni@@®id) zutruncatedBcl2 interacting domain death
antagonist(tBid) spalten kanr[88]. Inflammatorische Caspasen beinhaltiem N-terminalen Bereich
eine CARD Doméari&9].

Die InitiatorcaspaseCaspas® wurde 1996 als FLICEADDBhomologous ICE/CEBlike proteasg
entdeckt[41]. Eine weitere Initiatorcaspadgst Caspasd0, die 1997 als FLICE2 entdeckt wujgtt].
Sowohl Caspas® als auch Caspad® enthalten TanderDEDH41], [81] Wéahrend Caspasg am
DISC aktiviert wird, ist dieofe von Caspas&0 umstritten. Caspas®0 wurde als redundant zu
Caspas@ betrachtet, aber auch als ardpoptotischbeschrieben[42], [43], [44], [45], [83] Die
InitiatorcaspaserCaspase® und Caspas@ haben jeweilsm N-terminalen Bereicleine CARD Doméne
[89], [90], [91] Caspase hat velfaltige Funktioen neben Apoptosend wirkt vermutlich wie andere
Initiatorcaspaseri92], [93], [94], [95] Caspas® kann Bid in tBid spalten, wasitochondrial outer
membrare permeabilization(MOMP) zur Folge haf96], [97] Caspas® wird im Apoptosom nach
MOMP aktivierf98], [99]

Die Initiatorcaspasen akieren Effektorcaspasen. Casp#&seand-9 spalten und aktivieren Caspa3e
[98], [100], [101] Aktivierte Caspas® spaltetunter anderemPoly (ADRibose) polymerase (PARPLL

und tragt zur Ausfuhrumvon Apoptose bd#é1], [102], [103], [104]Caspas€ wird duch Caspasé
aktiviert, wahrend Caspag®in der Lage ist sich selbst zu spalten und zu aktivigté [87], [105],
[106], [107]
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Caspasd 4 bildet einen Sonderfall und lasst siohkeine demestehenden Gruppierungen einteilen
[108], [109] Caspasd 4 istander Zelldifferenzierundpeteiligt[110], [111], [112]

N- -C -
Procaspase-8 ﬂ ]_[ ] [ ][ ]]
Procaspase-10 [ [ ] ] [ Il )

Procaspase-9 [[ ] [ ][ ]]

Procaspase-2 [[ ] [ ][ ]]

— apoptotische Initiatorcaspasen

- 3 oo
Procaspase-3 ([ 1]

[:] grofe Untereinheit
Procaspase-6 [:[:H:D - apoptotische Effektorcaspasen [:] kleine Untereinheit

Procaspase-7 ([_____J[__]J 3 ( Jcarp

Procaspase-1 [[ ] [ ][ ]]

Procaspase-4 ﬂ ]_[ ][ ”

Procaspase-5 [[ ][ ][ ]]

Procaspase-12 [ [ ] Il 1)

Procaspase-14 ([ 71 I[ 1)

Abbildung?2: Darstellung der Caspasesortiert nach ihrer Funktion.

Dargestellt sindProaspasen, wobei zwischen apoptotischénitiatorcaspasen, apoptotiscie Effektorcaspasen und
inflammatorisch@ Caspasennterschieden wirdDie unterschiedlichen Domanen der Caspasen sind farblich hervorgehoben:
DED in grau, CARDarange kleinekatalytischeUntereinheitin griin und die groR&atalytischeUntereinheitin blau. Die
unterschiedlichen Gréen der Caspasérdschematisch dargestelliodifiziert nach[113].

— inflammatorische Caspasen

1.2.1.3. Proaspases

Das Auslosen von extrinsischer Apoptose durch Bindung des DL an DR fihrt zur Aktivierung der
Initiatorcaspaséd’ro@spase8. Dabei spielt die Aktivierung v&roaspase8 am DISC eine grof3e Rolle

im extrinsischen apoptotischen Signalweyn den DISC binden zwei bekannte Isoformen von
Procaspas®. Es wird zwischen Procasp#&@s und Procaspasg@b unterschieden Die beiden
Isoformen unterscheiden sich im Linker zwimse DER und der katalytischerDomane, wobei
Procaspas@b die kleinere Isoform darstelih der dieser Linkeum 2 kD&(irzer ist{Abbildung 3)41].
Procaspas® besteht aus Tandem DEDs (tDED), die isichN-terminalen Bereichbefinden.Im G
terminalen Bereichist Procaspas@ durch zwei katalytische Untereinheiten charakterisiert. Bee
Untereinheiten sind die groRere pltereinheitund die kleinere p10 Untereinhgibbildung 3)

Am DISC wird Procaspa®eaimerisiert und aktiviert[29]. AnschlieRend wird Caspa8emehrfach
autokatalytisch gespalten, was zu den p43/p41 und p30 Spaltprodukten fuhrt, die dann wiederum zu
p18 und p10 gespalten werdd@bbildung 3)29]. Die erste Spaltung findet an D374, also zwischen
den zwei katalytischen Untereinheiten, stattpdurchdas p18 Fragment und das p43/4dagment
geformt wird Mdoglich ist eine erste Spaltung auch an DRPR16, welches die katalytischen
Untereinheiten von den DEDs trennt und zum p30 Fragment flih&]. Die zweite Spaltung findet an
D210D216 oder D34 statt und formt das p10/p18 HeterotetramdéAbbildung 3)29], [115] Die
Spaltung von Caspa$eist notwendig, um das aktive Heterotetramer zu stabilisief@8]. Durch
Dimerisierung ud autokatalytischen Spaltungen wird der Inl@omane Linker entfernt. Die zwei
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katalytischen Doménen finden sich in einer gdrallelen Orientierung zusamme}36]. Diese
Anordnung ist notwendig dami@aspase Substrateindet.

Zu diesen Substraten gelgirdie Effektorcaspasen Procasp#&seand-7[29],[100], [101] Procaspase

3 und -7 werden durch Caspas® aktiviert und spalten ihrerseits weitere Apoptosesubstrate wie
PARR[41], [102], [103] PARRist im DNA Reparaturmechanissiinvolvier{116]. Durchdie Spaltung
von PARPWird es inaktiy weswegen DNA Reparaturen inhibiert werd&h7].

Ein weiteres Substrat von Casp#&sistRIPKXreceptor interacting serine/threonine protein kinabe
welchesdurch Caspas8 an der RIPK1 Spaltungsstelle D§@&palterwird. Diesnhibiert Nekroptose
welche von der RIPK1 Kinaseaktivitat abhangidegpifel 1.3.)um Apoptose auszulos¢hl8], [119]
Aktive Caspas8 spaltetweiterhinauch Bid, welches die Verbindung zwischen extrinsischer Apoptose
am DISC und dem mitochondrialen Weg ddls{&apitel 1.2.1.6.)Bd wird durch Caspasg zu tBid
gespalter[29], [120], [121]

D210 D216 D374 D384

1l
Procaspase-8a [ DEDLJ[DED2] [p18 hlo]]

D195 D201 D359 D369

|l
Procaspase-8b ([ DEDLJ[DED2] [Fp18 hlo]]
1]

D210 D216 D374

1l I
pa3/ps1 (DEDLJDED2]T P18 | +

D210 D216 D374 D384

p30 [PIE |

Abbildung3: Procaspaséa/b und Spaltprodukte

Dargestellt sindzwei Isoformen von Procaspa8e genanntProcapase-8a undProcaspas@b, die sich durch den Linker
zwischen DED und der katalytischBomaneunterscheiden. Nach Dimerisierung am DISC wird Cashagdiviert und
durchgeht mehrere autokatalytische Spaltungen. Im ersten Schritt wgrdafp41 oderp30 gebildet. Anschliel3end wird das
aktive und stabilisierte p10/p18 Heterotetramer gebildet, an dem weitere Apoptosesubsivge’rocaspas8 binden.
Modifiziert nach[48].

1.2.1.3.1. Caspas& DEDFilamente

Nach DL Bindung an DR bintebaspase3 Uber das Adapiprotein FADD am DISC und bildet dort
DED Filamente aus(Abbildung 1)[37], [122] Diese DED Filamente biéen die Plattform zur
Dimerisierung und Aktivierung von Casp&486]. DieDEDFilamente werden durch Interaktionen der
DED1 und DED?2 gebildet. Die DEDs beinhalten sechs Bindungsstellen: la/b, lla/b u@bbikfing
4a) Drei verschiedenelnteraktionsaten verbinden die DBs untereinanderiber die jeweiligen
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Bindungsstellen[36], [37] Die Typ IDEDInteraktion verbindet die DED1 mit derED2 zweir
benachbarteiCaspas& Molekile Dabei interagieren das FL MotRhenylalanin 12122 und_eucin
123,L123) der DED2 mitiner hydrophoben Tasche ufiryrosin 8 Y8 der DED1 durch hydrophobe
Interaktionen(Abbildung 4b)29]. Esinteragieren die DED1 Typ Ib Oberflache mit der DED1 Typ la
Oberflache. Die Typ DEDInteraktion formt eine lineare Kette und bildet das Grundgertst de
Filamente(Abbildung 4c¢)Typ IDEDInteraktionen sind intreéStrang Interaktionefi36], [37]

Die Interaktion zwisandrei einzelnen Kettewird durch Typ Il und Typ DEDInteraktionen geformt
(Abbildung 4c)Dabei werden Interaktionen zwischen DED1:DED1, DED1:DED2, DED2:DED2 oder
DED2DED1der einzelnen Ketten gebildeffyp Il und Typ IIDED Interaktionen werden durch
hydrophile Bindungen zwischen den DEDs erzdngGegensatz zu Ty DEDInteraktionen sindTyp

Il undTyplll DEDInteraktionen interStrang Interaktionemnd unterscheiden sich durch ihre Richtung
[36], [37]

Durch die Typ Il undlyplll DEDInteraktionen zwischen drei Ketten bildet sich eine rechts gedrehte
Helix, die die Plattform fir die Dimerisierung von Casgadaldet. Diese Dimerisierung findet
zwischen benachbarten Strangen stdburch die Bildung der Filamente kommen die katalitsc
Untereinheiten von Caspasgin ortliche Nahe zusammen undimerisieren[36], [37]

Das AdaptorproteifrADDbindet nach DL Bindung an DR, wo es eine Plattform zur Rekrutierung von
Caspas@ an den DISC lUber DIBED Interaktionen bietdfAbbildung 1)Dabei bildet FADD ebenfalls
filamentartige Strukturen, die &hnlich zu denen von Casfgas|d[37]. Die Caspas8 la Oberflache
interagiert mit der Ib Oberflache von FADD, um die DED Kette zu initiRadei inteagieren das FL
Motiv von FADD und die hydrophobe Tasche der DED1 von Procaspaiseinander[29]. FADD
befindet sich an einem HEe der Caspse8 Filamente Weitere Caspas8 Molekile binden am
anderen Ende und vergrof3ern die Filamenien die Plattform fiir die Caspa8eDimerisierung und
Aktivierung zu bildefB86], [37] Insgesamt sind die Typ |, Typ Il und Typ Il DED Interaktionen elementar
fur die Aktivierung von Caspase

Die DD enthalt ebenfalls wie die D& Typ I,Typll undTyplll DDInteraktionsseitermit denen die

DD von DR, FADD und RIPK1 interagi@EnDie Typ laDDOberflache interagiert mit der Typ D
Oberflache durctAminosaureresten der H2 und H3, wahrend Reste der H4 ded H4H5 Loop der

Typ llaDDOberflache mit Resten des HB Loops und der HByp IIbDDOberflache interagiert. Reste
der H3 Typ lIIBDOberflache binde an Reste der HH2 und der H3H4 Loop Typ llIDDOberflache.

Die Typ | und Typ DDInteraktioren vermitteln den Aufbau von Di3chichten im Komplex, wahrend
die Typ IDDInteraktion diese Schichten verbindi@i].
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L)

DED1 DED2

Typ Il Typll

Abbildung4: Typ |,Typll und Typlll Interaktionen vonDED Filamenten.

(a) Ausrichtung derTyp |1, Typ Il und Typ lll DEDInteraktionen und ihre Bindungsstellesind schematisch in der DED
dargestellt.(b) Schematische Darstellung der Bindung zwischen einer DED1 und DED2 von zwei unterschiedlicheB Caspase
Praeinen durch Typ | DED Interaktioneiic) Typ | DED Interaktionen finden zwischen DED1 und DED2 von zwei
unterschiedlichen Caspa#$e Proteinen statt und bilden Ketten aus. Die Ketten werden durch Typ Il und TREDII
Interaktionen verbunden, wodurch d&slament geformt wird. Modifiziert nadi23].

1.2.1.4. cFLIP

Ein Hauptregulatoder Apoptose istdas DED Proteio-FLIP.c-FLIP wurde erstmals als zellulares
Homolog zu viralem FLIRFLIP) beschriebd33], [124] Es sindlrei Isoformen von -&LIPbekannt
long, short und raji (€LIR, ¢FLIR c¢FLIR) (Abbildung 5)32], [41], [40]. Sowohlc-FLIR als auchc-
FLIR besitzenim N-terminalen Bereichewei DEDdm Gterminalen Bereichbesitzt cFLIRein kurzes
Fragment von 19 Aminosauren, wahrend si¢giLtRdavon unterscheidet uniin Gterminalen Bereich
durch I7 Aminosauren gekennzeichnet [&25], [126], [127] c-FLIRist ein Homologon des viralen
FLIP (FLIP)33], [128] cFLIR besitzt nebenzwei DER im Gterminalen Bereicheine katalytisch
inaktive Caspaséhnliche Doménejn der das Cystein360 (C36(Q des aktiven Zentrumsson
Procaspas® durch Tyrosi substituiert is{33]. Allec-FLIRsoformen sind durckurze Halbwertszeiten
gekennzeichnefl29], [130] c-FLIRund ¢FLIRhaben &@hnliche kurze HalbwertszeitEr25].

Mittels DE3 interagierendie ¢FLIP Isoformen mit dem DIE3], [34], [35] Wahrend eFLIRund ¢
FLIR anti-apoptotisch wirken, kann-ELIP sowohl pre als auch antapoptotisch wirken29], [34],
[45], [47], [48] Die Wirkung von -€LIP h&ngt von seiner Konzentration und von dem
Mengenverhaltnis zu Caspa8eab[29], [34], [46], [131]GeringeKonzentrationen von-ELIRfordern
die bevorzugteFormation von aktiven Caspa8é-FLIPHeterodimerenin denen das aktive Zentrum
von Caspas8 stabilisiert wird[37], [132], [133] In diesem Fall wirkt-ELIP pro-apoptotisch[29],
[132]. Bei hohen €-LIP Konzentrationen wirkt ¢-LIP anti-apoptotisch[29], [34], [132], [134]c-FLIP
istin einer Vielzahl von Tumorzelléerexprimiertund verhindert dort durch seine artipoptotische
Funktion die Initiierung von Apopto$&35], [136], [137], [138], [139], [140]

Es gibt verschiedenklypothesenwie ¢FLIP am DISC interagiert und die Initiierung von Apoptose
beeinflusstDie cFLIP DEDs besitzen &hnliche Bindungsstellen wie die Proc&sp&sa$37]. Es wird
vermutete, dass &LIP in die Caspa8d-ilamente intgriert wird [37].

Uber dieDEDsindet ¢FLIPsowachl anFADDals auch an Praspases [29], [34] c-FLIAnteragiert mit
FADD Uber sein Mlotiv in der DED2 und mit der hydrophoben TasdeeFADBDED[29].
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c-FLIP konkurriert nicht dike mit Procaspas®& um die Bindung an FADD und ersetzt somit nicht
Procaspas® am DIS@29]. Mehr Rekrutierung von Procaspa8ean den DISGilirt auch zu mehr
kooperativerc-FLIP Rekrutierung an den D[39], [34] Doch eFLIRformt keine Filamente, was dazu
fuhrt, dass die Filamente am DISC naéthliRRekrutierung nicht weiter ausgebawerdenund somit

die Rekrutierung voRro@spase8 limitiert wird [36]. c-FLIRbindet tGiber ein anderes Motj welches
R38 beinhaltet, aRPro@spase8. Diese nicht kanonische Interaktion verandert die Orientierung des FL
Motivs in der DED2 vonrFLIR[36]. Dadurch ahmt das FL Motiv nicht die kanonische Orientierung des
Proaspase8 DED2 FL Motivs nach, wodurch keine weitdPemaspase-8 Molekule binden kénnen
[36]. Somit verandert die Rekrutierung vofiFtIR die gesamte Topologie der Filamen&s]. Dieses
fuhrt zu einer Inhibierung der Caspa8e\ktivitat, da Caspasg&keine Plattform fiir die Dimerisierung
hat[29], [36], [37]

Eine Uberexpression von-ELIP fiihrt zur Initierundes NFS . Signalwegg$141]. Dabei spielen die
Spatprodukte von eFLIP eine wichtige Rol[@5], [142] c-FLIRwird durch dimerisierte und somit
aktiver CaspasB8 in seine Spaltprodukte p43 und p22 gespali&hbildung 5]29], [35], [133], [142]
c-FLIRund cFLIBwerden zu p22 gespalted5]. p22 entsteht durch die Spaltung an D196, welches
sich zwischen der DED2 und der Casyitstichen Domane befinddB85]. Die Spaltung an D376 ¢

FLIP zwischenpl2 und p20 Domaéne fihrt zu dem p43 Spaltproddk?], [143] Die Spaltprodukte
sind antitapoptotisch[35]. p22und p43induzieendenNF¢ .Signalweg durch Interaktion mit deidK

(LS . )Konfdledd&ch Bindung aNEMOO L Y[35), [042], [143]

D196 D376

c-FLIp, [([DED1] [DEDz]I | p20 ilz]
c-FLIP, [[DED1] [DEDZh

c-FLIP; [[DED1| [DEDZi

D196 Di?ﬁ
p43  ([DED1][DED2] P20 |
D196
I
p22  ([DED1][DED2J)

Abbildung5: ¢-FLIP Isoformen und Spaltprodukte

Es sind drei Isoformen vorRLIP bekannt:-ELIP long (ELIP), cFLIPshort (cFLIR) und eFLIP raji (€LIB). c-FLIRund ¢
FLIRwirken antiapoptotisch wahrend eFLIRsowohl preapoptotisch als auch ansipoptotisch wirken kann, abhangig von
seiner Konzentration. Neben den Isoformen sind zwei Spaltprodukte bekaartysieFLIPgebildet werden (p43 und p22)
Modifiziert nach[144].

1.2.1.4.1. c-FLIRund Procaspas8 am DISC

DieDED Proteine-FLIP undProaspase8 sind Bestandteile des DIG&bbildung 1)wie genayedoch
c-FLIP am DISC mit Procasp@8saend FADD interagiert istoch nicht komplett geklart. Es gibt

-9-



Einleitung

verschiedene Modelle, wiefeLIP am DISC bindet undeiner dualen Rollenti- oder proapoptotisch
funktioniert. c-FLIP konntemit der DED1 an die DED2 von Procasf@asenden und weitere
Interaktionen mit weiteren Procaspase Proteinen verhindernDie c¢FLIP DED1 bindet in nicht
kanonischer Interaktion mit dem Mlotiv der DED2 von Procaspa®eaind andert die Konformation

der DID2 von eFLIPwodurch Procaspasg nicht an die ¢-LIP DED2 binden kaj29]. Dadurch wiirde

das DED Eiment abbrechen und Procaspa8&dnnte nicht mehrin den Filamenterdimerisieren
(Abbildung 6a)Es wurde auch berichtet, dasg-tIPsich in dieProcaspas® DED Filamenteinbau
(Abbildung 6b)36], [145] Durch das Einbauen vorRtIRin die DED Filamente ist es moglich, dass
Procaspas® und cFLIRPdurch raumliche Nahein Heterodimerbilden kénnenc-FLIR welches die
katalytisch inaktive Caspagénliche Domane nicht besitzt, fihrt dazu, dass Procaspat&ch das
Fehlen der rdumlichen N&he einer CaspBsenane nicht dimerisierf36]. Eine weitereHypothese
beinhaltet den Ansatz dass FADD verschiedene Bindungsseiten feLlE und Procaspa8ehat
(Abbildung 6c)[146]. Demnach hat ¢-LIP eine Affinitat fur "¥4h Helicesvon FADD, wahrend
Procaspas@® an 2/5h Helicesvon FADD binddtl46]. Fur unterschiedliche Bindungsmotive fiir FLIP
und FADD oder Cpase8 spricht auch ein Modddeider Interaktionen147]. Wenn e¢FLIP in Zellen
Uberexprimiert istf wasein Merkmalvon einigen Krebszellen ist, sind die DED Filamente sehr kurz
(Abbildung 6d)34]. Eine weitereHypothesebeinhaltet, dass sich grol3e DISC Plattformen mit den DED
Filamenten bilden Abbildung6e) [34]. Dabeikdnnen c-FLIPund Proaspase8 sowvohl durch seine
DED?2 als auch seine DEDL1 in vorwarts und riickwérts Richtungen von beiden Seiten an FADD binden.
Dies wurde zur Bildung von kooperativen DED Filamenten fi{(Afanildung6e) [34].

@ a b |
@ DD
» . (] DED
| Jd08 08
FADD
0
C = d g
0 ] Dﬂ Procaspase-8
Ll LR EH C-FLIP,
e a [ ] a
[ I c-FLIP,

A" g 858 B8 B
Abbildung6: Modelle wie eFLIP midem DISC interagiert.
(&) c-FLIR bindet an Proaspase8 und blockiert weitere Bindungsstellen filRroaspase8 wodurch die Caspas®
Filamentbildunginterbrochen wird(b) c-FLIRsinteragieren mitProaspase8 und werden ins Caspasd-ilament eingebaut.
Dadurch kommen -€LIR und Caspas® in raumliche Néhe und kénnen ein Heterodimer bildeffLtR verhindert eine
raumliche Néhe zur Homodimerisiemy von Caspase. (c)c-FLIP interagiert direkt mit FADD uber eine eigene Bindungsseite
von FADD(d) Eine Uberexpression vonFLIP fiihrt zu kurzen Caspasdrilamenten.(e) c-FLIP und Caspasebilden
zusammen miEADD undlen DRs grof3e DISC Plattform@as zu kooperativen DED Filamenten fukttdifiziert nacii123].
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1.2.1.5. DISC Stochiometrie

Untersuchungen zu quantitativen Zusammensetzungen von Komplexen bieten einen tieferen Einblick
und ein tieferesverstandnis fir die Komplexbildung und wie verschiedene Signalwege reguliert sind.
In vergangenen Studien wurde der DISC bereits quantitativ untersucht, jeglotobs verschiedene
Berichte wie derCD95DISC quantitativ aufgebaut idach Ligandenbinduraligomerisiert der Dih
Trimere [19], [20] wobei einige Berichte auch eine Dimerisierung des DR beschribgnDie
Quantifizierung des DISC wurde untedarem durch die Nutzung vokbsolute quantitativer Peptid
Massenspektrometrie (AQAPeptidg flr Caspas®, c¢FLIP und FADD durch massenspektrometrische
Analysen untersuchi34]. Die Nutzung von AQUA Peptideturch Isotopen markierte synthetische
Peptidstandardsjietet eine reproduzierbare Methode fir die Quantifizierung von Komplexehder
Proteinverhaltnisse innerhalb der Komplegtd8].

In der Literatur wird das Verhaltnis von FADD zu den-Br&2inen unterschiedlich bewerteEADD
kommt in substéchiometrischen Mengen am DISC {&#], [39], [148] Alle Berichte sind sich einig,
dass am DISC FADDden geringsten Mengebindet, und das an FADD mehrere tandeED
Proteine (Caspas&'-10 und c¢FLIP) binderSchleichet al. beschreibendass Procaspasgvier oder
funfmal mehr als FADD vorkommsowie dass Procaspad® und eFLIP zehnmal weniger als
Procaspas® am DISC vorkomm¢h48]. Procaspas8 istauch nach anderen Berichtmomitdas am
haufigsten vorkommende Protein am DIE3], [39], [148] wahrend Procaspas&0 und eFLIP in
geringeren Mengen als Procaspa&sam DISC bindd84], [39], [148] Anhand der tibereinstimmenden
Bewertungen in der Literatur ist zu schlussfolgern, dass ProcaSpdiseHauptkomponente des DISC
ist.

Die Intensitat eines CD95 Stimulus hat Einfluss auf die Formierung der Proe@dpitsaente. Ein
starker CD95 Stimus fiihrt zu kiirzeren Procaspa8eFilamenten, wahrend ein schwacher CD95
Stimulus zu langeren Procasp&€&ilamenten flihr{148].

Die Uberexpressiodes Apoptoseregutars ¢FLIRflhrt zu kiirzeren ProcaspaeFilamenten, wobei
FADD und Procaspa8dan ahnlichen Mengen am DISC binden wkLtRin doppelter Menge bindet
[34]. cFLIR Uberexpression fiihrt zu einer ahnlichen Menge von Procaspasel cFLIPpro FADD
am DIS@34]. Somit hangt die Stdchiometrie des DISCs stark unterschiedlichen Faktoren, wie
Proteinexpressionen und Stimulus, ab.

Zusatzliclzu den oben aufgefihrten Modellen zum CEBISC wurde auch der TRBIISC untersucht
Analysen von Humphregt al. zur Stdchiometrie des TRANLSC beschreiben, dass tendDED
Proteine in einem Verhaltnis zu FADD von 3:1 vorkomfh82]. Dickenset al. beschreibendass am
TRAIDISC FADD und DED Proteine in einem Verhiitinisa.1:9 stehenwas bedeutet, dasauch
am TRAHDISC FADD substtchiometrischen Mengen vorkomrf&9], [132]. Dies stimmt auch mit
den Berichten zum CDIBISC iiberein. Somit scheintléisereinstimmungen zwischen dem CEREC
und dem TRAIDISC zu geben.

Das Verhaltnisron Caspas€ zu eFLIP kann in Beg zur Sensitivitat gegentber dem Stimulus
variieren Beispielsweise wurde in TRAIL sensitiven Zelllinien Ca8pasgnem Verhaltnis zufELIP
von 6:1 und in TRAIL resistenten Zellen in einem Verhéaltnis von 1:1 leésetjli32].

Alle diese hier beschriebenen und diskutertModelle missen in zukirfien Studien durch weitere
strukturelle Analysen sowie Modelling, durch beispielsweise Alphatrettieft werden
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1.2.1.6.  Extrinsisché\poptosein Typ lund Typ IEellen

Das Weiterleiten des Signals nach DL Bindung an DR bei der extrinsischen Apoptose kann
unterschiedlich erfolgen. Dabei werden Zellen in zwei Typen, genannt Typ | und Typ Il Zellen, unterteilt.
Die Induziewung derextrinsischen Apoptoserfolgt unterschiedlich infyp | und Typ Il Zellgta49],
[150]. Wahrend Typ | Zellen sich durch eine hohe Anzahl von aktiver Caspask vieé DISC
Formationen auszeichme sind Typ Il Zellen durch eine geringe Ahzaln DISC Formationen
gekennzeichnet[150]. Zusatzlich ist neben Caspa®eund DR ein weiterer regulatorischer
Mechanismusn der Unterscheidung zwischen Typ | und Typ Il Zellen von BedeMtlimied inhibitor
of apoptosig{XIAP) und das Verhéltnis zwischen XIAP und Proca3pstsebenfalls unterschiedlich in
Typ | und Typ Il Zellgfl51], [152] So sind Typ | Zellen durch eine geringes ProcasjypsseP
Verhdltnis gekennzeichnet und Typ Il Zellen sind durch ein hohes Proc&sgise Verhdaltnis
charakterisiert{151], [152] In Typ Il Zellen wird das Signal der DL durch dggaSe8 Substrat Bid
verstarkt (Abbildung 7)121], [153], [b4]. Bid bildetdie Verbindungzwischen Caspas® und dem
mitochondrialen apoptotischen Signalwgp5]. Bid besteht auschth-Helices, worin die zentralen
hydrophobenHelicesH6 und H7 verborgen sind56]. Dies ist die inaktivedfm von Bid. Durch
proteolytische Spaltung von Caspasen D59 entsteht tBid121], [154], [155] Dabei wird die
hydrophobe Oberflache dételicedrei [156], [157] tBidtransloziertzu den Mitochondriemund bindet
an die dul3ere mitochondriale Membrah58]. Dort interagiert tBid miBCLZ2antagonist/killer(Bak
und Bcl2 Associated X Prote{(Ba® und aktiviert diesg153], [159], [160], [161], [162Bak und Bax
fugen sich in die mitochondriale Membran ¢i61], [163] Dort oligomerisieren Bak und Buanit Hilfe
ihrer Bck2-HomologieDoméne3 BH3 Doméaneund bildenPoren in der mitochondrialen &ulR3eren
Membran[161],[163], [164] Bei der Aktivierung von Bax bindet tBid an'tleHelix von Bax wodurch
die Konformation von Bax geandert wird und somit dessen Autoinhibition ausgesetzt wird. Durch die
Konformationsanderungverden der Cund N Terminus frei. Die @rminale Transmembrandoméane
integriert sich irdie &uf3eremitochondriale Membran. tBid bleibt mit demRerminus verbnden und
fordert die Oligomerigrungvon Bax. Dieé 1 Helix von Bak lieggonstitutivfrei [163]. Nach Aktivierung
bindet die "1 Helix von Bak die mitochondriaiuRere Membran was der Ausgangspunkt zur
Oligomerisierungyon Bakist [165]. Bak bendtigtzur AktivierungBid fur die Oligomesierung[163].
Bak oligomerisidgrschneller undn kleineren Struktten als Bax undusatzlictrekrutiert BakBax in die
gleichen OligomerglL66].
Zusatzlich wurde gezeigt, dass Bidler Abwesenheit von Bak und Bzbenfalls Poren in der au3eren
mitochondrialen Membran bilden kanf167]. Hierbd ist jedoch nicht die BH3 Doméane von tBid
notwendig, sondern die6 Helix, die strukturell &hnlich zur porenformendemHelix von Bax und Bak
ist[156], [157], [167]
Durchdas Bilden vondten in der &uReen mitochondrialen Membran permeabikst die Membran
was zutMOMPflhrt [168]. Infolge von MOMRverden Cytochrom ¢ unSecond mitochondx derived
activator of caspasédirect IAP binding protein with low @madDIABLQausgeschuttef161], [168],
[169]. Cytochrom c bildet zusammen mit Agatind Caspas® das ApoptosontAbbildung 7)98],
[99]. Im Apoptosondimerisiertdie Initiatorcaspase Caspagewodurch Caspas® aktiviertwird [98].
Capase9 aktiviert durch Spaltung Caspa®fL70]. Die Aktivierung von CaspaSeind Caspasé wird
durch XIAP verhindeifAbbildung 7)169], [171], [172] DasausgeschitteteSnadDIABLO ihibiert
XIAP[169], [173] Durch die Inhibition voXAP durch ®ac/DIABLO kann Caspal3edurch Caspas@
aktiviert werden[98]. Aktive Caspas@ fuhrt zur Spaltung von PARP1 won Ausldsen voApoptose
[102], [103]
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Abbildung7: Apoptose in Typ | und Typ Il Zellen.

Nach Ligandenbindung fungiert Bid als Linker zwischen mitatrfeder Apoptosen Typ Il Zellennd Caspas8. Bid wird

durch CaspasB8 zu tBid gespalten. tBid reguliert am Mitchondridie pro- und antiapoptotische Be Familie. Bak und Bax
bilden Poren in der &uf3eren mitochondrialen Membran was zu MOMP fiihrt. Cytochrom c wird ausgeschiittet und bildet mit
Apafl und Caspas@ das Apoptosom. CaspaSewird im Apoptosom aktivierDer CaspasInhibitor XIAP inhibiert sowohl
Effektoraspasen in Typ | als auch Typ Il Zelzmrch MOMP wird auch Smac/DIABLO ausgeschditeiXIAP inaktivieren.
Caspas® aktiviert Caspas8, was zur Apoptose fuhrModifiziert nach{50].

1.2.17. DieBcl2 Familieals Regulator in Typ Il Zellen

Die B-cell lymphoma 4Bd-2) Familie isteine der Hauptregulatgproteine fiir die Apoptosein Typ Il
Zellen[150]. Der mitochondriale apoptotische Signalweg wird durch mhe und antiapoptotische
Bcl2 Familie reguliert. Die B2l Familie wird in drei Gruppen unterteiBH3only, proapoptotische
und antiapoptotischeProteine (Abbildung 8)Die Proteine der B€ Familie habemurch ihre BeR
Homologie Domanen (BH Domandshereinstimmungen in ihren Sequenzen und Struktyrerd],
[175]. Essindvier BH Doméanebekannt genannt BH1, BH2, BH3 und BH4, we|elilsaus acht
miteinander verbundenert -Helicesbestehen[176], [177], [178], [179], [180], [181]

Die BH2only Proteine sind pr@apoptotische Proteine, die eine BHDoméane und eine
Transmembrandméane (TM) haben(Abbildung 8)182]. Zu den BH®nly Proteinen gehdren neben
Bid auctBcl2-interacting mediator of cell deatBim), Noxaund Pumg153], [183], [184], [185]186].
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Eine weitere Gruppe sind die pepoptotischen Proteine der B2lFamilie, wozu Bak und Bax gehdren
[174], [187], [188], [189]Diese Proteindeinhaltendie BH Doméanen-3 und eineTM (Abbildung 8)
Die letzte Gruppsinddie antiapoptotischen Proteine der B2IFamlie mit BH Doméanen-# und einer
TM (Abbildung 8) Dazu gehdren Bl B-cell lymphoma extra largéBckx), Bciw und Myeloid cell
leukemia 1(Mcl-1) [175], [179], [190], [191], [192], [193], [194]

Von Mctl sindjedochzwei Isoformen beschrieben. Die lange Isoform (Myhat antiapoptotische
Funktionen, wahrend die kurze Isoform (Mg} pro-apoptotisch isf195], [196] Mcl-1s besitzt kene
BH1 und BH2 Doméne, sowie keird [195]. Mcl1sinteragiert im Gegensatz zu Mgl nicht mit pro-
apoptotischen Mitgliedern der B& Familig195]. Mcl-1sdimersierthingegermit Mcl-1, und fungiert
als proapoptotisches Mitglied der BZIFamilie wodurch Apoptose am Mitochondrium regrtlwird
[195], [196]

Die antrapoptotischen Proteine der B2l Familie inhibieren die prapoptotischen Be2 Familien
Proteine durch Heterodimerisierungund dadurch MOMP[177], [178], [197], [198] Durch die
Interaktion derBH3only Proteinemit denanti-apoptotischen Proteingverden dieanti-apoptotischen
Proteinegebundenund inaktiviertwahrenddie pro-apoptotischen Proteine aktiviemverden [159],
[193], [199]

BH3-only Bid, Bim, Noxa, Puma

pro-apoptotisch - BH1 [ BH2| T™M ] Bax, Bak

anti-apoptotisch BH1 [ BH2 [ T™ | Bcl-2, Bcl-x,, Bcl-w, Mcl-1

Abbildung8: Schematische Darsleing der Bcl2 Proteinfamilie.

Die Bcl2 Familie unterteilt sich in drei GruppeBH3only, pro-apoptotisch undanti-apoptotisch. Beispiele der zu den
Gruppen dazugehdrigen Proteine sind neben dem Schema dargeBté¢Btonly Proteine haben nur eine BH3 Domaéne und
eine Transmembrandom&n€TM). Pro-apoptotische Proteine beinhaltedie drei BH Doméanerni-3, sowie eine TMAnti-
apoptotische Proteine umfassetie vier BH Doméanef-4 sowie einel M. Modifiziert nach[200].

1.2.18. Modelle der Aktivierung der B&l Familie

Die drei Gruppemnler Bcl2 Familie regulieren, wie in Kapitel 1.2.1.7. beschrieben, die Initiierung von
Apoptose durch ein Zusammenspiel von antihd pro-apoptotischen ProteinenWie genau die
Regulation deProteine deiBct2 Familie funktioniervird durchdrei Modellezur Regulation der B&
FamiliebeschriebenDas erste Modell ist das direkte Aktivierungsmodell in dem Bak unduBdixhst
inaktiv sind(Abbildung9a). DurchBH3only Proteine wigBid werden Bak und Bax direkt aktiier
(Abbildung 9a, rote Umrandungind andern ihre Konformatignwahrend antiapoptotische BeP
Proteine inhibiert werdeni201], [202], [203]Durch die Konformationsénderung oligomerisieren Bak
und Bax und bilden Poren in daifZeren mitochondrialen Membraji61], [162], [163], [164]

Das zweite Modell ist das Neutralisatgmodell in dem Bak und Bax immer aktiv gialibildung 9b,

rote Umrandung) aber MOMP durch die Bindung aapoptotischer BeR Proteine verhindert wird
(Abbildungdb). Aktive BH2nly Proteine neutralisieredie anti-apoptotischen Bcl2 Proteine wodurch

die aktiven Bak und Bax frei werden und Poren bilden, was zu MOMHA10Bit [199], [204]

Eine dritte Moglichkeit ist ein einheitliches Modgildenen sowohl das Aktivierungsmodel als auch
das Neutralisationsmodel gemeinsam agieréAbbildung 9c)[205]. Dabei ist das direkte
Aktivierungsmodell weniger effizient verglichen zum Neutralisationsmodell, wahrend das
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Neutrdisaionsmodell die Fusion von Mitochondrien verhindg205]. Diese drei Modelle bieten eine
mogliche Erklarung, wie genau die-Bdtamilie als eine der Hauptregulatorproteine Apoptose inlTyp
Zellen regulieren.

tBid tBid
tBid

/ l ) / l tBid

o %@\%@ @H&@% & 4
& ¥ 2

Abbildung9: Modelle derAktivierung der BeR Familie.

(a) Das direkte Aktivierungsmodell beschreibt, dB#$3only Proteine wie tBid, direkt Bak und Bagktivieren und Bci2
inhibieren. (b) Das Neutralisationsmodell beschreibt, dass Bak und Bax konstitutiv aktiursindurch direkte Bindung der
anti-apoptotischen Proteine blockiert werden. tBid inhibiert die aapioptotischen Proteine, wodurch aktives Bak/Bax
freigesetzt wird.(c) In einem einhélichen Modell wird beschrieben, dass sowdh) als auch(b) aktiv $nd. Die rote
Umrandung zeigaktive Proteine Modifiziert nact{200].

1.3. Nekroptose

Eine weitere Form des POfeben Apoptoseist Nekroptose[4]. Sterben Zellen nekroptotisch
durchlaufen sie bestimmte morphologische Vénderungen, diesich von den morphologischen
Veranderungen deApoptose stark unterscheideder Zellkern und die Zellorganelle schwellen nach
Initiierung der Nekroptose an und die Membran wird zers{@Q6], [207], [208] Die Zerstérung der
Membran fuhrtzum Freisetzen der intrazellularen Organellen, veaise Entziindungzur Folge hat
[118] Wie auch Apoptosast Nekroptose ein stark regulierter Vorgang. Nekroptose winder
anderem wie auch Apoptoseiber Ligandenbindung ddRausgel6sf206], [207] Jedoch kénnen auch
neben DRandere Rezeptoren wie Toll Like Rezeptoren (TLR) Nekroptose au@08gmMNekroptose
wird im Gegensatz zu Apoptosmabhangig von Caspaseaktivitéitiiert [210]. Durch Inhibition von
Caspase, beispielsweisdurch den Pancaspase Inhibitor z\Ahik, wird Nekroptosegefordert[206],
[211]. Aktive Caspas® wirde RIPK spalten und damit dessen Aktivierung inhibief@a8], [119]
Zusatzlich wird durch Stimulation neiinem SMAQViimetikunV/ AP Inhibitor wie BV6(bivalent SMAC
mimetic §, Nekroptose ausgel6$212].

Die Inhibition von Caspas ist wesentlich zur Initierung voRIPK1vermittelter Nekroptose
weiterhinist auchFADD ein wichtiger Bestandteil der Nekropt{&&7], [212] Jedoch wird Nekroptose
vor allem durch die Kinaseaktivitat von RIPK1 ausgd&®K1 ist eine Protein Kingd2&3] und besitzt
im N-terminalen Bereicheine Kinase Doman@14]. In der Mitte isteine RIP homotypic interaction
motif, die sogenannte RHIM Domérieestehend aus 16 Aminosaurfti4]. Im Gterminalen Bereich
ist RIPK1 mit einer DD Doméane gekagichnet(Abbildung 10f214]. RIPK1 bindet DRnd FADD
mittels DDDDInteraktion [215], [216], [217] Durch Autophoghorylierungan S161und S166wird
RIPK1 aktij211], [218], [219] Dabei ist dieKinasedoméne von RIPKih essenzieir Bestandteil bei
der Initiierung vorNekroptosg207], [218] RIPKhomodimeridert Uber die DDwasnotwendigist fur
die Aktivierung von RIPKI220], [221] Diese beiden Vorgange der Dimerisierung und
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Autophosphorylieang sind wesentlich firdie Initiierung vonNekroptose. Die Aktivierung von
Nekroptose ist nicht nur von RIPK1 abhangigpndern auch von RIPK$receptor interacting
serine/threonine protein kinas® [118], [222] RIPK3 ist ahnlich aufgebaut wie RIPK1 mit einer Kinase
Doméne und einer RHIM Domane, aber RIPK3 hat izin@bbildung 10)J214]. Weiterhin ist die

Kinase Aktivitat von RIPK3 notwendig dias Initiieren von Nekroptosg18], [222] Uber die RHIM
Domaéne interagieren RIPK1 und RIPK3, was zur Formation des Nekrosoms (Komplex lIb) fuhrt, ein
zytosolischer Komplex (Abbildung 11)18], [211], [214], [222], [223]Das Nekrosom besteht aus
RIPK1, RIPK3 und DEDteinen[118]. Im Nekrosom oligomerisieren RIPK1 und RIPK3 zu filamentdsen
und mosaikartigen Strukturef224]. Hierbei sei jedoch erwadhnt, dass all diese Angaben auf Basis de
TNFw Yy I OK ¢bCh {dAYdzZ I GA2y 3I-Bditie@dd flekm@osR\Sig genad LINA O K
CD95L durch Bindung an CD95 Nekroptose auslést und inwieweit das Verhaltnis zwischen RIPK1 und
RIPK3 zu bewerten ist, ist bisher unbekannt.

17 228 289 531 547 583 669
=
RIPK1 [ Kinasedomane RHIM -]
21 ™ 287 440 451
(]
[¥5]
RIPK3 [ Kinasedomane RHIM ]
125 181 ~to 464
LA LN
| | oo |
mikt [ n Jfer ko |

Abbildung10: Struktur von RIPKIRIPK3und MLKL

RIPK1 und RIPK3 habiem N terminakn Bereicheine Kinasedoméanedie die Phosphorylierungsstellen beinhalten. Die
Kinasedoméane wird gefolgt von einer RHIM. RIPKinin&t termina¢én Bereicteine DDMLKLhatim N-terminalen Bereich
eine 4helicale Bundel Doman@NTD, einebraceRegion(BR und im Gterminalen Bereicheine Kinase @hnliche Doméne
(kinase like domairKLD. Phosphorylierungsseitdiir RIPK1, RIPK3 und Mlsifid angegeberModifiziert nach[212], [215]
[225].

In dem RIPK1/RIPK3 Heterodimer wird RIPK3 durch Phosphorylierung aktauemtinigen Studien
werdenauchRIPK3 Homodimegebildet in denen RIPK3 autophosphoryliert und aktivieirtd [220],
[224], [227], [228] Die Phosphorylierungon RIPK3an S227ist esenziell zur Rekrutierung und
Aktivierungder PseudokinaskILKL(mixed lineage kinase domain )§220], [224], [229][230], [231],
[232], [233] MLKL besitzt eine-HBelicale Bindel Domané\{fterminal fourhelical bundle domain
NTD), eindoraceRegion (BR) und eine Kinase ahnliche Domkinage like domainKLD)YAbbildung
10)[234], [235] Humanes MLKL wird in drei verschiedenen Isoformen exprimiert: MLKLO, MLKL1 und
MLKLZ225], [236] Diese drei Isoformen unterscheiden sich in ihrer Reaktivitat. So ist MLKLO inaktiv
und kann keine Nekroptose auslésen, MLKL1 wird nachoNtdgestimulus aktiv und MLKL2 ist
konstitutiv aktiv[225], [236] MLKLO blockiert zusatzlich die MLKEkfmittelte Nekroptose wodurch
Nekroptose reguliert wird225]. RIPK3 phosphoryliert MLKL an T357 und $388], [237], [238]
Durch de Phosphorylierungligomerisiert MLKlals Oktameyrbestehend aus zwei Tetramereand
transloziert zur Zellmembraf222], [224], [231], [232], [237], [239], [24QR41], [242] Dort bindet
MLKL Ubedie NTD Domane an der Zellmembf{a@7], [239], [243], [244]Durch MLKkwerden Poren
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in der Zellmembran gebildedie die Zellmembran zerstén, was zur typischen Morphologie von
Nekroptose fuhr{237], [239], [240], [241], [243], [245VILKL vermittelim Weitereneinenpositiven
Feedback Loop und unterstitzt weitere Phosphorylierungen von R2R2EJ3

Es gibt verschiedene Inhibitoren von Nekroptose. Ein bekannter Inhibitor ist Necrebiatith sein
Derivat Necrostatirfis(Necls).Neclsbindetan RIPKLnd inhibiertdie Kinasefunktion veRIPK14],
[218]. Weiterhinwurden auch Inhibitoren gegen RIPK8nstruiert Beispielsweise wurde d&mall
Molecule GSK872 entwickelt, um RIPK3 imhibieren [246], [247] Die Nekroptose ist somit ein
Caspas-unabhangiger PCD, der Uber die Bildung des Nekrosoms initiiert wird. Insbesondere wurde
RAS bS{NRBLIIz2aS yI OK -R auSihrlich AmyeRutzyt. Wielsigh dieiSgptose b C
Induktionnach CD95L Bindung an CD95 verhalt ist magitestgehendunbekannt und stellt eine der
Zielfragen dieser Arbeit dar.

m Nekroptosesignal

Rezeptor

extrazelluldr
N lll— - Zellmembran
intrazelluldr

Caspase-8 ) . .
Aktivitatsinhibition —» l <— |AP Antagonist/SMAC Mimetikum
— RIPK3
pfe PP
RIPK1
FADD @ DD
Nekrosom — Procaspase-8 [ | 0 bep
| |c-FLIP (] RHIM
ga g .

%MLKL
l

Nekroptose

Abbildung11: Der Nekroptose Signalweg

Wenn Caspas8 Aktivitat inhibiert ist sowie in der Anwesenheit von SMAC Miméelik® Inhibitoren fuhrt ein
Nekroptosesignatu Bildung des Nekrosomisn Nekrosom bilderRIPKlund RIPK®ligomere.RIPKildet Homodimere
infolgedessen RIPK1 autophosphoryliert. RIPK3 bindet an den Komplex und wird phosphoryliert. Dieser Komplex
phosphoryliert MLKL. pMLKL bindet an die Zellmemloraoh [&sst diese permeabilisieren. Durch die Ruption der Membra

wird Nekroptose ausgeldst. Das Nekrosom bestag RIPK1, RIPKH8|_KLFADD, Caspask FADD und-ELIPModifiziert
nach[248].
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1.3.1. RIPKIn anderen Komplexen

RIPK1 spielt nicht nur eine wichtige Rolledar Nekroptose sondern kanrauch aktiv Apoptose
initiieren. Zusammen mitCaspase, ¢FLIP und FADEannRIPK X inen nicht membrangebundenen
Komplexbilden, der Ripoptosonoder Komplex Ill@enannt wird[249], [250] Dieser Komplex wird

nach zellularem Stress sowie nach Inhibierung von XIAP gebildet undChpaseabhangigzu
Apoptose oderbei Caspas& Inhibierungzu Nekroptose[250]. ¢FLIP istwie auch bei dem
extrinsischen apoptotiscimeSignalwegein Regulator des Riptosoms und inhibiert Apoptosg50],

[251]. Die Kinas®omane von RIPK1 e$senzieltur Induzierung von Apoptose, was dazu fuhrt, dass
auch Neels die Induzierung von Apoptose durch éagoptosonblockiert[250]. Auch clAP und XIAP
fuhren zu einer Blockade der Induzierung der Apopidseh dasRipoptosomdurch Ubiquitinierung

von RIPK{250], [251]

RIPK1 kann durch clAP1/2 als E3 Ligase ubiquitiniert werden, wobei TRAF2 diese Bindung zwischen
RIPK1 und clAP1/2 fordg@52], [253], [254] RIPK1 wird ubiquitiniert an K11, K48, K63 und M1 an
seiner DD und IDntermediate domaih[252], [255], [256] Durd die K48Jbiquitinierung wird RIPK1
durch das 26S Proteasom proteasomal abgel@68], wahrend die anderen Ubiquitinierungen
notwendig sind fur die Funktionen von RIPK1, beispielsweise durch die dadurch entstehenden
Rekrutierungen ander Proteine[256].

1.4. DerNFR¢ .Signhalweg

Die Bindung deBL anden DR flihrt nicht nur zur Apoptose oder Nekroptose. Insbesondere CD95L ist
bekannt fiireineduale Rolle in Zellen, wobei neben PCD auctbdézO t S I NJ(NFT (BiggaMikg® .

initiiert wird [56]. Die Aktivierungdes TranskripitionsfaktordNRS . fihrt zum Uberlebenund zur

Proliferation von Zellenund der Expressioanti-apoptotischerProteine [257], [258], [259], [260],

[261]). Der N . { A Jwjrd uintér Grierem aucllurchdie Bindung von Dund DR induzierf56],

[262], [263], [264], [265ZudenUntereinheiten deiTranskriptionsfaktoren deMF¢ .Familie gehdren

neben RelB,-Rel und p52 auch65 (RelA)und p50(NFS . [261], [266], [267], [268], [269], [270],

[271], [272], [273], [274]Diese Transkriptionsfaktoren bilden Heterodimere oder Homodimere mit
unterschiedlichen Funktion€gi267], [268], [270]Die einzelnen Proteine der NF.  C habarfekes

Homologie vorB800 Aminosaurerilir DNA Bindung und Dimerisierungd verfiigenuntereinander

Uber strukturelle homologe Ahnlichkeiten in ihrer Rel Dom§2@6],[267], [268], [269]

Solange deNF* .Signalweg nicht aktiert wird, sind die Dimere deNF® .Untereinheiten an den

inhibitor of NF* .6 L ¢ . Zytosdl gebunder(Abbildung 12)268], [269] Der NF¢ .Signalwegvird

Uber den IKKA Y KA 0 A ( 2 NJ) Romplek fegulieft Der/IKKa Kbmplex besteht adsn zwei

kataB G A A OKSY 9 A Y KINi Sejky tRyuMtorischeyl RinheNEMO KRS . SaaSy G Al |
modulator) [275], [276], [277], [278], [279], [280], [281], [28Der IKK Komplex kann durch eine

Vielzahl vorunterschiedlichen Stimuli aktiviert werden. Beispielsweise wird der IKK Komplex durch
inflammatorische Zytokine, bakterielle und virale Produkte, sowie zathlaremStress aktiy283],

[284], [285], [286], [287] Auch dieLigandenbindung an DR aktiviert den IKK Kom[#é%]. Im

Folgenden wird sich auf den DR induziertdR® .Signalweg konzentrieffAbbildung 12)Durch die
Initierung des NE . { A3yl f 6S5S3a8 6ANR RdZNOK t K2 aLKPRMEf A SNHzy
58NJ 1 GAGS LYY Y2YLX SEX 2R} 289K RNk Pddplorylleing |y { «
g2y LS .h FNKNI [ dzNdoteasdmipldd 8§ A NIA B NIANHEOHABZ, J29BNI . b

-18-



Einleitung

Dadurch werden die NF . 5 Ap853iht50rei. Dieser Signalweg wird als kanonischer Sigeg

bezeichnet. Die freien NF. 5AYSNB (N} yat21 ASNBYy Ay RSy bdz] tf Sd
wirken (Abbildung 12294], [295], [296]

Caspas@ und c-FLIP forder die Aktivierung dedNFS .Signalwegg35], [141], [297], [298]Nach

Bindung des DL an den DR wird d&4_tP Spaltprodukt p22 durch Caspa8gebildet, welchegn IKK

Komplexmit NEMO interagierf35], [299]. p22 induziert NF .durch direkte Interaktion mit NEM{mn

IKK KomplefB5]. Wiederuminduziert N . RA S 9 E LINBPREVADhY p43dShaftpraddukt

interagiert nicht direkt mit dem IKK Komplex sondern muss zu p22 weiter gespalten werdeenum

NF¢ .Signhalwegu induzierer35].

” CD95L/TRAIL

CD95/TRAIL-R1/2

B o
® DD

Procaspase-8 0 |

DED
HC-FLIP 0

\

Crap22

|

p22

Nukleu..s @ @
!

Uberleben

Abbildung12: Die Aktivierung desNF¢ .Signalwegsach DL Bindung an DR

LY LYY Y2YLX SE 060S40SKSYR ldza LYYhS LYYi dzyR b9ah 4ANR
LS. LIK2aLIK2 NE tNKS. NdierodinyieR p6s/ 5 (i fieipls BRwird ubiquitiniert und proteasomaldegradiert.Das
Heterodimer tansloziert in den Zellkern und wirkt dort als Transkriptionsfaktor, zuaBildung von Proteinen fuhrt, die das
Uberleben der Zellemermitteln. c-FLIP wird durch Caspa8ezu p22 gespalten. cFEBR2 interagiert mit dem IKK Komplex
und unterstitzt die ée NFSB Aktivierung. Modifiziert nac35].

(@]}
w
>
N
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1.5. Therapeutische Ansatze ziBekampfung apoptotischer Dysregulationen

Die Homoostasewischen Uberleben unéipoptose ist stark reguliert. Dysregulationesn Apoptose
kénnen zu Krankheiten filhrenwas durch Mutationen, Uberexpressionen oder Mangel von
apoptotischen Schlisselproteinéerbeigefuhrt wird

Mutationen von Caspase sind mit Immundefizienzhronischer Inflammatiomeurodegenerativen
Krankheiten wie Alzheimesowie mitTumorerkrankungen wieéINSCChéad and neck squamous cell
carcinoma verbunden [300], [30], [302], [303], [304], [305], [306]Die Caspas8 Expression
beeinflusst das Uberleben von Patienten mit Gebarmuttestrabs[307].

Die Dysregulation von-ELIP hat Einfluss auf Tumorerkrankungen als auch neurodegenerativen
Krankheiterund foérdert diese Krankheiten

c-FLIPst in einigen Tumorarten Uberexprimienras zu einer schlechten Prognose zum Verlauf dieser
Tumore fuhrt.Beispielsweise istELIP in NSCLRofrsmall cell lung cancerGebarmutterhalskrebs,
Ovarian KrebsDarmkrebs, AML (Akuteayeloische Leuk&mie)Prostatakrebs undPDAC gancreatic
ductal adenocarcinonjaiiberexprimierf was zur Resistenz gegeniber der Initiierung von Apoptose
fuhrt [138], [308], [309], [310], [311], [312], [313], [314]

c-FLIP ist auch uUberexprimiert irZEllen von N& (MultipleSkleros¢ Patienten was mitdem Verlauf

der Krankheit korreliert und zu verminderter Apoptose @ertoreaktivenT-Zellen fuhrt[315]. Dies
fuhrt zu einer gesteigerten ViabilitautoreaktiverZellen[315].

Eine Uberexpression des aapoptotischen Metl wurde in AML Patienten nachgewiesen, die einen
schlechteren Verlauf und schlechtere Uberlebenschanicatien gegeniiber Patienten mit einer
geringerenMcl-1 Expressiof816], [317] Auch weitere Tumorerkrankungewie beispielsweis€DAC
Brustkrebs, Darmkrebs, Tumore des zentralen Nervensystems (€&M8al nervous systen
Lungenkrebs, OvariaKrebs, Gebarmutterhalskrebs, Prostatakrebs, Melanoma, Nierenkvelsen
eine Uberexpression von Mtlauf, was zu Resistenzen gegentiber Behmgginund dem Vermeiden
von Zelltodfuhrt [316], [318], [319], [320]

Dysregulierte Proteine werderals Zieproteine genutzt, um Apoptose in diesen Tumoren
wiederherzustellenDaflir werdenSmall Moleculesind Peptide genutztSmall Moleculesind kleine
Molekiile, dieohne aktiven Transport in Zellen gelangerd dort mit ihren Zielmolekilen interagieren
[321]

1.5.1. FLIPinB

FLIPInBFLIP interactor)Bst einSmall Moleculevelches 2@0von Hillertet al.entwickelt wurde[322].
FLIPinB wurdén silicokonstruiert, um dasaktive Zentum des Caspas&/c-FLIP Heterodimers zu
stablisieren.DasCaspas@/c-FLIPP Heterodimerfuhrt zu einer starkeren Caspa8eAktivitat als das
Homodimer, waseine starkerenApoptoselnduktion zur Folge hatKapitel 1.2.1.4.)132]. Wahrend
der Dimerisierung von Caspa8@&ach Induktion der extrinsischeékpoptosein den Filamenten kommt
es zu Konformationsanderuag, wodurch der cysteinreiche L2 LoopCaspas& neugeordnet wird.
Diese Neuatnung des 2 Loops bildet das aktive Zentrutes Caspas®@ Homodimers. Der L2 Loop
wird an Asp 374 in demrozessierten L2 undlen unprozessierten L2" Teajlespalten Dieser
Spaltprozess fuhrt zu den Spaltprodukten p43/41 von CasPa¥éenn eFLIPpro-apoptotisch wirkt,
kommt es zu der Formation des Procasp8seFLIPHeterodimerg133]. In diesem Procaspas#c-
FLIP Heterodimer wird der L2 Loogurch cFLIRim aktiven Zentrunstabilisiert. Dadurch wird die
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katalytische Aktivitat von Caspa8egesteigertln dem Procaspas®&/c-FLIP Heterodimer ist der L2
Loop in einer geschlossenen Formation, was das aktiverufestvon Caspas@ stabilisiert. Die
Spaltung von CaspaSean Asp374 lasst die geschlossene Formation zu einer offenen Formation
werden. Dieses flhrt zur Destabilisierungsdakiven Zentrums von Caspa$e was eine geringere
Aktivitat von Caspas@ zur Folge hatMit dem Small Moleculé~LIPinByvurde erstmalig eirSmall
Moleculeentwickelt, welches mider Bindestel von Procaspas@ und c-FLIR interagiert FLIPinB
wurde lonstruiert, um den stabilisierenden Effekt deL2” Loop in geschlossener Formation
nachzuahmenDadurch soll die Caspa8eAktivitat gesteigert werden. Auf der Grundlage von FLIPinB
gdzZNRS | dzOK &aSAy 41 aaSNI | af f30eKpS &C [ Ly Afy2 3 2d¢y RC [Q[tLAtY;
erstmalig die Moglichkeit das Caspa3e-FLIP Heterodimer #s Ziel fir eine neuartige Behandlung
von Krebszellen zu nutzen.

1.5.2. BV6

Das Small MoleculeBV6 6 b Z-(hekanel,6-diyl) bis (1 {(2SR-cyclohexyl2-[(N-methytL-alanyl}
amino}-acety}-L-prolyl-beta-phenytL Phenylalaninamig ist ein SMAC Mimetikum beziehgsweise

ein IAP AntagonigB23]. IAPs sind Inhibitoren von Apoptose. Zu den IAPs gehdren clAP1/2, die eine
CARD Doméne, RING Domamel BIR Doméane habgB24], [325], [326] clAP1/2 sind Ubiquitin
Ligasen, funktionell durch die RING Dom§akennzeichnef324]. Sie ubiquitinieren ihre Zielproteine
[327], [328] clAPs werden durch SMAC/DIABLO inhibiert, die nach apoptotischem Stimidjaesns
freigegeben werdejdort mit clAPs interagieremnd dieseproteasomalabbauen329]. SMAC/DIABLO
beinhaltet ein konserviertes IAP Interaktionsmotiv, welches die BIR Domand Alesbindet [169],

[330], [331] BV6 aimt genau dieses Bindemotiv nadhindet die BIR Domane der clAPs und blockiert
deren anti-apoptotische Funktion durch Ubidinierung und prot@asomalen Abbau der clAP323],

[332]. SMAC Mimetika fuhren durch ihren Einfluss auf clAP zu einer Inhibierung der RIPK1
Ubiquitinierung, was die Bildung des Ripoptosoms for{38].

1.5.3. S63845

S63845 ist eismall Moleculgegen das an@poptotische Mcll aus der Be2 Familie. Es wurde 2016
von Kotschyet al. entwickelt[334]. S63845 bindet an diBH3 Bindungsstelle von MtlDabei bindet
S63845 spezifisch Mtlund hatnur geringeAffinitdten gegenltber anderen B2IFamilien Proteinen.
In Immunprézipitationen konnte gezeigt werden, dass S63845 die Bindung von Bak und Bax zu Mcl
unterbricht[334]. Stimulation mit S63845 steigert die McProteinExpressiomn HCT116 Zellen durch
eine gesteigerte Halbwertszeit der Proteifig34]. S63845flihrt Bak und Bax abhangig Uber den
mitochondrialen Signalweg zu Apopto&34], [335], [336]Behandlungen mit S63846hrten sowohl
in vitro als auch in vivau gesteigertersensitivitditergegentber dem Zelltosh Tumorzellen. Sowohl
gegenAMLund CMLZelllinien als auch solide Tumdwnnten Aktivitaten gezeigt werddB34], [337]
Insbesondere AML Zellen hangen vondelb, was Mel zu einenvielversprechenden Zien diesen
Zellen mach{337]. In vivoin Mausmodellen hat S63845 starkfliissegegen Tumore, jedoch kaum
Effekte gegenuber gesundem GeweB63845 ist besonders effektiv gegen Tumore mit wenigBcl
[334], [336] Um die Effekte von S63854 zu steigammrden Kombinationsbehandlungen mit S63845
etabliert[335], [336]
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1.5.4. Gemcitabin

Gemcitabin dFdcor- 2,2-difluoro-2-deoxycytidine; 2,alifluorodeoxyribefuranosylcytosing ist ein
Chemotherapeutikum, welches an der DNA w[B&8]. Gemcitabinist ein Desoxycytidihnalogon,
welches in eirtriphosphoryliertes Nukleotidimgewandelt wirgd dasbei der DNA Replikation Cytidin
ersetzt.Einweiterer Wirkmechanismus von Gemcitabin ist die Inhibition der biochemischen Aktivitat
der Ribonuleotid Reduktase, was die DNA Synthese bei der DNA ReplikatidRepadaturhemnt.
DieseWirkungenan der DNA hadlie Initiierung vorApoptose zur Folgi38].

Gemcitabin wird unter anderem an Patienten mit pankreatischen Tumoren angewandt, die weltweit
zu den fuhrenderetalen Tumoren gehdrefid39], [340]

1.6. Duktales Adenokarzinom des PankregBDAQ

BauchspeicheldriisenkreB¥DAGst eine der todlichsten Krebsformen weltwaiit jahrlichsteigender
Tendenzvon neuen Fallef341]. Zusatzlich ist PDAC auch die viertgrof3te Ursache fur krebsbedingte
Todesfalle weltweif341], [342]

Gemcitabin(Kapitel 1.5.4jst ein Chemotherapeutikum, was in der Behandlung von PDAC zum Einsatz
kommt[343]. Die Behandlung mit Gemcitabin flhrt zu einer Vielzahl von Nebenwirkwnggreinem
dennoch schlechten Verlauf fur die Patient¢d44], [345] Patienten entwickeln Resistenzen
gegeniber der Behandlungl4], [318], [346]

Um Resistenzen und Nebenwirkungen minimieren wird bereits in klinischen Studien die
Kombination von Gemcitabin mit TRARLANntagonisteruntersucht[344]. Aulierdemwerden auch
Kombinationen vonGemcitabinmit anderen Chemotherapeutika wie Oxaliplatier Paclitaxel
getestet[347], [348] Auch weitere Kombinationsbehandlungewie die Kombination von TRAR.
Antagonisten und dem Inhibieren der aagpoptotischen BeR Famili¢ werdenuntersucht[349].

Die Kombination von Gemcitabin mit CD95L zeigtgitro neben apoptotischem Zelltodbenfalls
nekroptotischen Zelltod350].

Die Resistenzen gegeniiber Behandlungen von PDAC hénggranderemmit der Uberexpression
anti-apoptotischer Proteingwie ¢FLIP und Mel, zusammerj314], [318] Von daher ist es interessant
neben Gemcitabinauch diese Uberexprimierten Proteine aKelproteine fur Inhibitoren oder
Interaktoren zu nutzenEs wurde bereits gezeigt, dass pankreatische Tumorzellen dem Zelltod
gegenlber sensitiviert werden kdonnen bei eingeduktionvon Mctl und der Behandlung mit
Gemcitabin351].

1.7. Ziel der Arbeit

Dysregulatioen von Apoptose kann zuTumorerkrankungenoder auch neurodegenerativen

Krankheitenfihren. Daher ist eessenzielden programmierten Zelltod und insbesondere Apoptose

auf molekularer Ebeneu verstehen. Uber die Jahre gewann auch der programmierte Zelltod der

Nekroptose immer mehr Bedeutung fir Therapien. Erfolgreiche Therapien kdnneantwickelt

werden, wenn Apoptose und NekroptoSggnalwege verstanden werden, iesiondere wie diese

funktionieren und wie die Proteine in diesen Signalwegen interagiématieser Arbeitvird die CD95L
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induzierte Apoptose und CD95tduzierte Nekroptose untersucHErkenntnisse daraus konnen fir die
Entwicklung neuer Therapien, diefalen CD9%ignalwegen basieregenutzt werden.

Ein Teil dieseArbeitist es die Interaktion von Caspa8ein denCD95tlinduziertenCaspas& DED
Filamenterzu verstehen. Dafur wurderstmalsein Peptid, namentlich DEDieltwickelt,das dieDED
Filamenbildung blockierf indemesan die DED1 von Caspe&éindd. Weiterhinwurden Caspas8
DEDIMutanten entwickelt. Die Mutationen wurden in die DED1 von Casigsmter anderem auch

in die DEDid Bindungsseite, eingebadtel war es mit Hilfe dieser zwéinsatze, einem neu
entwickelten Peptid und Ty@EDnteraktionsmutantendie Filamentbildungach CD95L Stimulation
mechanistisctezu analysieen. Daraus folgend soll verstanden werden Waspase3 DEDFilamente
gebildet werden und welche Wichtigkeit die Typ | DED Interaktion fur die CapAg&&vierung und
CD95tinduzierte Apoptose isZusatzlich kdnnen die Peptide auch fir therapeutische Ansatze genutzt
werden bei Krankheiten, die sich durch zu viel Apoptose ausemichvie Alzheimer.

Im zweiten Teil dieser Arbeit geht es daramstmaligdie stéchiometrische Zusammensetzung des
CD95tinduzierten Nekrosoms zu untersuchen und die molekularen Mechanismen des -CD95L
induzierten Nekrosoms aufzudeckebiese Arbeit soll Ben Einblick in die Stochiometrie dE®I5L
induziertenNekrosoms geben, um zu analysieren was die Hauptbestandteile des Nekrosoms sind und
in welchen Verhaltnissen sie zueinander interagierasatzlich soll auch die BID Interaktion
zwischen RIPK1 uADD untersucht werdeond welche Bindungsseitdementar ist fur die Bildung

des NekrosomsMit dieser Arbeit soll somit erstmalig das CD@%duzierte Nekrosom im Detalil
untersucht werden, wobei Erkenntnisse aus dieser Arbekiinftigzu mehr Verstands sowie zu
neuen Ideen fir therapeutische Ansatze fuhren kénnen.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit werdéortfihrend die molekularen Mechanismen rund um
FLIPinB  untersucht undes wird herausgearbeitet welchen Einfluss FLIPinB  auf
Kombinationsbehandhgenin verschiedenen Zellliniehat und wie diese zu Zelltod fihren. Dabei
sollen auch mechanistische Hintergriinde beleuchtet werden inwieweit CinéGkierte Apoptose

und Nekroptoseausgeldst werdenDie Kombinationsbehandlungen umfassERAIL/CD95L, IPinB,
S63845und Gemcitabin in pankreatischen TumorzellBie Art des Zelltodesoll analysiert werden,

um neben Apoptose auch Nekroptose in einem therapeutischen Zusammenhang besser zu verstehen.
In Darmkrebszellen wird eine Kombinationsbehandlung@@5L/FLIPinB/BMéntersucht, um auch

hier die Wechselwirkungwischen Apoptose und Nekroptose zu untersuched FLIPInB in weiteren
molekularen Mechanismen zu analysieren

Zusammengefasst soll diese Arbeit dazu die&D95Linduzierte Apoptose und Neknatose besser

zu verstehen und dieses Verstandnisriduetherapeutische Ansatze anzuwenden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Tabellel: Gerate

Gerat Firma
Automated Cell Counter TC20 BioRad
Inkubator BB®220 Thermo Scientific
Photometer GeneQuant 1300 GE
Nanophotometer Implen
Mikroskop Motic
Zentrifuge5804R Eppendorf
Zentrifuge Micro Star 17R VWR
PlattenleseTECAN infinite M200 PRO Tecan

Bildgebendes Durchflusszytometer
AMNIS®FlowsSight

MerckMillipore

DurchflusszytometeFACS Aria Il

Becton Dickinson

DurchflusszytometeMelodyTM

Becton Dickinson

Schuttler Heidolph
Thermoschuittler Bioer
Chemolumineszenz Imager BioRad
PowerPac HC BioRad
TransBlot-Turbo BioRad
Sterilbank Safe 2020 Thermo Scientific
AmaxaNucleofector Lonza
MikroskopEVOS FL imaging system ThermoFisher
MassenspektrometetL TQ Orbitrap Velos Pro | ThermoFisher

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Tabelle2: Verbrauchsmaterialien zuZellkultivierung

Verbrauchsmaterialien Firma Katalognummer
T25 Zellkulturflasche Sarstedt 83.3910.302
T75 Zellkulturflasche Sarstedt 83.3911.502
T175 Zellkulturflasche Sarstedt 83.3912.502
T75 Zellkulturflasche fur Sarstedt 83.3911.002
adharente Zellen
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T175 Zellkulturflasche far Sarstedt 83.3912.002
adharente Zellen
1,5 ml Reaktionsgefal3e VWR (Eppendorf) 7005239
50 ml Falcon CellStar 1000619
15 ml Falcon VWR 5250150
10 cm Schalefiir adharente Greiner 664160
Zellen
14,5 cm Schalefiir adharente | Greiner 639160
Zellen
96-Well Platteflr adharente Thermo Fisher 136102
Zellen
6-Well Plattefiir adharente Sarstedt 83.3920
Zellen
12-Well Plattefiir adharente Sarstedt 83.3921
Zellen
12-Well Platte Sarstedt 83.3920.500
24-Well Plattefir adharente Sarstedt 83.3922.005
Zellen
48 Well Plattefur adharente Sarstedt 83.3923.005
Zellen
Zellschaber VWR 734-2602
Pipetten 50 ml Costar 4490
Pipetten 25 ml Costar 4489
Pipetten 10 ml Costar 4488
Pipetten 5 ml Costar 4487
Pipettenspitzerf000 pl Biozym 721031X
Pipettenspitzen 200 pl Sarstedt 70.3030.020
Pipettenspitzen 10 ul Sarstedt 70.3010100
Counting Slides BioRad 1450011
Biofloat™ 96-Well Platten faCellitate F202003
Superose 6 10/300 GL Cytiva 17517201
bdzy Ou al EA{ 2 NJ BioLegend 423501
Plates, Uncoated
2.1.3. Medien und Lésungen fur die Zellkultur
Tabelle3: Verwendete humane Tumorzelllinien
Tumorzelllinie| Ursprung Quelle
Jurkat 282 Immortalisierte T Lymphozytefelllinieaus FZell DSMZ,
Leukamie Braunschweig,
ACC282
JurkatC8ko | Immortalisierte T Lymphozytefelllinieaus FZell [352]
A3 Leukamienit Caspas® knockout(ko)
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Jurkat A3 Immortalisierte T Lymphozytefelllinieaus FZell [353]
Leukéamie

JurkatRIPK1 | Immortalisierte T Lymphozytefelllinieaus FZell [353]

ko A3 Leukdmie mit RIPKD

JurkatFADD | Immortalisierte T Lymphozytefelllinieaus FZell [353]

ko A3 Leukamie mit FADKo

HeLaCD95 Gebarmutterhalstumorzdiinie, Uberexpression von CDY [354]

HelLaCD95 C8 Gebarmutterhalstumorzelllinie, Uberexpression von diese Arbeit

ko CD95 Caspas@ ko

HelLaCD95c- | GebarmutterhalstumorzelllinigdUberexpression von diese Arbeit

FLIPko CD95, &LIFko

HeLaCD95FL | GebarmutterhalstumorzelllinigUberexpression von CDY [34], [322]

und cFLIR

HelLaFADD Gebarmutterhalstumorzelllinienit FADD ko und [353]

ko-RIPK3 Expression von RIPK3

HeLaRIPK1 | Gebarmutterhalstumorzelllinienit RIPK1 ko und [353]

ko-RIPK3 Expression von RIPK3

SUIT020 Pankreatisch@umorzelllinie [355]

MiaPaca2 Pankreatische Tumorzkiie [355]

Panc89 Pankreatische Tumorzelllinie [355]

HT29 Darmkrebszélihie [353]

A549 Lungenkrebszdihie freundlicherweise
zur Verfligung
gestellt von ProfDr.
Dunja Bruder
(Institut ftr
medizinische
Mikrobiologieund
Krankenhaushygieng
owGY

Tabelle4: Medien und Losungen fur die Zellkultivierung

Medium/Ldsung Firma Katalognummer
DMEM/F12 PAN P0441150
DMEM ThermoFisher 41966052
RPMI ThermoFisher 21875034
FCSfetal calf serunn ThermoFisher 10270106
Penicillin und Streptomycin | Biochrom A 2213
Puromycin Invivogen ant-pr-1
Plasmocin Invivogen ant-mpp
PBS PAN P0436500
10 x PBS PAN P0453500
Trypsin/EDTA ThermoFisher 25300096
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Trypanblau

Thermdrisher

15250061

DMSO

Carl Roth

4720.4

2.1.4.CRISPR/Cas®ransfektionslosungemind Transformationslosungen

Tabelle5: CRISPR/Cas9 und Transfektionslosungen

Ldsung Firma Kataloghummer
OPTI MEM ThermoFisher 31985070
Dream Fect Gold OZBiosciences DG80500
True Guidesynthetic gRNA Thermo Fisher Scientific #A35511
Lipofectamin CRISPRMAX | Thermo Fisher Scientific CMAX00001
TransfektionReagenz
Cas9 nuclease Thermo Fisher Scientific A36497
Monarch Plasmid miniprep Kit BioLabes T1010S
HiSpeed Plasmid Maxi Kit Qiagen 12663
2.1.5. Plasmide
Tabelle6: Plasmide
Plasmid Backbone Firma Kataloghummer
Procaspas®a pcDNA3 addgene 11817
pcDNA3 Leervektor pcDNA3 Peter Krammer, -
DKFZ, Heidelberg
Casp8 L42S Y8S pcDNA3 genscript -
Casp8 L42S Y8S M43A | pcDNA3 genscript -
Casp8 Q46S, Q49E, pcDNA3 genscript -
F3Y, G11T, L42S,
M43A, E12N, Y8Q,
E56K
pcDNA3 FADD pcDNA3 addgene 78802
FLAG-FADD pcDNA3 pcDNA3 genscript -
L172D D175R L176N
FLAG-FADD pcDNA3 pcDNA3 genscript -
M170A L172D D175R
L176N
PRP Leervektor pRP Vector Builder -
PRP RIPK1 pRP Vector Builder -
PRP RIPK1 M637A pRP Vector Builder -
1641D
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AmpR promoter

SnapGene
SgrDI (o)
(6731) Sspl . I'. ." IDRS-TEI ker (a6 ..65)
(6477 .. 6498) Amp-R \ Mfel (153}
P Nrul (z10)
[Ez[ga;:uyvflcul . _MIuI (2z0)
<~ Spel (z51)
NN\ " _ Ndel (4s8)
(5927) AhdI - -SnaBL (s92)
(5175 .. 5194) pBR32Zori-F Y : - CMV promoter
(5032) Peil CMV-F  (771..791)
LA £4)
(4524 .. 45a1) L4440 B T?r'css' :”
CAP binding site | °, / A:m;m =
\ / — Agel (s9g
(4706 .. 4728) M13/pUC Reverse . g A“ﬁ;[ [ggg)
lac operator| “Kpnl (203)
(4523 .. a709) M13 Reverse T XemI (1297)
- — — EcoRI [1442)
(4614 .. 4633) EBV-rev “& PcDNA3-CaspB
e ¥ on 6848 bp —— ——— Bsgl (1747
(4603) BsmI _ b= — PAIMI [1807)
SV40 poly(A) signal | AbsI - PaeR7I - PspXI - XhoI [220s)
(4560 .. a579) SV40pA-R j § BbvCI  [2295)
) 3 BamHI (2345)
(4365) BstBI ~ HindIII (2351)
(4219 .. 4238) Neo-F — — Xbal (2335)
4 - PspOMI  (23394)
(4199) RsrII — —— Apal [2398)
(4080) BsSHII —— (5PE promoter
(3s01) PAFI - Tth111l — = “SP6 (2404 . 2421)
(3s86) PIUTI . BGH-rev (2441 .. 2458)
(3684) Sfol — . (bGH poly(A) signal
(3683) Narl
[3682) Kasl ~ \ . N Flori-R (2804 .. 2823}
(3600 .. 3628) Neo-R P \ \ Dralll (2550)
(3s82) Eagl - S . Flori-F (3014 .. 3035)
(3542) BsaBI * / \ pBABE 3' (3154 ..3174)
(3496) Smal /! /! \ b
(3454) TSpMI - Xmal ! \ SV40 promoter
(3473] Awrll Svalpra-F (3401 _ 3420)
(3472) Stul
(12) Bglll pRS-marker (a4 . 63)
(5931) Sspl / Mfel [151)
/ ' BpulOI (1s0)
(5677 .. 5696) Amp-R k Nrul [208)
Miul (z28)
(se07) Seal | Spel (249)
(5497) Pwul N _—|CMV enhancer
_-5SnaBI (s%0)
(5127) AhdI “

HindIII (8s3)
BamHI (240)
— EcoRI (348}

_BstXI {10%8)
81 (u122)

_ PAIMI

(1434)
. .~ PpuMI (1448
F-1 _XemI (1516)
g _PaeR7I - PspXI - Xhol (1573)
Jp— - Xbal (15%1)
. . R iF p i - PspOMI (1557)
(4378 .. 4397) pBR322ori-F —— N g\ "{1_5 Apal (1801)
(4237) Peil - b \ SP6 (1607 . 1624)
(4127 4144) 14440 ‘?% . -*S/‘ BGH-rev (1644 .. 1661)
N TN s/
NS B o™ Q'Q/Q-‘
(3909 .. 3831) M13/pUC Reverse N f?’ o SN v"/&,‘}/
(fac operator] .. !
(3896 .. 3912) M13 Reverse ™ Flori-R (2007 .. 2026)
(3838) BSEZ171
(3817 .. 3836) EBV-rev ~ " FloriF
(3808) BsmI
(3763 .. 3782) SV40pA-R

pBABE 3' (2357
_ — SV4DproF (2504 . 2623)
(3861) Pfol BseRI (2872)
(3568) BstBI ~— Stul (z675)
( .. 3441) Neo-F / . AvrIl [2578)
s Eq:z R"“‘ BsaBI * (2745)
(02 BSSHII Neo-R (2812 .. 2831)
(3283) Bssl pett
(3004) PAIFI - Tth111I

\ (2933)
Mscl (2968

Abbildung13: Vektormappenvon pcDNA3 Caspaszund pcDNA3 FADD

Dargestellt sind die Vektormappen von pcDNA3 Casfdsk817 (oben) und pcDNA3 FADD 78802 (unten) von addgene.
Plasmide die entweder mutiertes Caspaseder FADD enthalten, wurden von genscript auf der Basis dieser Plasmide
hergestellt.https://www.addgere.org Stand 10.09.2025

2.1.6. Liganden und Inhibitoren

Tabelle7: Liganden und Inhibitoren

Ligand/Inhibitor Firma
S63845

Katalognummer
ApexBio Technology A8737
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Gemcitabin Merck KGaA G6423
Killer TRAIL Enzo Life Scienc&mbH ALX201-073-3020
CD95L [46] Eigenproduktion
FLIPINB, fH26N-0sS Ambinter Amb1202053
FLIPINB €7H4N4OsS Ambinter Amb37832612
zVADBfmk Bachem Holding AG N-1510.0005
Necls Merck KGaA 5042970001
GSK872 Merck KGaA 5.30389
4-Hydroxytamoxifen Merck KGaA T176
BV6 Genentech, Inc. # OR502922
Tabelle8: Peptideund deren Sequenzen
Peptid- Sequenz Firma Katalognummer
Name
DEDid AG(R8)+APLEPEYPGDNATPEQMSQYRSELFLY Life Tein | 571947 / LT1739
NH2 LLC
#1 LELQYPNSNDLLTPGSYFQEMPMEEPIYARA | Life Tein | LT1725
LLC
#2 TDLPYEYPLNQYFEMQRQGASANPEILRPEL | Life Tein | LT1726
LLC
#3 Ac(R8)+LELQYPNSNDLLTPGSYFQEMPMEEP] Life Tein | 829722
NH2 LLC
#4 AG(R8)APLEPEYPGHATPEQMSQYRSELDSYIN| Life Tein | LT118669
NH2 LLC
B- DEDid | Biotin Life Tein | LT118670
(R8)+APLEPEYPGDNATPEQMSQYRSELNHIAN LLC
B-#3 Biotin- Life Tein | LT118671
(R8)+LELQYPNSNDLLTPGSYFQEMPMERMEZA | LC
B-#4 Biotin- Life Tein | LT118672
(R8)APLEPEYPGATPEQMSQYRSELDSY¥NHA | | | C
2.1.7. Substrate zur Bestimmung der Zellviabilitdt und Caspase Aktivitat
Tabelle9: Substrate zur Bestimmung deeHBviabilitat, Caspase Aktivitatlzy R ¢ b Ch 9 [ L {!
Assay Firma Katalognummer
ATP Assay (CellTiter Glo®2.0 Promega G9242
Caspas8&/7 Assay (Caspase | Promega G8091
Glo®3/7 Substrate)
Caspas@ Assay (Caspase Promega G8201
Glo®8Substrate)
LDHDf 2x / @ G 2 G 2 | Promega J2380
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Human TNf ELISA MAX BioLegend 430201
Standard Set

ELISA Assay Diluent (5X) BioLegend 421203
ELISA Coating Buffer (5X) BioLegend 421701
TMB SubstraSet BioLegend 421101

2.1.8.L6sungen und Materialien fur SEFFAGE und Western Blot Analyse

Tabelle10: Lésungen und Materialien fir SEFAGE und Western Blot Analyse

Lésungen und Materialien Firma Katalognummer
4x Lammli Probenpuffer BioRad 161-0747
Precision Plus Protein BioRad 161-0373
Standards All Blue
Bradford Protein Assay BioRad 500-0006
¢NJ} ya. 2041 ¢ dzl BioRad 10026938
Puffer
¢ NI} ya. t 2{t-sizedzl BioRad 1704270
Nitrocellulose
¢ NIl ya. t 2{t-sizedzl BioRad 1704270
TransferStacks
Luminata Forte Western HRP| Millipore WBLUFO500
Substrat
Natriumazid Carl Roth K305.1
2.1.9. Antikorper fur die Western Blot Analyse
Tabellell1: Primarantikorper fiur die Western Blot Analyse
Primarantikorper | Klonalitat Host Ver- Firma Katalognummer
(Klon) und Isotyp dinnung
Aktin Polyklonal, Kaninchen | 1:4000 Sigma A2103
19G
Bak(D4E4) Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling | D4E4
l9G
Bax(D2E11) Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 CellSignaling | D2E11
l9G
Bchx (44/Bckx) Monoklonal | Maus 1:1000 BD 610209
lgGb
Bcl2 (G2) Monoklonal | Maus 1:1000 Santa Cruz sSG7382
19G
Bct10 (C78F1) Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling | 4237
l9G
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Bid Polyklonal Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling | 2002
l9G
Caspass Polyklonal Kaninchen | 1:2000 Cell Signaling | 9662
l9G
Caspase (C15) Monoklonal | Maus 1:500 Zur Verfugung| Klon C15
IgGb gestellt von
Prof. Peter H.
Krammer,
DKFzZ
Heidelberg,
[150]
Caspass (E6) Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 abcam ab32125
l9G
Caspas® (C9) Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling | 9508
l9G
Caspasd0 (4C1) | Monoklonal | Maus 1:1000 BIOZOL MBL-M059-3
l9G
CD95 (C20) Monoklonal | Kaninchen | 1:2000 Santa Cruz SG715
l9G
c-FLIP (NF6) Monoklonal | Maus 1:500 Zur Verfugung| NF6
lgG gestellt von
Prof. Peter H.
Krammer,
DKFZ
Heidelberg,
[150]
Cytochrom ¢ Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling | 11940
(D18C7) l9G
DR4 (D9S1R) Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling | 42533
l9G
DR5 (D4E9) Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling | 8074
l9G
FADD (1C4) Monoklonal | Maus 1:10 Zur Verfugung| Klon 1C4
l9G gestellt von
Prof. Peter H.
Krammer,
DKFZ
Heidelberg,
[150]
GAPDH (C0411) | Monoklonal | Maus 1:500 Santa Cruz Se47724
l9G
LC3B (D11) Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling | 3868
l9G
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Mcl-1 (C22) Monoklonal | Maus 1:500 Santa Cruz SG12756
l9G
PARP Polyklonal, Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling | 9542
l9G
RIPK1 XP (D94C1| Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling | 3493
l9G
pRIPK1 (D1L3S) | Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling | 65746
l9G
pMLKL (EPR9514) Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 abcam AB187091
l9G
pRIPK3 (D6W2T) | Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling | 93654
l9G
RIPK3 Polyklonal, Kaninchen | 1:1000 abcam AB56164
l9G
MLKL (D2I6N) Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling | 14993
l9G
XIAP (D2Z8W) Monoklonal | Kaninchen | 1:1000 CellSignaling | 14334
l9G
Anti-phospho Polyklonal Kaninchen | 1:1000 Merck KGaA | 17-10400
MLKL (Ser358) l9G
Antibody Set
pRIPK3 genentech Monoklonal | Kaninchen | - Genentech -
l9G
RIPK3 genentech | Monoklonal | Kaninchen | - Genentech -
l9G
Tabellel2: Sekundarantikorper fir die Western Blot Analyse
Sekundarantikorper | Spezifitat| Ursprung | Verdiinnung | Firma Katalognummer
Anti-Maus lgG1 Ziege 1:10000 Southern 107005
Biotech
Anti-Maus lgG2b Ziege 1:10000 Southern 1090-05
Biotech
Anti-Kaninchen IgG Ziege 1:10000 Southern 403005
Biotech
2.1.10. Lésungen und Antikdrper fur Immunprazipitation
Tabelle13: Chemikalienund Antikdrper fir Immunpréazipitatioren
Utensilien Firma Katalognummer

APQL1 Antikorper, Maus Igé&s | Zur Verfliigung gestellt von Proj -
Peter H. Krammer, DKFZ

Heidelberg
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Protein A Sepharosekiigelchel Fisher Scientific 11514945

PierceCo Thermo Scientific 26149
Immunoprecipitation@it

2.1.11. Farbstoffe fur di®urchflusszytometrie

Tabelle14: Farbstoffe fiir 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 anthuman TRAIRL BioLegend 307205

PE anthuman TRAIR2 BioLegend 307405
FITGnti-humanCD95 BioLegend 305605

PE Mouse IgG1 BioLegend 400112
FITQVouse IgG1 BioLegend 400110

2.1.12. Chemikalien

Tabellel5: Chemikalien

Chemikalie Firma Katalognummer
Natriumchlorid NaCl Carl Roth 3957.2
Kaliumchlorid KCI Carl Roth 6781.2
Dinatriumhydrogenphosphat | Carl Roth P030.3
NaHPQ

Kaliumdihydrogenphosphat | Carl Roth 3904.1
KHPQ

Tween20 Pan Reac Appli Chem A4974,1000
Milchpulver Carl Roth T145.4
Ethanol 96% VWR Chemicals 16G194008
EDTA Carl Roth 3054.1
(Ethylendiamintetraessigsaure

Triton X100 Carl Roth 3051.4

Tris Chem Solute 8085.1000
Glycin Carl Roth 3908.3
Natriumdodecylsulfat (SDS) | Carl Roth 4360.2
PolyacrylamigdBisacrylamid Carl Roth Al24.1
29:1
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Isopropanol Carl Roth 6752.5

TEMED Carl Roth 2367.3
(Tetramethylethylendiamin

DTT Dithiothreitol) OmniLab APP A2948,0005
CHAPS OmniLab APP A1099,0005
Mercaptoethanol Carl Roth 4227.2

HEPES OmniLab APP A3268,0250
Schwefelséure Carl Roth 4623.4
Natriumorthovanadat Sigma Aldrich S6508
Natriummolybdat Sigma Aldrich 71756
Natriumfluorid Sigma Aldrich S7920
Glycerol2-Phosphat Sigma Aldrich G5422
Natriumpyrophosphat Sigma Aldrich 221368

LB Medium Carl Roth X968.1
AgarAgar Carl Roth 6494.2

RNAse freies Wasser Carl Roth T143

Ampicillin Carl Roth K029.1
APJAmmoniumperoxidsulfat) | Carl Roth 9178.3

SDS (Natriumdodecylsulfat) | Carl Roth 4360.2
Natriumazid Nakl Carl Roth K305.1

BSA (Bovines Serum Albumin| AppliChem A6588
Natriumpyruvat Thermo Fisher 11360039
L-Glutamin Thermo Fisher 25030024
100xnichtessenzielle Thermo Fisher 11140035
Aminosauren

Asparaginsaure AppliChem A3715,0250

2.1.13. Lésungen und Puffer

Tabellel6: Selbsthergestellte Losungamd Puffer

Ldsung Herstellung Finale Konzentration

PBST, 20x 320 g NaCl 2,74 M
8 g KCI 54 mM
56,8 g NeHPQ 200 mM
8 g KHPQO 29 mM
20 ml TweerR20 89 mM
ad 2 | Wasser -

TBST, 10x 80,06 gNaCl 1,37 M
24,23 g Tris 200 mM
10 mITween20 89 mM
Ad 1 | Wasser -

5% Milch 50 g Milchpulver 50 mg/ml
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11PBS oder TBS

Lysepuffer 13,3 ml TriHCI; pH 7,4; 1,5 M 19;95 mM
27,5mlI NaCl; 5 M 137;5 mM
10 ml EDTA; 2 mM 2 mM
100 ml Triton XLOO 17,1 mM
100 ml Glycerol 1,37 M
960 ml Wasser -
Lysepuffer mit Phosphatase 0,184 g Natriumorthovanadat in | 100 mMMA 1 mM

Inhibitoren

10 ml Wasser l6sefy 1 ml

0,242 g Natriummolybdat in 10 m
Wasser l6sery, 1 ml

0,210 g Natriumfluorid in 10 ml
Wasser losedy 10 ml

0,432 g Glycere-Phosphat in 10
ml Wasser |[6sed, 10 ml

0,446 g Natriumpyrophosphat in
10 ml Wasser losed, 1 ml

100 ml Lysepuffer

0,1 mMA 1 uM

0,5 MMA 5 uM

0,25 MMA 2,5 uM

0,16 mMMA 1,6 uM

Elektrophoresepuffer, 10x 60,6 g Tris 250 mM
288 g Glycin 1,92 M
20 g SDS 35 mM
ad 2 | Wasser -

10 % SDS 1gSDS 347mM
10 ml Wasser -

10 % APS 1gAPS 438 mM
10 ml Wasser -

10 % Nab\ 1 g NaM 15M
10 ml Wasser -

HEPES Puffer 2,5 mlHEPES; 1 M 50 mM
0,5mINaG|5M 50 mM
2,5 ml EDTA; 200 mM 10 mM
2,5 ml Glycerin; 5 % 685mM

Ad 50 ml Wasser

CHAPS Puffer 10 mg CHAPS 1 mg/ml @,6 mM)
10 mIWasser -

DTT Puffer 0,003Lg DTT 10mM
2 ml HEPES Puffer 1M

2 pl CHAPS Puffer

1,63 uM 0,1 % viv

LDH StoragBuffer

4,8456gTrisHCI (pH 7.3)
20 ml Glycerin, 10 %
200 mlWasser

200mM
68,5 M, 10 % v/v

LBMedium

17,5gLB Medium
Ad 700 ml Wasser
Autoklaviert

25 mg/ml
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Agar Platten

7,5 g LB Medium

4,5 g AgatAgar

Ad 300 ml Wasser

Autoklaviert und bei 60 °®ird
1:2000 Ampicillif{200 mg/ml)
hinzugefugt undauf 10 ml Platten
ausgegossen

25 mg/ml
15 mg/ml

Additivum

100 ml 1x PBS

10 mli -Mercaptoethanolin 1x
PBS (350 pl/)

100 ml 1 M HEPHE&ffer (pH 7,2)
100 mI2100 mMNatriumpyruvat
100 mI200 mM LGlutamin

60 mI100x nicht essenzielle
Aminosauren

30 ml lLAsparaginsaurél0 mg/mL
in BO)

7 pl/l
200 mM

20 mM
40 mM

0,6 mg/ml

2.1.14. Software

Tabellel7: 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

HeLaCD95 (CD9%iberexprimierende Gebarmutterhalskrebstiaie), HeLaCD95¢c-FLIPko (CD95
UberexprimierendeGebarmutterhalskrebszelllinmit c-FLIFKnockout(ko)), HeLaCD95FL CD95und

c-FLIR  Uberexprimierende  Gebarmutterhalskrebszelllnie und HeLaCD95C8ko (CD95
UberexprimierendeGebarmutterhalskrebszelllinimit Caspas® ko) Zellen wurden mit DMEM Hams
F12, 1% Penicillin/Streptomycin, 0,000001% Puromycin und 10%eEC8&alf serumbei 37 °C und 5

% CQ@ Kkultiviert. Pankreatische SU20 Zellen wurden mit DMEM Hams F12, %
Penicillin/Streptomycin und 1@ FCS bei 37 °C un@®CQKkultiviert. Pankreatische MiaPaca2 und
Panc89 Zelllinien GebarmutterhalskrebszelllinienHeLaFADDBKko-RIPK3 (RIPK3 exprimierende
Gebarmutterhalskrebszelllinie miFADD ko) und HelLaRIPKko-RIPK3 (RIPK3 exprimierende
Gebarmutterhalskrebszelllinie miRIPK1 ko), sowie die Darmkrebs Zelllinie HT28hd die
Lungenkrebszelllinie A548urden in DMEM mit 26 Penicillin/Stremycin und 10% FCS bei 37 °C
und 5% CQKkultiviert. HeLaFADDBko-RIPK3 Zellen wurden mit 4HT (4 Hydroxitamoxifen) kultiviert,
um RIPK3 zu exprimiereAlle zwei bis drei Tage wurden die Zellenneue Zellkulturflaschen
Uberfiihrt. Hierfir wurden die adhé&nten Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und anschlieRend mit 2 mi
Trypsin fUr 57 min bei 37 °C abgel6é$Panc89 Zellen und HT29 Zellen wurden zweimal mit 10 ml PBS
gewaschen und mit 2 ml Trypsin fur 8 min bei 37 °C abgé&strypsinierten Zellen wurdein 10 ml
Medium aufgenommenund bei 500 x g fr 5 min bei REEntrifugiert Die Vitalitat und Zellzahl der
Zellen wurden mittels Trypanblaufarbung (1:2) im Zellcounter bestimmt. In flir adhérente Zellen
geeignete T175 Zellkulturflaschanit Filterdeckelvurden in 30 ml Mediundie Zellen nacfiabelle 8
ausgesat.

Jurkat 282 und A3(T-LymphozytenZelllinie T-Zell Leukamig JurkatC8ko A3 (T-Lymphozyten
Zelllinie T-Zell Leukamiemit Caspas@ ko), JurkatRIPKko A3 (TLymphozyten Zelllinie, -Zell
Leukéamiemit RIPKXko) und JurkatFADDBko A3 (T-LymphozyterZelllinie T-Zell Leuk&mienit FADD

ko) Zellen wurden in RPMI Medium mit4 Penicillin/Streptomycin und 28 FCS bei 37 °C un&db

CQ kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurden die Suspensionszatlemeue Zellkulturflaschen
ausgesatEinmal pro Woche wurden die Zellen bei 140 x g fiir 5 min zentrifugiert, um tote Zellen zu
entfernen. Die Zellzahl und Vitalitat wurdeie zuvor beschrieberestimmt. Je nach Zellzahl wurden

die Jurka282 JurkatC8ko A3, JurkatRIPKiko A3, JurkatA3und JurkatFADDBko A3 Zellen in einem
Verhaltnis nach TabellQiveitergesetzt.

MV4-11 (AML Zellen) wurden in RPMI Medium mit 0,02 % Plasmocin, 10% FCS und 5,8 % Additivum
(Tabelle 16)ei 37 °C und S0 CQkultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurden die Suspensionszellen
weitergesetzt. Einmal pro Woche wurden die Zellen bei 140 x g fur 5 min zentrifugiert, um tote Zellen
zu entfernen. Die Zellzahl und Vitalitdt wurde wie zuvor beschrieben bestimmt. Je nach Zellzahl wurde
die MV4-11 Zellen nach Tabell20 weitergesetzt. MV4-11 Zellenwurden bei maximal 430 x g
zentrifugiert.

Tabellel8: Zellzahlen adharenter Zellen in T1¥530 ml Medium

Zelllinie Zellzahl
HeLaCD95 2x106
HeLaCD95C8ko 2x106
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HelLaCD95c-FLIPko 2x10¢
HelLaCD95FL 2x10¢
SUIT020 2x10¢
MiaPaca?2 3x1C¢
Panc89 8x1¢
HT29 8x10¢
HelLaFADDBko-RIPK3 3x1¢
HelLaRIPK%ko-RIPK3 3x10¢
Ab49 3x1¢

Tabellel9: Verhaltnis Zellzahl bei Jurkat Zellen

Zellzahl Verhaltnis
<4x16 1:3
=4x10 1:4
>4x10 15

Tabelle20: Zellzahlen fur AML Zelllinien
Zellen Zellzahl

MV4-11 1x1C@/ml fur 2 Tage
0,5x16/ml fur 3 Tage

2.2.2. Lagerung und Auftauen der Zelllinien

Zur Langeitlagerung der Zellliniewurdendiese bei150 °Ckryokonserviert Um die immortalisierten
Zellen einzufrieren wurden 5x1C° Zellen pro Kryordhrchen in 1 ml ihres entsprechenden
EinfriermediumgTabelle21) eingefroren. Dafiiwurden nach der Zellkultur und Zellzahlbestimmung
eine definierteAnzahl der Zellen bei 500 x g (430 x g\bé#-11 Zellen) fir 5 min bei RT zentrifugiert.
Eswurdennur Zellen eingefroren, die eine Viabilitat Gber 98&ten. Der Uberstanavurdeverworfen
und das Pellet im entsprechenden Einfriermedium (Tab&leaufgenommenl m der Zellsuspension
mit 5x10° Zellenwurdein die Kryorohrchen gegeben. Die Kryor6hrcivemdenin einebei RT gelagerte
Kryobox, die Isopropanol enthalt, platziert und fir 1 h{26i °C gelagert. Danaeturde die Kryobox
bei -80 °C Uber Nacht platzien demdaraufolgencen Tagwurdendie Zellen zur Langzeitlagerung
bei-150 °Ckryokonserviert

Zum Auftauen der Zellemurde das entsprechende Kryoréhrchen im Wasserbad bei 37 °GXimin
aufgetaut. Die Zellsuspensiomurde in 5 ml auf 37 °C vorgewarngeMedium in einem 15 ml
Reaktionsgefaiberfihrt und bei 140 x g fir 5 min und RT zentrifugiert. Der Uberstamdie
verworfen. Das Pellevurde in 3 ml Medium resuspendiert und in 261 Mediumin eine bei 37 °C
vorgewarmteT75 Zellkulturflasche uberfuhrt. Je nach Zellliviebendie Zellen dort flreinen Tag
(HeLaCD95, Hel-€D95 C8 koxweiTage (HT29A549 SUIT020, Panc89MiaPaca2HelLaCD95FLIP
ko, HeLaFADDBKo-RIPK3, HekRIPK1ko-RIPK3Jurkat 282, JurkatC8ko A3, JurkatFADDBko A3,
JurkatRIPKko A3, JurkatA3) oder eine WocheMVV4-11). Bevor die Zellen weiter passagietrden,
wurden die Zelleim Mikroskoplberpruft, um sichezugehen dasdie Zeller70 % konfluensind Vor
der Durchfiihrung der Experimenteurdendie Zelleim Vorauddreimal passagiert.
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Tabelle21: Einfriermedium
Zelllinie Einfriermedium

HelLaCD95, Hel-€D95C8ko, HT29, A549, SUORO,| 10 % DMSO, 90 % FCS
Panc89, MiaPaca2, HeLaCD95FLIPko, HeLaCD95FL,
HelLaFADDBKko-RIPK3, HekRIPKiko-RIPK3, Jurkak82
JurkatC8ko A3, JurkatFADDBko A3, JurkatRIPKiko A3,
JurkatA3

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

2.2.3. CRISPR/Cas9

Die Clustered Regularly Interspaceshort Palindromic Repeats/CRISPR associated protein 9
(CRISPR/Cas9) Methode bietet die Mdglichkeit ge2idh aus den Chromosomen schneiden und

Gene zu verandern. Cas9 ist ein Enzym, welches DNA schneidet. Es bindet eine RNAab¢qisenz
eine weitee RNA Sequenz (guideRNA, gRNA) folgt, die komplementar an die zu schneidende DNA
(Target DNA) bindet. Mit Hilfe der PAM Sequenz wird Cas9 aktiviert. Durch die Aktivierung und die
raumliche N&he zu der zu schneidenden DNA schneidet Cas9 die DNA.

Fir den CRSPR/Cas9 Caspa®eko und den c-FLIP kowvurden das[ A L2 FSOGF YAY Su [/ wlL{
Transfektionsreagenz, die True Guide Synthetic gRNZagjrase8 beziehungsweise-ELIR sowie das

Cas9 Plus Reagenz von Thermo Fisher benutzt. Die True Guide Synthetic gR&pasé8 und cFLIP

wurde nach Handlerangaben in TE Puffer (pH8) zu einer finalen Konzentration von 100 uM geldst.
Caspase:

gRNA Sequen@CCUGGACUACAUUCCGCAA

Taget DNA Sequenz: GCCTGGACTACATTCCGCAA

PAM Sequenz: AGG

C-FLIP:

gRNA Sequenz: AAAGAGGUAAGCUGUCUGUC

Target DNA Sequenz: AAAGAGGTAAGCTGTCTGTC

PAM Sequenz: GGG

Am Vortag wurden 2,30° HeLaCD95 Zellen in 3 ml Medium in einei\&ll Platte ausgesat. Am
Folgetag wurde das Medium entfernt und 2 ml frisches Medium hinzugelligt Ansatzeir den
CRISPR/Cas9 ko wundeach Herstellerangaben in zwei 1,5 ml Reaktionsgefdfganischt(Tabelle

22). Das erste Reaktionsgefald enthalt die Ca&é%klease und gRNA, wahrend das zweite
Reaktionsgefall das CRISPRMAX Reagenz eb#rdlihhalt degrsten Reaktionsgefé@swurde in das

zweite Uberfuhrt und der Ansatz wurde fir 10 min bei RT inkubiert. Airgeind wurde das Gemisch
tropfchenweise zu den Hel@D95 Zellen zegeben. Die Zellen wurden im Anschluss fir drei Tage bei
37 °C und 5 % G®ultiviert.

Tabelle22: Mastermix vonReaktionsgefafd und 2 fir den CRISPR/Cas9 Amsat

Reaktionsgefal 1 | Menge Reaktionsgefald 2 Menge
OPTI MEM 125 pl OPTI MEM 125 pl
Nuklease 6,250 ug CRISPR MAX Reagent 7,5 pl
gRNA 1,200 ug

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

BeimCell Sortingverden mit Hilfe eines Durchflusszytometers Zellen vereinzelt. Zur Vorbereitung des
Cell Sortingsvurden zwei 96WVell Platten mit 50 pl Medium versetzt. Die HELR95 Zellen wurden
nach der Behandlung mit der CRISPR/Cas9 Methode durch Trypsin, wieesglordinen, geldst und
zweimal mit PBS + 0% FCS gewaschen. Die Zellsuspension wurde irF@k@Sen tberfuhrt und

bis zumCell Sortingauf Eis gelagert. DaGell Sortingfir die HeLeCD95C8ko Zellenwurde in
Zusanmenarbeit mit Dr. Roland Hart{gmmunologie OvGYan einem FACS Aria Ill (Becton Dickinson)
durchgefihrt.DasCell Sortingur die HeLaCD95c-FLIPko Zellen wurde in Zusammenarbeit mit Dr.
Anna Dittrich(SystembiologieOvGlYan einem FACS MelodyTM (Becton Dickinson) durchgeimnt.
Veranzeln der Zellerwurde in jedeVertiefungder 96Well Platte eine Zelle sortiert. Anschliel3end
wurden 100 pl Medium zgegeben und die Zellen b7 °C und 5 % G®&ultiviert.

Neben dentCell Sortingvurden die Zelleffiiir den Caspas8 koauch durch ein&erdinnungsreihe als
Einzelzellen in 98Vell Platten sortiert. Hierfir wurde dreimal die Zellzahl bestimmt und daraus der
Mittelwert gebildet. Anhand der Zellzahl wurde eine Verdinnung bestimmt in der sich theoretisch nur
eine Zelle pro 150 pyl Medium befdnAnschlieRend wurden aus dieser Verdiinnung 150 jéda
Vertiefungeiner 96-Well Platte Ubertragen.

Nach einer Woche wurde mittels Mikroskop untersucht in welckentiefungensich ein Zellhaufen
gebildet hatte. Dabewurde beachtet dass sich nur eidellhaufen proVertiefunggebildet hatte.
Vertiefungenmit mehrals einemZellhaufen wurden fur die weitere Behandlung ausgeschlossen. Die
Zellhaufen wurden durch Trypsinierung in-W&ll Platten Uberfuhrt. Nach zwei Tagen wurden die
Zellklone durch Trymsierung in24-Well und nach erneuten zwei Tagen i\&ll Plattentbertragen.

Nach weiteren zwei Tagen wurde mittels Western Blot der ko in den Zellen kontrolliert. Nur Zellen mit
dem Caspas8 kobeziehungsweise-FLIP kevurden in T25 Flaschen Gberfih&ndere Zellen wurden
verworfen. Aus den CaspaSeko Zellen wurde durch einen Charakterisierungsvergleich im Western
Blot mit HeLeCD95 eirKlonausgewahlt (C10),ed fortan als HeL&D95C8ko bezeichnet wirdDer
ausgewahlte Klon der HelGD95c-FLIPko Zellen wurde erneumit Unterstitzungdurch Dr. Anna
Dittrich (SystembiologieOvGl an einem FACS MelodyTM (Becton Dickinson) verejnmalteinen
stabilen ko zu gewahrleisterDie vereinzelten Zellklone wurdewie zuvor beschriebenweiter
kultiviert und der stabile ko wurde mittels Western Blot verifiziert. BasgewahlteKlon (CC3) wird
fortan als HeL & D95c-FLIPko bezeichnetHeLaCD95C8ko und HeLaCD95c-FLIPko Zellen wurden

wie HeLaCD95 Zellen in der Folge kultiviert.

2.2.5. Transformation

Furdie Transformation wurden chemokompetente DH1BE&oli Bakterien genutzt. Die DH1@oli

sind fur die Langzeitlagerung b&0 °C in 90 pl aliquotiert undiurden auf Eis aufgetaut. Zder
aufgetauten Ecoli Kultur wurden 10 ng Plasmid zugegeben und fur 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieRendvurdendie DH10EE.coliflir 45 s bei 42 °C inkubiert und anschlief3end fir 2 min auf Eis
inkubiert. Danachwurden 900 ul B-Medium zugegeben. Zur Komplettierung der Transformation
wurdendie DH10HEcoliBakterien fir 1 h bei 37 °C bei 300 rpm inkubiert. Um Einzelklone separieren
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zu konnen wurden im Anschluss 10 ul und 90 pl jeweils auf zwei Agarplatten mit Ampicillin
ausgestrichen. Diese Plattemurden tUber Nacht bei 37 °C inkubiert. Afolgetagwurde eine
Einzelkolonie in 10 pl EMedium mit Ampicillin (1:2000.00 mg/m}) in einem 50 ml R6hrchen ausgesat
und anschlieRend Uber Nacht bei 37 °C und 50 rpm inkubiert. Am néchstenvdrdgn zur
Langzeitlagerung§00 pl der DH10E coli Suspesion abgenommen und mit 200 pl Glycerol in einem
Kryoréhrchen vermischt, welches bB0D °Ckryokonserviertvurde. Der Rest der Suspensiamirde fur

die MiniPraparation(4,5 ml) und fir den Ansatz fiir die Mdxidparationaufgeteilt Fir den Ansatz
der Maxi-Praparationwurde die Bakteriensispension in 35@nl LBMedium mit Ampicillin (1:1000)
ausgesat und Uber Nacht bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Am Folgetdgdie Bakteriensuspension
fur die MaxiPraparationgenutzt.

2.2.6. Plasmid Aufreinigung

Fur die Mini und auch MaxPraparationenwurden Kits genutzt(Tabelle 5)und die Plasmid
Aufreinigung erdlgte nach Herstellerangaben.

Fir die MiniPraparatiorwurden 4,5 ml Bakteriensuspension i€ 000 x g bei 4 °C fur 30 s pelletiert.
Der Uberstand wurdererworfen. Die Aufreinigung erfolgte mit dem Monaskhini-Prep Kit. Diese
umfassedie Lyse der Bakterien und Aufreinigung der DNA Uber eine Saule. Alle Zentrifugationsschritte
erfolgten bei 16 000 x g und 4 °C. Die DNA wurde in Blufibnspuffereluiert.

Fur die MaxPraparation wurden 350 ml Bakteriensuspension in der Ultrazentrifuge (Rl Bei

6000 rpm bei 4 °C fiir 10 min pelletiert. Der Uberstanade verworfen. Zur Aufreinigung wurde das
MaxiPrep Kit von Qiagen genutzt. Die DMAirde Uber eine Saule aufgereinigt und in 1 ml
Elutionspuffereluiert.

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 Lipofeaiaoder Elektroporationen durchgefiihrt
Transfektionen der adharenten HeCiD95C8ko, HeLaFADDko-RIPK3 und HelRIPKiko-RIPK3
Zellen erfolgte nach Herstellerangaben von DreamFect Gbltransfection Reagent (OZBioscience)
(Tabelle 5)Die durchgeflihen Transfektionen sind der Tabell@ 21 enthehmenAm Vortag wurden
entweder 0,25x10Zellenin 6-Well Plattenoder 1x16 Zellen in 10 cm Platteim jeweils 2 ml oder 10
ml Transfektionsmedium (Medium ohne Antibiotik&@usgesat. Am Versuchstag wurde das
Transfektionsmedium gewechseltEntsprechendder Platten wurde in &Vell Platten 2 ml
Transfektionsmedium gegeben und in 10 cm Platten 8 ml Transfektionsmediudad6Well Format
wurde 0,5 pg Plasmid DNAnit 100 pyl OPTI MEMgemischt und 4 pl DreamFect @™
Transfektionsreagenmit 100 pul OPTI MENh einem weiteren Reaktionsgefaffemischt Fur die
Transfektion in 10 cm Platten wurden 2 pg Plasmid DNA in 250 pyl OPTI MEM und 24 pl DreamFect
Gold™ Transfektionsreagenin 250 pl OPTI MEM ein weiteres Reaktionsgefafégeben Das DNA
OPTI MEM Gemisch wurde zu dem DreamFect "&dlcansfétionsreagenZOPTI MEM Gemisch
hinzugefiigund fiir 20 min bei RT inkubieNlusste nach den Mengen in Tabel@uhter 1 pl Plasmid
pipettiert werden, wuden die Plasmide 1:10 in Wasser verdummschlieRend wurde das Gemisch
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tropfchenweise zu den Zellen gegeben, die darauf fir 24 h beilB¥t&% CQinkubiert wurden.m
Anschlussvurden die Zellen geerntet und fiir Versuche ausgesat.

Die Transfektion wo JurkatFADDko A3 oder JurkaRIPKiko A3 Zellen erfolgte nach
Herstellerangaben des AMAXACell Line NucleofectdY Kits von Lonzd&Tabelle 5) 1x1G Jurkat
FADDBKko A3 oder JurkaRIPKiko A3 Zellerwurden bei 500 x g fur 5 mizentrifugiert. Das Zelglet

wurde in 100 pl Nucleofector Solution (82 pl Nucleofector und 18 pl Supplement) resuspendiert. Zur
Zellsuspension wurden 2 pg Plasmid DNA gegeben. Der Ansatz wurde in die AMAXA Kivetten
Uberfihrt und die Zellen mit dem ProgramrOB1 imNucleofecto®transfiziert. Anschliel3end wurden

in die Kuvetten 500 ul Transfektionsmedium gegeben und die ZellsuspensiofiellLRlatten mit

1 ml Transfektionsmedium Uberfuhrt. Nach 24 h Kultivierung wurden die Zellen geerntet und fur
weitere Versuche vorbereiteDie Transfektionen wurdeliber Western Blot Kontrollen verifiziert.

Tabelle23: Eingesetzte Mengen dePlasmide
Plasmid Backbone| Ausgangs Zu den Zeller Eingesetzte Zellen
konzentration |gegebeneMenge|Menge [ul]
[ug/p] [ug]
Procaspase pcDNA3 |3,9303 0,5 0,13 HeLaCD95C8ko
8a 2 0,52
pcDNA3 |pcDNA3 |[3,6243 0,5 0,14 HeLaCD95C8ko
2 0,56
Casp8 pcDNA3 |0,3586 0,5 1,39 HelLaCD95C8ko
L42S Y8S 2 5,65
Casp8 pcDNA3 |0,357 0,5 1,4 HelLaCD95C8ko
L42S Y8S 2 5,6
M43A
Casp8 pcDNA3 |0,4664 0,5 1,07 HelLaCD95C8ko
Q46S, 2 4,28
Q49E, F3Y,
G11T,
L42S,
MA43A,
E12N, Y8Q,
E56K
pcDNA3 pcDNA3 |0,17055 2 11,73 Jurkat-FADDBko
FADD 0,5 2,93 HeLaFADDBko-
RIPK3
FLAG- pcDNA3 |0,9671 2 2,07 JurkatFADDBko
F?[E)),\?AB 0,5 0,52 HeLaFADDBko-
El?ZD RIPK3
D175R
L176N
FLAG- pcDNA3 |1,3801 2 1,45 JurkatFADDko
FAE?,\?AS 0,5 0,36 HelLaFADDBko-
C
|F\)/| 170A RIPK3
L172D
D175R
L176N
PRP pRP 2,911 2 0,68 JurkatRIPKiko
0,5 0,17 HelLaRIPKXko-
RIPK3
pRP RIPK1 |pRP 1,17 2 1,72 JurkatRIPKiko
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0,5 0,43 HelLaRIPKko-
RIPK3
pRP RIPK1|pRP 1,26 2 1,6 JurkatRIPKko
M637A 0,5 0,4 HelLaRIPK%ko-
641D RIPK3

2.28. Zellviabilitatsassay und Caspa8é7 Assay

Fur die Bestimmung der Zellviabilitat wurde der ATP Gehalt der Zellen durch ein Lumineszenzsignal
guantifiziert. Dabei wird angenommen, dass nur viable Zellen ATP produzieren. Die Zellen wurden mit
dem CellTitetGlo® Substrat versetzt, welches die Zellen lysiert. Das Substrat enthélt Luciferin welches
zu Oxyluciferin in der Anwesenheit von ¥ dgSauermff und ATP reagiert. Oxyluciferin fihrt zu dem
messbarerLumineszenzsignalvas proportional zu den der Vertiefungenthaltenen ATP Menge und
somit zur Anzahl der viablen Zellen ist.

Die Aktivitat der Caspas®¥7 wurde mit dem CaspasBlogB/7 Assay anittelt. Das Substrat des
CaspasésI0R8/7 Assay enthélt die Tetrapeptidsequenz DEVD. Das Substrat lysiert die Zellen. Aktive
Caspas&/7 spaltet das Substrat und erzeugt so ein Lumineszenzsignal. Dabei ist das
Lumineszenzsignal proportionalraktiven Cagase3/7.

Die Versuchsvorbereitung wurde fir beide Assays identisch itWé&6 Format durchgefihrt. Fir
adhéarente Zellen wurden am Vortag 1,2%®ellen proVertiefungin 96Well Platten ausgesat. Am
Versuchstag wurde das Medium gewechselt und die Zellérdem entsprechenden Liganden und
Small Moleculebehandelt(Tabelle 2 und ). Fir Suspensionszellen wurden am Versuchstag*2x10
Zellen ausgesat. Alle Bedingungen wurden talshnische Duplikate durchgefuhrt.Nach den
entsprechenden Stimulationszeiten uwden 50 pl des CellTit€BloR Substrats (Promega)
beziehungsweisedes Caspas6IldR8/7 Substrats (Promega) zu den Zellen gegeben und die
Lumineszenz nach Herstellerangaben im Tecan infinite M200 PRO genfésdmiie 17) Um
Hintergrundlumineszenz des Meuis auszuschlieen wurde eine Blankkontrolle mitgefiihrt, in der
keine Zellen ausgesat wurden. Der ermittelte Lumineszenzwert des Blanks wurde von den anderen
Lumineszenzwerten abgezogen. Als Kontrolle wurden unstimulierte Zellen genutzt. Die
Lumineszenzwée der unstimuliertenZellenwurden als 100 % viabel oder als 1 RU fiir den Caspase
GlagB/7 Assay angenommen. Alle anderen Lumineszenzwerte wurden auf die Kontrolle nobigert.
Experimente wurden als biologische Triplikate durchgefihrt.

Tabelle24: Stimulation fir Zellviabilitatsassays

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung
MV4-11 25 puM, 10 pM, 5 pM, 1 2 hVorstimulation 24a

UM DEDid, #3

500 ng/ml CD95L 6 h
HeLaCD95C8ko nach| 500 ng/ml CD95L 8h,24h 24b,c
Transfektion
HeLaCD95C8ko Klone| 750 ng/ml, 500 ng/ml| 8 h, 24 h Anhang 1b, c

250 ng/ml, 150 ng/ml
50 ng/ml CD95L

HT29 5 uM BV6, 50 pM zVAL 1 hVorstimulation 32a
fmk, 10 uM Neels
500 ng/ml CD95L 23 h
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HT29 5 uM BV6, 50 uM zVAL 1 hVorstimulation 32b
fmk, 10 uM Neéls, 0,k
10 uMGSK872
500 ng/ml CD95L 23 h
Jurkat A3, JurkaRIPK1| 100 ng/ml, 75 ng/ml, 50 24 h 33a
ko A3 ng/ml, 25 ng/ml, 10
ng/ml CD95L
Jurkat A3, JurkeRIPK1| 5 uM BV6, 50 uM zVAL 1 hVorstimuation 33b, c
ko A3 fmk, 10 uM Ne€ls
10 ng/ml, 50 ng/ml 23 h
CD95L
HeLaFADDBko-RIPK3 | 5 uM BV6, 50 uM zVAL 1 hVorstimulation 42a, b
nach Transfektion fmk, 10 uM Ne€ls
1000 ng/ml CD95L 7h,23h
JurkatFADDBko A3 hach 5 uM BV6, 50 uM zVAL 1 hVorstimulation 42c
Transfektion fmk, 10 uM Ne€ls
50 ng/ml CD95L 23 h
HeLaRIPK%*ko-RIPK3 | 5 uM BV6, 50 uM zVAL 1 hVorstimulation 44a, b
nach Transfektion fmk, 10 uM Ne€ls
1000 ng/ml CD95L 7h,23h
JurkatRIPK%ko A3| 5 uM BV6, 50 uM zVAL 1 hVorstimulation 44c

nach Transfektion

fmk, 10 uM Nee€ls
50 ng/ml CD95L

23 h

SuUIT020

5 uM, 10 puM, 20 uM
BV6, 50 uM zVADnK,
10 uM Neels

500 ng/ml CD95L

1 hVorstimulation

23 h

Anhang 10a, b

SuUIT020

5 uM, 10 pM, 20 uM
BV6, 50 uM zVADBNk, 1
UM, 3 uM, 10 uM
GSK872

500 ng/ml CD95L

1 hVorstimulation

23 h

Anhang 10c

A549

5 uM, 10 pM, 20 uM
BV6, 50 uM zVADBNk, 1
uM, 3 uM, 10 uM
GSK872

500 ng/ml CD95L

1 hVorstimulation

23 h

Anhang 10d

Jurkat 282, JurkaE8ko
A3

5 uM BV6, 50 uM zVAL
fmk, 10 pM Neels

100 ng/ml, 500 ng/m
CD95L

1 hVorstimulation

23 h

Anhang 11

HeLaCD95

5 UM BV6, 50 pM zVAL
fmk, 10 uyM GSK872
125 ng/ml

1 hVorstimulation

8 h,23h

Anhang 9

Jurkat A3, JurkaRIPK41
ko A3

5 UM BV6, 50 pM zVAL
fmk, 10 pM Neels

10 ng/ml, 50 ng/ml
CD95L

1 hVorstimulation

23 h

Anhang 12

JurkatFADDBko A3 nach
Transfektion

5 uM BV6, 50 uM zVAL
fmk, 10 uM Neels
500 ng/ml CD95L

1 hVorstimulation

23 h

Anhang 18
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SUIT020 1000¢ 50 ng/ml TRAIL | 24 h 47a
Panc89 1000 ¢ 50 ng/ml|24h 47b
TRAIL/CD95L
MiaPaca2 1000 ¢ 50 ng/ml|24h 47c
TRAIL/CD95L
SUIT020, Panc89 10 ¢ 50 ng/ml| 24 hVorstimulation 48-c
MiaPaca2 Gemcitabin 24 h
25 ¢ 100 ng/ml
TRAIL/CD95L
SUIT020 10¢ 75 uM FLIPInB 2 hVorstimulation 49a
500 ng/ml TRAIL/CD95 22 h
Panc89, MiaPaca2 10¢ 75 uM FLIPInB 2 hVorstimulation 49Db, c
25 ng/ml TRAIL odg 22 h
100ng/ml CD95L
SUIT020, Panc89| 0,001¢ 20 pM S63845 | 24 h 50
MiaPaca2
SUIT020 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation 52a, b
20 puM, 30 uM FLIRPInB | 2 hVorstimulation
10 uM S63845 2 hVorstimulation
100 ng/ml TRAIL/CD95 22 h
Panc89 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation 52c
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
0,005 uM S63845 2 hVorstimulation
25 ng/ml TRAIL odg 22 h
100 ng/ml CD95L
MiaPaca2 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation 52d
50 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
2,5 uM S63845 2 hVorstimulation
25 ng/ml TRAIL odg 22 h
100 ng/ml CD95L
SUIT020 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation Anhang 22a
10 uM¢ 75 UM FLIPINB| 2 hVorstimulation
100 ng/ml CD95L, 10 22 h
ng/ml TRAIL
Panc89 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation Anhang 22b
10 uM¢ 75 uM FLIPB | 2 hVorstimulation
100 ng/ml CD95L, 2| 22 h
ng/ml TRAIL
MiaPaca2 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation Anhang 22c
50 uM FLIPIinB 2 hVorstimulation
100 ng/ml CD95L, 2| 22 h
ng/ml TRAIL
SUIT020 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation Anhang 23a
2,5uM ¢ 20 uM S63845 2 hVorstimulation
100 ng/ml CD95L, 10 22 h
ng/ml TRAIL
Panc89 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation Anhang 23b
0,5 pM¢ 10 puM S63845 2 hVorstimulation
100 ng/ml CD95L, 2| 22 h
ng/ml TRAIL
MiaPaca2 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation Anhang 23c
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0,001 pM ¢ 2,5 uM
S63845
100 ng/ml CD95L, 2

2 hVorstimulation
22 h

ng/ml TRAIL
SUIT020 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation Anhang 26
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
10 uM S63845 2 hVorstimulation
50 uM zVABmMk 1 hVorstimulation
10 uM Neels 1 hVorstimulation
100 ng/ml CD95L/TRAI 22 h
Panc89 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation Anhang 29
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
0,005 uM S63845 2 hVorstimulation
50 uM zVABmMk 1 hVorstimulation
10 uM Neels 1 hVorstimulation
100 ng/ml CD95L, 2| 22 h
ng/ml TRAIL
MiaPaca2 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation Anhang 31
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
2,5 uM S63845 2 hVorstimulation
50 uM zVABmMk 1 hVorstimulation
10 uM Neels 1 hVorstimulation
100 ng/ml CD95L, 2| 22 h
ng/ml TRAIL
SUIT020 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation Anhang 27
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
10 uM S63845 2 hVorstimulation
50 uM zVABmMk 1 hVorstimulation
1-10 uM GSK872 1 hVorstimulation
100 ng/ml CD95L/TRA| 22 h
Panc89 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation Anhang 30
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
0,005 pM S63845 2 hVorstimulation
50 uM zVABmMk 1 hVorstimulation
1-10 uM GSK872 1 hVorstimulation
100 ng/ml CD95L, 2| 22 h
ng/ml TRAIL
HT29 HNn xa CJ[ Lt }2hVorstimulation 69
0,5-5 uM BV6 1 hVorstimulation
250 ng/ml, 500 ng/ml 22 h
CD95L
HT29 Hn xa CJ[ Lt }2hVorstimulation 72
0,5 uM BV6 1 hVorstimulation
50 uM zVAHBmMK, 10| 1 hVorstimulation
MM Necls
250 ng/ml CD95L 6h
Fibroblasten 1451 20 pM FLIPInB 2 hVorstimulation Anhang 34

0,5 uM, 5 yM BV6
250 ng/ml, 100 ng/m

CD95L, 100 ng/ml TRA

1 hVorstimulation

6h,22h
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Tabelle25: Stimulation fur Caspas8/7 Aktivititsassay

50 uM FLIPinB
2,5 uM S63845

2 hVorstimulation
2 hVorstimulation
22 h

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung
HelLaCD95 25 uM, 10 uM, 5 uM, 1 2 hVorstimulation 19a
UM DEDM, #3
125 ng/ml CD95L 2h
MV4-11 25 uM, 10 uM, 5 uM, 1 2 hVorstimulation 19b
UM DEDM, #3
500 ng/ml CD95L 2h
HelLaCD95C8ko 25 uM, 10 uM, 5 uM, 1 2 hVorstimulation 19c
UM DEDM, #3
125 ng/ml CD95L 2h
HeLaCD95C8konach | 500 ng/ml CD95L 3h 19d
Transfektion
HeLaCD95C8konach | 5 uM, DERI, #3 2 hVorstimulation 20
Transfektion 500 ng/ml CD95L 3h
JurkatFADDBko A3 nach| 5 uM, DE, #3 2 hVorstimulation 2la
Transfektion 100 ng/ml CD95L 2h
HeLaCD95nach 5 uM, DE@I, #3 2 hVorstimulation 21b
Transfektion 125ng/ml CD95L 2h
MV4-11 10 uM, 5 uM DEID 2 hVorstimulation 22a
10 uM, 5 pM, 1 uM 2 h
S63845
HeLaCD95 10 uM, 5 uM DEID 2 hVorstimulation 22b
50 uM S63845 3h
HeLaCD95 5 uM, BDEDd, B#3, B | 2 hVorstimulation Anhang 4a
#4 2h
125 ng/ml CD95L
MV4-11 5 uM, BDEDd, B#3, B | 2 hVorstimulation Anhang 4b
#4 2h
500 ng/ml CD95L
HelLaCD95FL 25 puM, 10 pM, 5 pM, 1 2 hVorstimulation Anhang 4c
uM DEDM
500 ng/ml CD95L 2h
HelLaCD95c-FLIPko 25 puM, 10 pM, 5 pM, 1 2 hVorstimulation Anhang 4d
UM DEDM, #3, #4
125 ng/ml CD95L 2h
JurkatFADDBko A3nach| 100 ng/ml CD95L 24 h Anhang 18a
Transfektion
SUIT020 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation 56a
20 UMFLIPInB 2 hVorstimulation
10 uM S63845 2 hVorstimulation
100 ng/ml TRAIL/CD95 22 h
Panc89 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation 56b
20 puM FLIPIinB 2 hVorstimulation
0,005 pM S63845 2 hVorstimulation
25 ng/ml TRAIL odg 22 h
100 ng/ml CD95L
MiaPaca2 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation 56¢
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25 ng/ml TRAIL odg
100 ng/ml CD95L
HT29 20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation 71
0,5 uM BV6 1 h Vorstimulation
50 uM zVABmMk 1 h Vorstimulation
250 ng/ml CD95L 6 h

2.29. LDHAssay

Mit dem LDHAssay wird die Ausschittung von LDH (Lactatdehydrogenase) gemessen. LDH wird in
sterbenden Zellen ausgeschittet, da die Membran dieser sterbenden Zellen poro&Rhtdvird als
Marker fur Zytotoxizitat genutzt. Beim LDH Assay winth delltiberstancein LDH Detektions Reagenz
zugefihrt, welches Lactat, NAIReduktase, ReduktaSubstratund Luziferase enthalt. Kommt dieses
Reagenz in Kontakt mit LDH fiihrt dies neeReaktion in der die Luziferase freigesetzt wird und ein
Lumineszenzsignalzeugt

1,2 x 18 adharente Zellen wurden am Vortag in eine\8ll Platte proVertiefungin 100 pl Medium

als technischeDuplikate ausgesat. Am Folgetag wurde das Medaumgetauscht und die Zellen
wurden in frischem Medium stimulie({Tabelle B). Nach 24 bis 48 h wurden 2 pl Uberstand aus der
96-Well Platte in 100 pLDHStoragePuffer mit 1 % BSA gegebéhabelle 16)Als Blank wurden 2 pl
Medium genutzt. 50 pl des Ubstand/LDHStoragePuffer Gemischs wurden in eine frische-@&l|

Platte gegeben. LDH Enzix und Reduktase wurden nach Herstellerangaben {(GRiH'
Cytotoxicity Assay, Promega) vermischt (50 pul LDH Enzym Mix und 0,25 ul Reduktase pro Probe). 50 pl
EnzymMix/Reduktase Gemisch wurden zum Uberstdr@HSorage Puffer Gemisch in die 9@vell

Platte gegeben. Danach wurde die Platte fir 30 min im Dunkeln inkubiert. Die Messung des
Lumineszenzsignals wurde alle 10 min bis zurh fiecan infinite M200 PRO gemeasg@abelle 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 wurdger Mittelwert und die Standardabweichung ermittelt. Die Werte zwischen

den verschiedenen Messzeitpunkten wurden untereinander verglicden.Auswertungvurde der
Messzeitpunkt gewahlt ab dem die Werte stabil waren und sich nicht mehr zu ihren folgenden
Messzeitpunkten untexchieden.Die Experimente wurden als biologische Triplikate durchgefiihrt.

Tabelle26: Stimulation fur LDHAssay

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung
Panc89 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation 53

20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation

10 uM S63845 2 hVorstimulation

25 ng/ml TRAIL odg 22 h

100ng/ml CD95L

2.2.10. Stimulation und Zellernte

Fur ImmunprazipitationefiPs)wurden entweder 5x19HelLaCD95, MiaPaca2 oder 8¥18U17020,
Panc89 HT29Zellen in 14,5 cm Platteam VortagausgesatAm Versuchstag wurde das Medium
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gewechselt und die Zellen stimuliefiir IPsvon Suspensionszellen wurdam Versuchstagx10
Zellen in 10 cm Platten ausgesiatir Western BloVersuchevurden x1® adharente Zellen in-8Vell
am Vortay oder 2x16 Suspensionszellen in 4%ell am Versuchstagqusgesat. Fur Western Blot
Versuche nach Transfektion wurden 1%Rellen in 6Well ausgesat. FuliPsnach Transfektionen
wurden 1x16 Zellen Gber zwei Tage in 10 cm Platten ausgdsétkteStimulatonen sind der Tabelle
27 und 30 zu enthnehmenDie Zellernte erfolgte auf Eis. Nach Stimulationszeit wadelenZellen
10ml (14,5 cm Platten)s ml (10 cm Plattergder 1 ml (6Well Platte)eiskaltesPBSinzugegebenmind
adharente Zellen wurdemit einem Zellschaber von der Platte abgesch8l¢ Zellsuspension wurde
in entsprechende ReaktionsgefalRe Uberfultspensionszellen wurden direkt in digtsprechenden
ReaktionsgefalRe UberfuhrtDie Platten wurden zweimal mit eiskaltem PBS gespiad das
PB%Zellsuspensionsgemisch wurde in digsprechenderReaktionsgeféalRe tberfihrAnschlieRend
wurden die Zellen bei 500 x g fiir 5 min bei 4°C zentrifugiet Uberstand wurde verworfen und das
Pellet mit 1 ml PBS in 1,5 ml Reaktionsgefal3e UberfOfasZellpellet wurde zweiweitere Malemit

1 ml PBS gewascheBie Experimente wurden als biologische Triplikate durchgefihrt.

Tabelle27: Stimulation fur Western Blot

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung
HelLaCD95 5 uMDEDM, #3,#4 2 hVorstimulation 23a Anhangb
125 ng/ml CD95L 2h
MV4-11 5 uMDEDM, #3 2 hVorstimulation 23b
500 ng/ml CD95L 1h,2h
HeLaCD95C8konach | 50 uM zVABmMKkK 1 hVorstimulation 30, Anhang8
Transfektion 500 ng/ml CD95L 20 min, 40 min, 60 min
HT29 5 uM BV6, 50 uM zVAL 1 hVorstimulation 3la
fmk 30min¢ 7 h
500 ng/ml CD95L
HT29 5 uM BV6, 50 uM zVAL 1 hVorstimulation 31b
fmk, 10 uM Neels
500 ng/ml CD95L 2h¢5h
Jurkat 282 5 uM BV6, 50 uM zVAL 1 hVorstimulation 31c
fmk 20min ¢ 300 min
500 ng/ml CD95L
SUIT020 5 uM BV6, 50 uM zVAL 1 hVorstimulation 31d
fmk, 10 uM Neels
500 ng/ml CD95L 1lh¢5h
HeLaFADDBKo-RIPK3 | 5 uM B/6, 50 uM zVAD 1 hVorstimulation 43
nach Transfektion fmk 2hc¢3h
500 ng/ml, 1000 ng/m
CD95L
HelLaRIPKX*ko-RIPK3 | 5puM B/6, 50 uM zVAD 1 hVorstimulation 45
nach Transfektion fmk 2h¢3h
500 ng/ml, 1000 ng/m
CD95L
SUIT020, Panc89| 0,001¢ 20 uM S63845| 6 h 51
MiaPaca2 1000 ng/ml CD95L
SUIT020 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation 57a,b
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
10 uM S63845 2 hVorstimulation
6 h
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500 ng/ml CD95L 100
ng/ml TRAIL

Panc89 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation 57c
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
0,005 uM S63845 2 hVorstimulation
100 ng/ml CD95L 6h

MiaPaca2 10 ng/miGemcitabin | 24 hVorstimulation 57d, e
50 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
2,5 UM S63845 2 hVorstimulation
25 ng/ml TRAIL odg 6h
100 ng/ml CD95L

SUIT020 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation 6la
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
10 uM S63845 2 hVorstimulation
50 uM zVABmMK 1 h Vorstimulation
500 ng/mICD95L 6 h

Panc89 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation 61b, c
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
0,005 uM S63845 2 hVorstimulation
50 uM zVABmMk 1 hVorstimulation
100 ng/ml CD95L 6h

SUIT020 10 ng/miGemcitabin | 24 hVorstimulation Anhang 21
500 ng/ml CD95L, 10 1 h,6 h, 22 h
ng/ml TRAIL

SUIT020 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation Anhang 24
20 M FLIPInB 2h
10 uM S63845 2h

HT29 20 pM FLIPInB 2 hVorstimulation 70a
5 uM BV6 1 h Vorstimulation
250 ng/ml CD95L 1-6h

SUIT020 30 uM FLIPInB 2 hVorstimulation 70b
5 uM BV6 1 h Vorstimulation
500 ng/ml CD95L 1-6h

HT29 20 pM FLIPInB 2 hVorstimulation 74a
5 uM BV6 1 h Vorstimulation
50 uM zVABmMkK 1 h Vorstimulation
250 ng/ml CD95L 1-6h

SUIT020 30 uM FLIPInB 2 hVorstimulation 74b
5 uM BV6 1 h Vorstimulation
50 uM zVABmMk 1 h Vorstimulation
500 ng/ml CD95L 1-6h

2.2.11. Zelllyse

Fur Western Blot Versuche uffdswurden die Zellen lysiert, um die intrazellularen Proteine der Zellen
freizusetzen unau analysieren. Hierfir wurde das mit PBS gewascBeHpelletmit 96 %lLysepuffer
und 4% PIC fur 30 min auf Eis lysiert. Bei Versucherphesphorylierte Proteine nachgewiesen
werden sollten wurde Lysepuffer mit Phosphatase Inhibitoremd 4% PIC verwenddiTabelle 16)

Die Menge des Lysepuffers ist abhangig von der PelletgieikelPs wurden die Zellen in 1 ml
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Lysepuffer lysiertNach der Lyse wurden die Lysate fiir 15 min bei 4°C und maximaler Dréfieahl
17 000 x gyentrifugiert Der Uberstand wurde als Lysat in ein neLigsmlIReaktionsgefaR tberfiihrt.

2.2.12. Proteinbestimmung

Damit im Western Blot die gleichen Proteinmengen aufgetragen werden konnen, wurde eine
Proteinbestimmung nach Bradford durchgefilj&56]. Hierfir wurde mit dem Standardprotein
Rinderalbumin (Bovine Serum Albumin (BSA)) eine Standardkustadlt um einen Bezug zwischen
Absorption und Proteinkonzentration herstellen zu konnen (Abbildudy. 1nnerhalb dieser
Standardkurvewurde die Proteinkonzentration ermittelt. Fir die Proteinbestimmung wurbiel
Bradford Reagenz mit 2 pl Lysat in eifievette gegeben. Nach 5 min Wartezeit wurde die Absorption
mit dem Photometer GeneQuant 1300 bei 595 nm gemessen. Fir die weiteren Analysen wupgden 25
Protein inl5 ul Ansatz genutzt. Der Ansdiestandaus dem Lysat, 4 x Lammli Puffer und Lysepuffer.
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Abbildung14: 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. Bestimmtheitsmal} und Formel der linearen Rsigiéssion
im Diagramm anggeben

2.2.13. NatriumdodecylsulfatPolyacrylamidgelelektrophorese (SEFAGE)

In der SD®AGE werden Proteine aus den Lysaten nach ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen
Feld aufgetrenn{357]. Hierfirwurden die Lysate mit 4 x Lammli Puffer, der SDS enthalt, versetzt.
Durch Aufkochenfiir 5min bei 95°Gvurden die Proteine denaturiert und durchirglung von SDS
negativ geladen. Dadurch wird die Eigenladung der Proteine Uberdeckt. Durch die negative Ladung
werdendie Proteine nach ihrer GroRRe im elektrischen Feld aufgetrennt.

Das 12%ige Trenngel und das Sammelgel wundeh Tabelle 2und 2 gegosen. Zuerswurde das
Trenngel gegossen undim eine ebene Oberflache zu haben, wurde Isopropanol auf das Gel gegeben.
Nach der Polymerisation des Trenngad&h ca. 30 miwurde das Isopropanol verworfen und auf das
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Trenngel wurdedas Sammelgel gegossen. das Sammelgel wurden die Kamme fir die Taschen
gesteckt.

Nach Polymerisation des Sammelgels (ca. 30 min) wurde@edizin die dafir vorgesehene Kammer
gestellt. Die Kammer wurde mit Elektrophoresepuffer beflllt und die Kimme wurden gezogen.

Die Anséatzenit den Proteinen wurden nebe8 pl des Markers Precision All Blue Standar@&abelle

10) in die Taschen des Gels aufgetraderere Taschen wurden mit 4 pl 4 x Lammli bef@ltdas Gel
wurden 80 V angelegt. Sobald die Lauffront das Endes dese@elshte, wurde die SD®AGE
abgestoppt.

Tabelle28: 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 % viv
10% SDS 100 pl 3,5 mM (1% v/v)
10% APS 100 pl 8,68 mM (1% v/v)
TEMED 7,5 u 1,25 mM

Tabelle29: 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 % viv
10% SDS 50 ul 3,5 mM (1% v/v)
10% APS 25 pl 4,34 mM (1% viv)
TEMED 7,5 ul 25mM

2.2.14. Western Blot Analyse

Bei der Western Blot Analyse werden Proteine aus dem Gel auf eine Membran geblottet. Dadurch ist
esmoglich gezielt Proteinexpressionand posttranslationale ModifikationePTMs)u untersuchen.
Dazuwerden Proteine im Gel durch ein elektrisches Feld auf eine Menilivariragen

Fur den Western Blot wurde das Semi Dry Verfahren genutzt, bei dem &jlierp und die Membran

in Transblot Turbo Puffer vorinkubiert werden. Ein Filterpapierstapetie in die Turbo Blot Kassette
gelegt. Daraufvurde die Membran und das Gel aus der SEXSSE gelegt. AnschlieRewdrde ein
weiterer Filterpapierstapel hinzugejti Die Kassettavurde verschlossen und das Geurde bei
25Voltund 2,5 Mfir 12 min auf die Membran geblottet. Im Anschluss wurde die Membran fir 1 h in
PBST mit 5% Milch geblockiSollten phosphorylierte Proteinenachgewiesen werdenwurde die
Membranfir 1 h in TBS mit 5% Milch geblockt.

Fur die Inkubation miPrimarantikérpernwurdedie Membran dreimal fir 5 min mit PEB®der TBS,
wenn Phosphoylierungen mit Atikdrper nachgewiesemnwverden solltengewaschen. Der Antikdrper
wurde nach Herstellerangaben in PB8der TBST verdinnt(Tabelle 11)Zusatzlich wurde in einem
Verhdltnis von 1:1000 %Natriumazid (Nap) (Tabelle 16zum Priméaratikérper hinzugefligt. Die
Membran wurde Uber Nacht bei 4°Ctrdem Primarantikdrper schittelndoei 38 rpminkubiert. Am
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Folgetag wurde die Membran ernedteimal fir 5 min mit PBEoder TBS gewaschen. Anschliel3end
wurde die Membran fir 1 h mi20 mIPBST oder TBSI mit 5 % Milch und Sekundarantikdrper im
Verhdélnis 1:1000Gschittelndinkubiert. Nach der Inkubation mit dem Sekundarantikérper wurde die
Membran gewaschen. Zur Membran wurdenmobilon Forte Western HRBubstrat gegeben
(Tabellel0). Im Imager wurde die Chemilumineszenzaufgenommen. Die Auswertung und
Quantifizierung wurde mit ImageLab dugefuhrt (Tabelle 17)

2.2.15. Immunprazipitation (IP)

Bei der Immunprazipitation (IRyerden durch Sepharosé-Beads und Antikérpegegen daszu
immunpraziptierende Proteinkomplexeisoliert. Diese Komplexe werdedann in der Western Blot
Analyse analysiert. Hierbei werden Proté&irotein Interaktionen untersucht.

Stimulationen fur IPs sind der Tabedl@zu entnehmenNach der Lyse der Zellam1 ml Lysepuffer +

4 % Pl@vurden 100 pl Lysat fir die Lysatkontrolegenommen. Das restliche Lysat wurde mit 10 pl
Sepharoséd-Beads und 2 gL Antikérper Uber Nacht bei 4°Gber Kopf rotiert Um unspezifische
Bindungen auszuschlieamurde eine Beadkontrolle (BK) mitgefuhrt in die nur Sephafs&eads
gegeberwurde. Am blgetag wurden die SepharogeBeads viermal mit PBS gewaschen und jeweils
fur 4 min bei 4°C und 500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Sepharose
Beadgdurch das Nutzen einer Hamiltonpipetti®ckengelegt. AnschlieBend wurden digpBaroseA-
Beads in 20 pl 4xLammli Puffer aufgenommen und bei 95°C fir 10 min und bei 350 rpm aufgekocht.
Die IP wurde wie zuvor in Kapitel 22.und 2.214. beschrieben auf die SBPRAGE geladen und mittels
Western Blot analysierDie Experimente wurdeals biologische Triplikate durchgeftihrt.

Tabelle30: Stimulation fur IPs

Zelllinie Stimulation Zeit IP Abbildung
HeLaCD95 und 125 ng/ml, 500 20 min DISGnit anti-APO1 27
HelLaCD95C8ko | ng/ml CD95L
HeLaCD95C8ko | 500 ng/ml CD95L 20 min, 2 h DISGnit anti-APO1 28
nach
Transfektion
HelLaCD95 5 uMDEDd, #3 | 2 h | DISQGnit anti-APO1fir | 29
125 ng/ml CD95L Vorstimulation Massenspektrometrie
2h
HT29 5 uM BV6, 50 uM 1 h| pRIPKInit anti-pRIPK1 35a
zVADIfmk, 10 pM | Vorstimulation (31122S, Cell Signalin
Necls
500 ng/ml CD95L
1hg6h
HT29 5 uM BV6, 50 MV 1 h | pRIPKInit anti-pRIPK1 35b
zVADBfmk Vorstimulation (31122S, Cell Signalin
500 ng/ml CD95L
5h
Jurkat, JurkaC8 | 5 pM BV6, 50 pM 1 h| pRIPKMit anti-pRIPKY 36a Anhang
ko zVADBfmk Vorstimulation (31122S, Cell Signalin 13
500 ng/ml CD95L
5h
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Jurkat, Jurkat| 5 uM BV6, 50 uM 1 pRIPKit anti-pRIPK1 36b
RIPKko zVADfmk Vorstimulation (31122S, Cell Signalin
500 ng/ml CD95L
5h
HT29 5 uM BV6, 50 uM 1 FADD mit anti-FADD| 37a
zVADfmk, 10 uM | Vorstimulation 1C4
Necls
500 ng/ml CD95L
2hc5h
HT29 5 uM BV6, 50 uM 1 c-FLIP mit anti-c-FLIP| 37b
zVADfmk, 10 uM | Vorstimulation NF6
Necls
500 ng/ml CD95L
2hc¢5h
HT29 5 uM BV6, 5M | 1 c-FLIP mit anti-c-FLIP| 38, 39, 41,
zVADBfmk Vorstimulation NF§ FADDmit anti- | 40
500 ng/ml CD95L FADD 1C4pRIPKmit
5hg¢6h anti-pRIPK1 (31122
Cell Signaling) MLKL
mit ant-MLKL 17-
1040Q Merck) far
Massenspektrometrie
HT29 5 uM BV6, 5M | 1 pRIPK3, RIPKSt anti- | Anhang 14y
zVADBfmk Vorstimulation pPRIPK3 oder anRIPK3
500 ng/ml CD95L von genentech
5h
SUIT020 5 uM BV6, 50 pM 1 pRIPK3nit anti-pRIPK3 Anhangl4b
zVADmk Vorstimulation (93654S$Cell Signaling
500 ng/ml CD95L
5h
Jurkat, Jurka€8 | 5 uM BV6, 50 uM 1 pRIPK®nit anti-pRIPK3 Anhang 15
ko zVADfmk Vorstimulation von genentech
500 ng/ml CD95L
5h
HT29 5 uM BV6, 50 uM 1 MLKL mit anti-MLKL| Anhangl6a
zVADfmk Vorstimulation (17-1040Q Merck)
500 ng/ml CD95L
6 h
Jurkat, JurkaC8 | 5 pM BV6, 50 pM 1 MLKL mit anti-MLKL| Anhang 16b
ko zVADBfmk Vorstimulation (17-1040Q Merck)
500 ng/ml CD95L
6 h
SUIT020 10 ng/ml| 24 Caspas&8 mit anti- | 65a
Gemcitabin Vorstimulation Caspas& C15
20 uM FLIPInB | 2
10 uM S63845 | Vorstimulation
500 ng/mICD95L | 2
Vorstimulation
6 h
Panc89 10 ng/ml| 24 Caspas8 mit anti- | 65b
Gemcitabin Vorstimulation Caspas& C15
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20 uM FLIPInB
0,005 uM S63844
100 ng/ml CD95L,

2
Vorstimulation
2
Vorstimulation
6h

MiaPaca2 10 ng/ml| 24 Caspas8 mit anti- | 65¢C
Gemcitabin Vorstimulation Caspas& C15
50 uM FLIPIinB | 2
0,005 uM S63844 Vorstimulation
25 ng/mI TRAIL | 2
Vorstimulation
6h
SUIT020 10 ng/ml| 24 FADD mit anti-FADD| 66a
Gemcitabin Vorstimulation 1C4
20 uM FLIPInB | 2
10 uM S63845 | Vorstimulation
500 ng/mICD95L | 2
Vorstimulation
6 h
Panc89 10 ng/ml| 24 FADD mit anti-FADD| 66b
Gemcitabin Vorstimulation 1C4
20 uM FLIPInB | 2
0,005 uM S63845 Vorstimulation
100 ng/ml CD95L 2
Vorstimulation
6h
SUIT020 10 ng/ml| 24 Caspas8 mit anti- | 67a
Gemcitabin Vorstimulation Caspas& C15
20 uM FLIPInB | 2
10 uM S63845 | Vorstimulation
50 uM zVABmMK | 2
500 ng/mICD95L | Vorstimulation
1
Vorstimulation
6 h
Panc89 10 ng/ml| 24 Caspas8 mit anti- | 67b
Gemcitabin Vorstimulation Caspas& C15
20 uM FLIPInB | 2
0,005 uM S63845 Vorstimulation
50 uMzVADfmk | 2
100 ng/ml CD95L Vorstimulation
1
Vorstimulation
6h
SUIT020 10 ng/ml| 24 FADD mit anti-FADD| 68a
Gemcitabin Vorstimulation 1C4
20 uM FLIPInB | 2

10 pM S63845
50 uM zVABmMk

500 ng/mICD95L

Vorstimulation
2
Vorstimulation
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1
Vorstimulation
6 h
Panc89 10 ng/ml| 24 FADD mit anti-FADD| 68b
Gemcitabin Vorstimulation 1C4
20 uM FLIPInB | 2
0,005 uM S63845 Vorstimulation
50 uM zVABmMK | 2
100 ng/ml CD95L] Vorstimulation
1
Vorstimulation
6h
SUIT020 10 ng/ml| 24 DISGnit anti-APO1 Anhang 33a
Gemcitabin Vorstimulation
20 uM FLIPInB | 2
10 uM S63845 | Vorstimulation
500 ng/mICD95L | 2
Vorstimulation
6 h
SUIT020 10 ng/ml| 24 DISOnit anti-APO1fir | Anhang 33b
Gemcitabin Vorstimulation Gelfiltration
20 uM FLIPInB | 2
10 uM S63845 | Vorstimulation
500 ng/mICD95L | 2
Vorstimulation
6 h
HT29 20 uM FLIPInB | 2 Denaturiere RIPKnit | 75, 76
5 uM BV6 Vorstimulation anti-RIPK1 3493 Cell
50 uM zVABmMK | 1 Signaling) pRIPKImit
250 ng/ml CD95L Vorstimulation anti-pRIPK1 (311229
1 Cell Signaling
Vorstimulation Caspas8 mit anti-
16h Caspas& C15

2.2.16. Caspase3 Aktivitdtsassayam DISC

Die Caspas8 Aktivitat wurde mit dem Caspa$&ld&8 Assay nacHhierstellerangaben bestimmt. Die
aktive Caspas8 spaltet das Substrat, welches eindcZID Sequenz enthélt. Dadurch wird ein
Lumineszenzsignal gebildet, welches proportional zur CaspAgévitatist.

Zur Ermittlung der Caspa$eAktivitat am DISC wurdker DISC mit deranti-APO1 Antikdrper, wie in
Kapitel 2.215, nach Stimulatiorals Triplikaimmunpréazipitiert(Tabelle31) [358]. Eine IP wurde als-P
Kontrolle genutzt. Der CaspaBeAktivitatsassay wurde atechnischesDuplikat angesetzt. Hierfr
wurden die SepharosA-Beads aus der IP i85 pyl DTT Puffe(Tabelle 16)aufgenommen. Die
Sepharoséd-Beadsmit IPwurden in eine 96 Well Platte tUberfiihrt. 100 pl Casp@seR8 Substrat
wurde zugegeben. Anschlielend wurde die Lumineszenz im Tecan infinite M20QeRfRSsen
(Tabelle 17)Hierfur wude die Lumineszenz finfmal nach 5 min, anschlie3end 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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A 5x5min

A 4x10min

A 10 x 30 min
Um Hintergrundraschen des Mediums auszuschlieBewurde eine Blankkontrolle ohne
immunprazipitierten DISCmitgefiihrt und dieser Lumineszenzwert von den anderen Werten
abgezogenEine unstimulierte Kontrolle wurde als 1 RU gesetzt und alle anderen Werte darauf
normiert. Die Experimente wurden als biologische Triplikate durchgefuhrt.

Tabelle31: Stimulation flr Caspas8 Aktivitatsassay nach DIS@

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung
HeLaCD95C8ko nach 500 ng/ml CD95L 2h 18, Anhang 3
Transfektion

2.2.17. DenaturierungslP

Die Denaturierung$P bietet die Moglickeit PTMs an denimmunprézipitierten Proteinen zu
detektieren.Daflr werden Lysate mit SDS bei 95 °C aufgekocht, wodurch die Proteine denaturieren
und Komplexe zerfallen. PTMs verbleiben an den Proteinen.

Fur die DenaturierungdPwurden &1 HT29 Zellen in 10 ml Medium in 14,5 cm Platten ausgBst.
Stimulation erfolgte am nachsten Tag (Tab@ 32). Nach Stimulation wureh die Zellen wie in
2.2.10 beschrieberdurch Abschabergeerntet Die Zellsuspension wurde wie in 2 2heschriebenn

100 plLysepuffer mit 46 PIQysiert. Zu 100 pl Lysatunden 10 % SDS zugegeben und das Lysat wurde
fir 5 min bei 95 °C und 350 rpm inkubieftnschlieRend wurden 900 pl Lysepuffer (ohne PIC) zum
Lysat gegeberbavon wurderL00 pul als Lys&bntrolleabgenommen900 ul wurden fur die IP genutzt.

Es wurden 2 pgnti-RIPK und 10 pl Spharose-A-Beals fiir die IP dazugegeben und tber Nacht bei
4 °C Uber Kopf geschiittelt. Am Folgetag wurden die Bagidsn 2.215 beschriebengewaschen und

fur die SDS PAGE vorbereitete Experimente wurden als biologischdplikate durchgefihrt.

Tabelle32: Stimulation fur DenaturierungdP

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung
HT29 20 uM FLIPInB 2h 75

5 uM BV6 1lh

50 uM zVABmMk 1lh

250 ng/ml CD95L 3h

2.2.18. Gelfiltration

Fur dieGelfiltration wurden am Vortag jeweils 8 x®18UIT020 Zellen in drei 14,5 cm Platten pro
Bedingung in 20 mMedium ausgesat. Am Versuchstag wurde das Medium gewechselt und die
Stimulation erfolgte in 10 ml frischem Mediufhabelle30, 33). Nach dem Endder Stimulationszeit
wurden dieZellen wie zuvorin 2.210 beschriebenabgeschabt und digellen der gleichen Bedingung
fur die Lyse fusioniert. Die Lyse erfolgige zuvorin 2.2.11beschriebenin 600 pl Lysepuffer mit %o

PIC. Die Lysate wurden nadér Lyse weitere zweimal bei maximaler Drehzahl fir Szairirifugiert

um Restbestande zentfernen.
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500 pl der Lysate wurden mit einer 1 ml Spritze ohne Luftblasen in einen 250 pl Loop der Akta injiziert.
Mit einer Flussrate von 1 ml/min wurde der Lgafstartet. Die Lysate wurden Gber &8éule Superose
6 10/300 GLlaufen gelassenTabelle 2) Nach der Gelfiltration wurderdie Lysatein 1,5 ml
Reaktionsgefalie aufgefangen, die zuvor mit 20 ul PIC versehen wurden.
Nach Beendigung des Laufs wurde das dsféllite 1,5 ml Reaktionsgefal? verworfen. Didalte der
weiteren 1,5 ml Reaktionsgefalie wurden wie falgl5 ml Reaktionsgefaffasioniert.
A 26
7-10
11-15
16-20

A 2125
AnschlieBend wurde zu den Lysaten aus Geiffiltration 10 plSepharoséA-Beads hinzugegeben,
sowie 2 pg antAPQO1 Antikorper. Die IPs wurden wie zuvor uber Nacht bei 4 °C geschuttelt und
danachwiein 2.2.15beschriebenbehandelt

> > > >

Tabelle33: Stimulation fir Gelfiltation

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung
SUIT020 10 ng/ml Gemcitabin 24 h Anhang 33b
20 uM FLIPInB 2h
10 uM S63845 2h
500 ng/ml CD95L 6 h

2.2.19. Massenspektrometrie

Die Quantitative Massenspektrometrie mit AQUabsolute quantification Peptiden bietet eine
Mdglichkeit die Mengen von spezifischen Proteinen in Komplexen zu bestinbiese Methode
basiert auf Peptiden, die die stabilen Isotyp&i€C und N beinhalten. Dartiber kénnen durch
massenspektrometrische Analysen die absoluten Mender Zielproteine in Komplexdsestimmt
werden da de AQUA Peptide firr eine Kaliming genutzt werdeifil48], [359] Die folgenden AQUA
Peptide wurden genutzt:

AQUA Peptid Procaspa8gNLYDIGE.DSEDLASL[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-ELIP (LSVGDLAELLY[R 13C6,15N4]; DVAIDVVPPNV[R 13C6,15N4])
AQUAPeptid RIPK1 (NLLYELSEGIDSENL[K 13C6,15N2], YQAIFDNTTSLTD[K13C6,15N2])

Die Komplexe fir die massenspektrometrische Analyseden Uber IPs, wie in Kapitel 2.51
dargestelltimmunprazipitiert. Nach denTrocknender Sepharosé-Beadswurdendie Sepharos-A-

Beads entwder bei -20 °C gelagert oder direkt fur die Weiterverarbeitung genutzt. Die
Massenspektrometrie wurde von Prof. Dr. Thilo Kalimstitut fir experimentelle innere Medizjn
OvGU durchgefihrt. Die Sepharos&Beads wurden in 50 mM NHCQ resuspendiert und in 1 mM

DTT bei 56 °C fir 45 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Seph&®sads in 5 mM -Slethyl
Methanethiosulphonat (MMTS) fur 30 min inkubiert. Im Anschluss erfolgte der tryptische Verdau mit
der Zugabe von 0,5 pug Trypsin furt2déei 37 °C100fmol der AQUA Peptide wurdeanschlie3end
zugegeben. Nach dem tryptischen Verdau wurde der Uberstand abgenommen und in einer Vakuum
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Zentrifuge getrocknet. Die Peptide wurden in 5 pl 0,1 % Trifluorsaure é0Fggnommenund Uber
ZIRTIP,C18 Nanosauleaufgereinigt Die Peptide wurden mit 7 pl 70 % Acetonitril (A@WN)iert und
erneut in der Vakuumzentrifuggetrocknet. AnschlieRend wurden die Probarld ul 2 % ACN und
0,1 % TFA gelodtine anschlielende Separation erfolgte tUber eingubl.D., 25 cm PepMap G18
Saule Dies fuhrt zu einem Gradienten von 2 % bis 45 % ACN in Amdlsensaurdiber 120 min bei
300 nl/min in einer Ultimate 3000 NardPLCDie Massenspektrometrie erfolgte tUber eine hybrid
dualpressure linear ion trap/orbitp Massenspektrometer (LTQ Orbitrap Velos Pro) im folgenden
Modus: FTMSResolution60 000; m/z Bereich 406 2000). Die Quantifizierung erfolgte tbedie
Skyline analysis Plattform.

Die qualitative Massenspektrometrie erfolgte ebenfalls nach den entdmaden IPs. Die
Aufreinigung und der tryptische Verdau erfolgte wie oben beschrieliga. tiyptisch verdauten
Peptide wurden von den Sephare8eBeads durctzweimaligeaNaschen mi60 ul 25 mM NHHCQ
eluiert und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Weitere Aufreinigungsschritte sowie die Messung
mit dem Massenspektrometer erfolgten wie oben beschrieben mit einem Gradienten von 2 %9bis 35
ACN in 0,1 YAmeisensauréiber 150 min bei 300 nl/min.

2.2.20. Bildgebende durchflusszytometrische Messung am AMNIS®FlowSight

Das bildgebende Durchflusszytometer bietet die Moglichkeit von Einzelzellanalysen. Die Zellen werden
mit Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt, die im bildgebenden Durchflusszytometer mitteds &lageregt
werden. Das bildgelrale Durchflusszytometer bietet den Vorteil, dass die Zeh#ht nur anhand

ihrer Fluoreszenz sondeauch durch mikroskopische Bilder visuell Gberprift werden kor{Bé0).

Die Experimente wurden als biologische Triplikate durchgefihrt.

2.220.1. Rezeptorfarbung

Fur die Farbung mit Fluoreszenzfsidiffen fur die Detektion von Rezeptoren wurden jeweils $x10
Zellen direkt aus der Zellkultur entnommeder nach Tabelledstimuliert. Anschlie3end wurden die
Zellen fir 5 min bei 4C und 500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verwoemachwurde das
Zellpellet in 50Qul PBS aufgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefafd tberfihrt. Die Zellsuspension
wurde erneut zentrifugiert und ein weiteres Mal wurde das Pellet mit GDEBS gewaschen. Der
Uberstand wurde jeweilgerworfen.

Die Farbeltsugen fur die Rezeptorfarbungen fiir CD95, THXIlund TRAIR2 sind der Tabell@s zu
entnehmen. Die Zellen wurden fir 20 min bei RT im Dunkeln gefarbt. Anschliel3end wurden die Zellen
erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurdsQipl PBS aufgenommen

und im bildgebenden Durchflusszytometer mit der FlowSight Softwasdysiert Die verwendeten
Kandle und Laser sind der TabelB® zu entnehmen. Es wurden jeweils Q80 Zellen
durchflusszytometrisch analysiert.

Als Negativkontrollefir die Rezeptorfarbung wurden ungefarbte Zellen genutzt. Diese wurden
genauso behandelt wie die zu farbenden Proben, wurden aber nur mit 100 pblir@SFarbstoff
versehen.

2.220.2. Streptavidin Alexa Fluor 488 Messung
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Fur die Analyse der Lokali®nder DEDid, ctr3 und ctr4 Peptide wurden Peptide mit einem Bibaim
(B-DEDid, B:tr3, Bctr4) genutzt. 0,25 x PMHelLaCD95 Zellen wurden am Vortag iW&ll Platten in

2 ml Medium ausgeséat. Am Versuchstag wurde das Medium zu 1 ml Megiwechselt Die £llen

wurden mit 5 uM BDEDiId, B:tr3 oder Bctr4 stimuliert(Tabelle &). Die Zellen wurden anschliel3end
geerntet. D&ir wurde der Uberstaneiner Vertiefungin ein 15 miReaktionsgefagegeben und die

Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. Das PBS wurde ebenfalls in die entsprechendeedi&inonisgefalle
Uberfihrt. In dieVertiefungenwurde 0,5 ml Trypsin gegeben und die Zellen wurden fur 5 min b¥ 37
inkubiert. Im Folgenderwurde 1 ml PB&u den Zellen gegeben und die Zellsuspensiam die
entsprechenden 15 nRReaktionsgefal3agberfiihrt und die Platte wurde ein weiteres Mait 1 ml PBS
gespuilt. Die Zellsuspension wurde fur 5 min bei 4 °C und 500 x g zentrifugiert. Ab diesem Punkt wurde
auf Eis weitergearbeitet Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 1 ml eiskaltem PBS in ein
1.5 ml Reaktionsgefafd Uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde erneut bei 4 °C fir 5 min und 500 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Damit der Fardstfeptavidin Alexa Fluor 488 in die
Zellen gelangen kann, missen die Zellen fixiert werden. Dafir wurden die Zellen in 250 pl eiskaltem
PBS resuspendiert und anschlieBend wurden 250 ul 6 % Formaldehyd zugegeben und gemischt.
Danach wurden die Zellen fli®@ min bei RT inkubierdim Anschlussurden die Zellen bei 4 °C fun&n

und 500 x g zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 100 ul 90 %ige
eiskaltan Methanol (gelagert be20 °C) resuspendiert und fur 30 min auf Eis indibDie Suspension
wurde bei 4 °C fiir 5 min und 500 x g zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet
wurde in 500 ul Inkubationspuffer (0,5 g BSA in 100 ml PBS) resuspendiert und die Zellen wurden
erneut bei 4 °C fir 5 min und 500 x g zéatiert und der Uberstand wurde erneut verworfen. Dieser
Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederhalhd das Zellgellet wurde anschlieend in 50 pl
Inkubationspuffer resuspendiert und fur 10 min bei RT inkubiert. Danach wurde zu der Zellsuspension
0,125 g Streptavidin AlexaFluor 488 in 50 pl PBS zugedébbrlle35) und fir 1 h bei RT im Dunkeln
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen bei 4 °C fiir 5 min und 500 x g zentrifugiert und der Uberstand
wurde verworfen. Das Pellet wurde in 500 ul Inkubasipuffer gewaschen und die Zellen wurden
erneut bei 4 °C fir 5 min und 500 x g zentrifugiert und der Uberstammde verworfen. Das Pellet
wurde in 40 ul PBS resuspendiert und die Messung wurde im bildgebenden Durchflusszytometer mit
der FlowSight Softwargemessen. Daflir wurde der Kanal 2 mit eirft88 nmLaser genutzt (Tabelle

35). Es wurden jeweils 1800 Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

2.220.3. Detektion toter Zellerdurch AnnexifV-FIT@PI Farbung

Fur die Unterscheidung von lebendigend toten Zellen wurdenZellenmit AnnexirV-FITC und PI
(Propidiumiodid) gefarbt. Annexdd-FITC ist ein Marker fiir frigpoptotische Zellen, da éxSanfarbt,
welches sich beriablenZellen auf der Innenseite der Membran befindet. Im friilhen apoptotische
Stadium wirdPSauf die Aul3enseite der Zellmembran gestiilpt und kann so angefarbt werdest. Pl
ein Marker fur spaapoptotische Zellemndfarbt die DNA an. BeiablenZellen konnen die Farbstoffe
nicht in die Zelle gelangen. Bei smioptotischen Zken wird die Zellmembran pdés und somit
durchlassig fur Pivodurch esn die Zellggelangtund so die DNA im Nukleasfarbt

Fur die Farbung von toten Zellen wurden am Vortag 0,25adbBarente Zellen in 3 ml Medium in 6
Well Platten ausgesat. DaMledium wurde am Versuchstag durch 178l frisches Medium
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ausgetauschtNach der Stimulation (Tabelg®) wurde der Zelliberstandn mit 2 ml eiskaltem PBS
vorbereiteten 15 mIReaktionsgefafdeuberfuhrt. DieZellenwurden mit 1ml PBS gewaschen, welches
auch indie 15 mlReaktionsgefaRé@berfuhrt wurde. AnschlieRend wurden die Zellen durch 0,5 ml
Trypsin bei 37°C abgeldstach 5 min wurdd ml PB&u den Zellen gegebamd die Zellsuspension
wurde in die entsprechenden 15 iReaktionsgefal3@berfiihrt. Die Platte wurde ein weiteres Mal mit

1 ml PBS giltund die Suspension in die 15 ReaktionsgefalR@berfihrt.

Suspensionszellen wurden am Versuchstag mit @xHlen in 1 miMedium in 12Well Platten
ausgesat. Die Suspensionszellen wuritemit 2 ml eiskaltem PBS vorbereitete 15Relaktionsgefalle
Uberfiihrt. Die Platten wurde zweimal mit 1 ml eiskaltem PRfespult und die Suspension wurde
ebenfalls in die entsprechenden 15 ml Reaktionsgefal3e tberfuhrt

Die folgenden Schritte wurden sowoflir adhérente als auch fiir Suspensionszellen durchgefinhrt.
Nach der Ernte der Zellen wurden die Zellen fiir 5 min bei 4°C und 500 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen. Anschliel3end wurde das Zellpellet in 500 ml PBS aufgenommen und inraln 1,5
Reaktionsgefal? Uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde erneut zentrifugiertdaadPellet wurdesin
weiteres Mal mit 500 mIBS gewaschen. Der Uberstand wurde jeweils verworfen.

Die Farbelosungen mit Annex¥AFITC und Pl odewr PI(fir SUIT020 Zellepsind der Tabell&5 zu
entnehmen. Die Zellen wurden fiir 15 min bei RT im Dunkeln gefarbt. Anschliel3end wurden die Zellen
erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 50 pl Annexin Binding Buffer
aufgenommen und anschlie3end inldgebenden Durchflusszytometer mit der FlowSight Software
gemessen. Die verwendeten Kanale und Laser sind der T&belle entnehmen. Es wurden jeweils
15000 Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

Zusatzlich wurdereinzeln gefarbte Zellen zukompesation mitgefuhrt, die genauso behandelt
wurden wie die stimulierten Proben. Diese Zellerden mit 500 ng/ml CD95L fir die gleichen
Zeitpunkte wie alle anderegellenstimuliert. DieZellen fiir dieKompensationen wurden nur einzeln

mit AnnexinV-FITC odr Pl in 70 upl Annexin Binding Buffer gefarbt. Im bildgebenden
Durchflusszytometer wurden digellen fiir disKompensationen mit Hilfe des CompensationWizard in
der FlowSight Software gemess@rabelle 17)

Als Positivkontrolle fir di®etektion toter Zekn wurden jeweils 1x10Zellen bei 56C fiir 10 min
erhitzt. Die so behandelten Zellemurden gefarbt wie die anderen Zellen

Tabelle34: Stimulation fur bildgebende Durchflusszytometrie

Zelllinie Stimulation Zeit Farbung Abbildung
HelLaCD95 5uM BDEDId, Bt3,| 1 h,2h,4h AlexaFluor 16
B-#4 Streptavidin
HeLaCD95 5 uM DED, #3 2 hVorstimulation | AnnexinV-FITC | 25
125 ng/ml CB5L 4 h und PI
HeLaCD95C8ko | 500 ng/mI CD95L | 4h AnnexinV-FITC | 26
nach Transfektion und PI
MV4-11 5 uM DEDM, #3 2 hVorstimulation | AnnexinV-FITC | Anhang 7
1000 ng/ml, 2000| 4 h und PI
ng/ml C®5L
HT29 5 uM BV6, 50 pM 1 hVorstimulation | AnnexinV-FITC | 34ac
zVADfmk, 10 pM und PI
Necls
500 ng/ml CD95L | 4 hg24 h
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Jurkat 282 5 uM BV6, 50 yuM 1 hVorstimulation | AnnexinV-FITC | 34df
zZVADfmk, 10 uM und PI
Necls
500 ng/ml CD95L | 4h¢24 h
JurkatRIPKZko A3 | 5 uM BV6, 50 uM 1 hVorstimulation | AnnexinV-FITC | 34gi
zZVADfmk, 10 uM und PI
Necls
500 ng/ml CD95L | 4h¢24 h
SUIT020 10 ng/ml| 24 h| Pl 58
Gemcitabin Vorstimulation
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
10 uM S63845 2 hVorstimulation
100 ng/ml| 22 h
TRAIL/CD95L
Panc89 10 ng/ml| 24 h| AnnexinV-FITC | 59
Gemcitabin Vorstimulation und Pl
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
0,005 uM S63845 | 2 hVorstimulation
25ng/ml TRAloder | 22 h
100 ng/mICD95L
Fibroblasten 1451 | 10 ng/ml| 24 h| Pl 64a
Gemcitabin Vorstimulation
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
10 uM S63845 2 hVorstimulation
100 ng/ml TRAIL | 22 h
Fibroblasten 1451 | 10 ng/ml | 24 h| AnnexinV-FITC | 64b
Gemcitabin Vorstimulation und Pl
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
0,005 uM S63845 | 2 hVorstimulation
25ng/ml TRAIL 22 h
SUIT020 10 ng/ml| 24 h| CD95FITC, Anhang 25
Gemcitabin Vorstimulation TRAILR1APE
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation
10 uM S63845 2 hVorstimulation
500 ng/mICD95L | 22 h
SUIT020 10 ng/ml| 24 h| Pl Anhang 28
Gemcitabin Vorstimulation
20 pM FLIPInB 2 hVorstimulation
10 uM S63845 2 hVorstimulation
50 uM zVABmMk 1 h Vorstimulation
10 pM Neels 1 hVorstimulation
100 ng/ml| 22 h
CD95ITRAIL
HT29 20 pM FLIPinB 2 hVorstimulation | AnnexirV-FITC | 73
0,5 uM BV6 1 hVorstimulation | und PI
50 uM zVAHBmMK, 10| 1 h Vorstimulation
MM Necls
250 ng/ml CD95L | 22 h

Tabelle35: Farbeldsung

| Farbung

| Farbelésung

| Gemessene Kandle | Laser
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Rezeptorfarbung 5 ul CD9SITC 2 488 nm
5 pul TRAHR1/2-PE 4 561 nm
100 pl PBS

Alexa Fluoftreptavidin | 0,125 pl Alexd 2 488 nm
Streptavidin
50 ul PBS

AnnexirV-FITC und PI | 2 yl Annexirv-FITC 2 488 nm
1,4 ul P(1:1000) 4 561 nm
70 ul PBS

Pl 1,4 pl PI (1:1000) 4 488 nm
70 ul PBS 561 nm

2.220.4. Analyse der Daten vom bildgebenden Durchflusszytometer

Die Analyse der Daten erfolgte Uber die IDEAS 6.0 Soft#atwelle 17)Es wurden nur fokussierte
Einzelzellen in die Auswertung einbezogen. Biazelzellenwurden fir die AnmexinV-FITC/PI
gefarbten Zellennach viablen (negativen), fribhpoptotischen (Annexiv-FITC positiv) und spat
apoptotischen (AnnexiV-FITositivund Pipositiv, doppelt posiiv) Zellenunterteilt. Fir SUIT020
Zellen, die nur mit Pl gefarbt wurden, wurde unterteilt in Pl negative (viable) und PI positive (spat
apoptotische, nekroptotische) Zellen.

Fur die Rezeptorfarbung wurden Histogramme erstellt, wobei die Verschiebuagheni gefarbten

und ungefarbten Zellen untersucht wurde.

Fur die Auswertung der Streptavidin AlexaFluor 488 Farbung wurde visuell zwischen AlexaFluor 488
positiven und negativen Populationen unterschieden und disterteilungen dementsprechend
angelegt.Dartiber wurde die AlexaFluor 488 Farbung quantifizibas AlexaFluor 488 Signal wurde
Uber dasmikroskopischeHellfeldBild geleg{merge, um nachzuweisen, dassEEDId, B:tr3 und B

ctr4 in den Zellen lokalisiertsind

2.221. TNF-ELISA

Der TNP enzyme linked immunosorbent asg&} ISA) wird genutzt, um die Ausschittung vorHTNF

zu quantifizieren. Der TNF 9 [ L{! 6 dzZNRS yIFOK | SNEGOS{LENI ya3t+-6S

Standard Set, BioLegeraDrchgefiihrt(Tabelle 9)Dazu wurde am Vortag eine 98ell Platte mit dem
TNFh & LIST A FA & QK@ sfing!ByffébescHichiaigBabille 9)
Die Aussaat und Stimulation der Zellen wyrdee zuvor in Kapitel 2.2.beschriebendurchgefiihrt
(Tabelle 8). Am Versuchstag wurde diem Vortag beschichtete Pz viermal mit PBS gewaschen
und anschlieRend fur 1 h mit Assay Diluent bei 300 rpm und RT gewd3eletie 9)Zwischen jedem
Inkubationsshritt wurde die Platte viermal mit PBISgewaschen. Danach wurde der Uberstand der
stimulierten Zellenin die beschichteée 96-Well Platte gegeben und fir 2 h bei 300 rpm und RT
geschattelt. Zusétzlich wurde ein Standard Protein mit den folgenden Verdiinnungen vorbereitet und
in die beschichtete Platte gegeben: 5p@/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml, 31,3pg/ml,
15,6pg/ml, 7,8 pg/ml und 0 pg/ml. Darauf folgendvurde die Platte mit einenbiotinylierten TNFh
Detektionsantiktrper fur h bei 300 rpm und Rifikubiert Im Anschluss wurddie Platte mit einer
AvidinHRP Lésung fur 30 min bei 3@dn und RTinkubiert Die Platte wurde nach diesem Schritt
funfmal fur je 1 min mit PBE gewaschen, gefolgt von der Zugabe u@® ul TMB Substra(im
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Verhéltnis 1:1)Tabelle 9)Die Platte mit dem TMB Substrat wurde furr2h im Dunkeln inkubiert.

Die Reaktion wurde duratiie Zugabe von 18% iger Schwefelsaure abgestoppt. Die Absorption wurde
bei 450 nm, wobei die Absorption bei 570 nm davon abgezogen wurdeedan infinite M200 PRO
gemessen. Mit Hilfe des Standards wurde eine Standardkurve erstefiand der die gemesse
Absorption der Proben in pg/ml umgerechnet wurdBie Experimente wurden als biologische
Triplikate durchgefihrt.

Tabelle36: TNF -ELISA

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung
SUIT020 10 ng/ml Gemcitabin | 24 hVorstimulation 55

20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation

10 M S63845 2 hVorstimulation

100 ng/ml TRAIL/CD95| 22 h

2.2.22. Mikroskopie

Eine optische Uberpriifung von stimulierten und unstimulierten Zellen wurde mittels Mikroskopie
durchgefuihrt. 1x10Panc89 oder SU{120 Zdélen wurden am Vortag in-@vell Platten in 2 ml Medium
ausgesat. Am Tag des Experiments wurde das Medium abgenommen und 1 ml Medium zugegeben.
Die Stimulation der Zellen erfolgte nach Tab8lfeDie Zellen wurden nach der Stimulation in den 6

Well Plattermit dem B/OS FL imaging systéikroskop in 20 x und 4 x Vergré3erung angeschaut und
Bilder repréasentativer Zellen aufgenommen.

Tabelle37: Mikroskopie

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung
SUIT020 10 ng/ml Gemcitabin 24 hVorstimulation 60

20 uMFLIPinB 2 hVorstimulation

10 uM S63845 2 hVorstimulation

100 ng/mICD95L 22 h
Panc89 10 ng/ml Gemcitabin 24 hVorstimulation 60

20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation

0,005 uM S63845 2 hVorstimulation

100 ng/mICD95L 22 h

2.2.23. Spheroide

Spheroide bieten die Mdglichkeit aus der 2D Struktur der Zellkultur eine 3D Struktur aus einer Zelllinie
zu erzeugen. Dieses bietet den Vorkeilekte vorSubstanzemauf3D Strukturen zu untersuchebabei

bilden die ausgesaten Zelllinien kugrige Zellhaufen.

6x1C Pan®@9 Zellen wurden iB0 ul Medium in Biofloat 96-Well Platten ausgeséat. Nach vier Tagen
wurde die Spheroidbildung im Mikroskop untersucht. Das Medium wurde vorsichtig abgenommen und
die Zellen wurden in 50 pl stimulieffabelle 8). Vor und nach der Stimulationsdauer wurden
mikroskopische Bilder mit demV®SMikroskop(Kapitel 2.2.22aufgenommen. Nach der Stimulation
wurde der LDH Assay nach Kapitel 2.@urchgefiihrt. Die Experimente wurden als biologische
Triplikatedurchgefihrt.
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Tabelle38: Spheroide

0,005 uM S63845
100 ng/mICD95L

2 hVorstimulation
22 h

Zelllinie Stimulation Zeit Abbildung
Panc89 10 ng/ml Gemcitabin 24 hVorstimulation 54
20 uM FLIPInB 2 hVorstimulation

2.2.24, Statistik

Die in dieser Arbeit aufgefihrten Statistiken wurden mit der Software PrismGrépdigelle 17)

berechnet undalle Diagramne wurden mit dieser Software erstellt. Hierfiir wurden die biologischen
Replikate zur Auswertung genutzt. Die statistischen Tests umfassen die Ermittlung des Mittelwerts und

der Standardabweichung, sowie die Berechnung der Signifikanzen. Fir die Sigeiilsanarde ein

ungepaarter ONEBVAY ANOVA Test genutzt mit einem anschlielenden post hoc TukeyMitest.

diesem Test wurden zwei Werte einer Grupmpéteinander verglichen und ish den Diagrammen
durch Klammern dargestelliVenn eine gesamteGruppe statisisch untersuchtwurde, wurde ein

ungepaarter ONEVAY ANOVA Test genutzt, der durch eine Linie Uber dieser Gruppe dargestellt ist.

Folgendep-Werte wurden genutzt und sind angezeitjft**p < 0.0001; ***p <0.001; **p < 0.01; *p <
0.05; nsnicht signifikant
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3. Ergebnisse

3.1. Analyse der Typ DEDInteraktion von Caspase

Die Ergebnisse, die in diesem Kapitel dargestellt werden, wurden in der PubliKatigeting type |
DED interactions at the DED filament serves as a sensitive switch for cell fate decisikigiget al.

2024 in Cell Chemical Biology publiz[881].

Die Filamentbildung von Caspa®ewelches die Plattform fur die Dimsierung und Aktivierung von
Caspase hildet, wird duch die Typ I, Typ Il und Typ lll DED Inteyakformiert. Die Grundlage der
Caspas® Filamente sind Caspa8eKetten, die durch Typ | DED Interaktionen gebildet werden. Diese
Typ | DED Interaktionenerden durch Interaktionen der DED1 und DED2 benachbarter Ca8pase
Molekile geformt[36], [37] Wie wichtig diese Typ DED Interaktion fur die CDS%iduzierte
Caspas@ Aktivierung ist und welchen Einfluss sie auf die Cidifilzierte DISC Bildung hatowie

wie diese als mogliches therapeutisches Ziel nutzbaisisin Detailbisher unbekannt.

3.1.1. In silicoDesign von DEDid und Ty@EDInteraktionsmutanten

In dieser Arbeit wurdelaher dieTyp IDEDInteraktion auf zwei Wegen untersucltum einen wurde
erstmalig ein Peptid, genannt DEndksilicoentwickelt, mit dessen Hilfe didie Typ DEDInteraktion
untersuchtwerden sollte DEDid ahmt das FL Motiv der DED2 nach und soll somit in die hydrophobe
Tasche der DED1 binden, wodurch die Bindungsstel#id¢lidDED2 blockiert igiAbbildung 15)

Das DE#lockierende Peptid DEDid wurde silicoin Zusammenanbit mit Dr. Nikita Ivanisenko
konstruiert und soll an DEProteine binden[361]. Dabei imitiert DEDid das FL Motiv durch die
Nachahmung @r h2b Helix der Ib Oberflache von der DED2 von Casphseiehungsweise der DED

von FADD32]. Dadurch kann das Peptid mit der Typ la Oberflache der DED Proteine interagieren und
unterbricht die Typ DEDInteraktion zwischen dem FL Motiv der DED2 und der hydrophoben Tasche
der DED1.

Fur dieGrundstruktur des Peptidawurde die NMR Struktur des bovinen pankreatischen Polypeptids
(BPP) als Gerdlst fiir das Peptid gen(tbildung 15)226]. BPP haim Gterminalen Bereich einé -

Helix undim N-terminalen Bereicheine prolimeiche Helix. Der ferminale Bereichstabilisiert die
tertidre Struktur des Peptids. Zuséatzlich besitzt defddminus eine R&equenz, die den Transport in

die Zellen vereinfachB62], [363] Der Germinale Bereich gibt die Moglichkeit fiir Austauschungen
der Aminosauresequenzen fur die Nachahmung der h2b Helix. Zur Nachahmung der h2b Helix wurden
verschiedene Austauschungen von Aminosauren in der Geriistsequenz vorgenommen. Die
hydrophobe Interaktion zwischen F122 und L123 Resten der h2b Helix der DED2 mit ¥82Restle

der h4a und hla der DED1 R33F wurde durch R34L Austauschungen nachgeahmt. Zusatzlich wurden
A26S, A29R und A30S Austauschungen in dem Gerustpeehommenum hydrophile Reste S115,
R118 und S119 der h2b nachzuahméhbbildung 15) Die Squerz von DEDidund den
Kontrollpeptidenist in Tabelle 8 gegeben

DED:id bietet somit erstmalig die Mdglichkeit Béchtigkeit und den Einfluss d&yp | DED Interaktion

mit einem neuartigen Werkzeugechanistisclzu untersuchen.
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Abbildung15: DEDid Bindungsseiten an die DED1 von Casfase

(@) Typ | DED Interaktionsseite zwisochDEDR (dunkelblau) und DED1 (hellblau) sind links dargestellt. Rechts ist vergro3ert
die Typ | DED Interaktionsseite zwischen DED2 und E@liéichen Farbschermmit den Aminosaureresten dargestefh)
DEDid (turkis) interagiert mit der DED1 von Casi8a&ie interagierenden Aminosaurereste sind dargestéitellt von Dr.
Nikita lvanisenkaund nodifiziert nach{361].

Bevor der Einfluss von DEDid auf den apoptotischen Signalweg untersucht wurde, wurde analysiert ob
Zellen DEDid aufnehmen und DEDid sich somitaati@ar lokalisieren lasstia dies die Grundlage ist,
damit DEDid als Werkzeug fir die weiteren Analysen genutzt werden kéindntersuchungemnit

DEDid in Zusammenhang mit CD9tuzierter Apoptose wurden Hel@D95 als Zelllinienmodell
ausgewahlt, daliesedurch die CD95 Uberexpression sensitiv gegeniiber GiD@6tierter Apoptose

sind. Neben DEDid wurden die Effekte zweier Kontrollpeptide untersucht, um sicher zu gehen, dass
beobachtete Effekte spezifisch durch DEDid ausgeltst werden. Das Kontidist ein Peptid mit

den gleichen Aminosauren wie DEDid, aber in gemischter Reihenfolge. Das Kontrollpeptid #4
unterscheidet sich von DEDid in Austauschungen des FL Motivs durchAB&ikginséure, Serin)
(Tabelle 8).

Damit DEDid und die Kontrollpge #3 und #4 in die Zelle aufgenommen werden, sind diese N
terminal mit eine R8Sequenzversehen. Die Aufnahme in die Zellen wurde mittels bildgebender
Durchflusszytometrieverifiziert. Hierfir wurden Hel-&D95 Zellen mit Biotin getaggten Peptiden
DEDid#3 und #4 (BDEDid, B3, B#4) flr 14 h stimuliert und anschlieend fixiert. Die Zellen wurden

mit Alexa Fluor Strepvidin gefarbt und die Aufnahme des Alexa Fluor $&édins mit bildgebender
Durchflusszytometriequantifiziert B-DEDid und auch di&ontrollpeptide wurden in den Zellen
nachgewiesen, wobei die Kontrollpeptide wenig&tuoreszenzsignalals BDEDid aufwiesen
(Abbildung 16a)Um zu uberprufen, dass die Peptide sich nicht nur an der Zelloberflache befinden,
wurden die mikroskopischen Bdr Uberprift.Diesezeigen, dass die Peptide in den HeECB95 Zellen
aufgenommen wrden (Abbildung 16h) Zusammengefasst wurde gezeigt, dass DEDid und die
Kontrollpeptide in dem gewahlten Zelllinienmodel aufgenommen werden.
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Abbildung16: B-DEDid, B#3 und B#4 werden von Hel-£D95 Zellen aufgenommen.

(@) HeLaCD95 Zellen wurden fur 1 h,h2oder 4 h mit 5 uM BEDid, Bf3 oder B#4 stimuliert. Im Anschluss wurden die
HelLaCD95 Zellen fixiert und mit AlexaFI4@8 Streptavidin gefarbt. Die AlexaFluor 488 Streptavidin Aufnalmeedenin

% der gefarbten Zellerangegeben. Mittelwert und Standardabweichung vor8 nanabhéngigen Experimentenevden
gezeigt. (b) ReprasentativeBilder von (a) sind dargestellt Neben Hlifeld und dem AlexaFluor Signal wird ein
Uibereinandergelegtes Bild beider Kanale gezéiggrge. Statistiken wurden durchgefiihrt mit einem ungepaarten GNE
WAYANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p & 6*p0< 0.01; *p <
0.05; nsnicht signifilant. Abkiirzungen: HF Hellfeld, AF AlexaFlueBiBtintag. Modifiziert nact{361].

Neben DEDid wurde die Rolle der Typ | DED Interaktion auch durch Mutationen der hydrophoben
Tasche der DED1 von Casp8asentersucht.Die Typ IDEDInteraktion von Caspasg wird durch
hydrophobe Interaktionen zwischen einer Tasche mit Y8 in der DEDleamdrid Motiv in DED2 von
Caspas@ hervorgerufen. Um die TypDEDInteraktion und ihre Bedeutung zu untersuchen, wurde

die hydrophobe Tasche der DED1 durch Mutationen verdndBie Mutanten wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Nikita lvanisenko entwickdidie hydrophobe Tasche der Casp&seED1

zu verandernwurden Y8 und L42 durch Serin ausgetauscht (LY) (Abbildiingerin wurde gewahlt,

um zu gewadhrleisten, dass die Aminosaurenaustausche hydrophil sind, um die DED2 Bindungstasche
der DED1 generell byophil zu gestalten, was dazu fihrt, dass DED1 und DED2 nicht miteinander
interagieren. Zuséatzlich wurde eine Dreifachmutante entwickelt, die wie zuvor Y8S und L42S enthalt,
aber auch M43A (LYM) (Abbildung 1391]. Die Mutanten sind so designt, dass Mutationen in der
DEDid Bindungsseite integriert sind.

Fur eine weitere Strategie, um die Typ | DED Interaktion zu untersuchen, wurde lagen DED
Proteinen gesucht, deren DED hydrophil ist. Es wurde PEA15 gefunden. PEA15 istRiat&&D
welches antiapoptotisch wirkt und an FADD oder Casp8seindet und TNfnduzierte Apoptose
inhibiert [364]. Die DED von Caspaeavurde nach dem Vorbild der DED von REAnutiert (P15)
(Q46S,Q49E,F3Y,G11T,L42SM43A, E12N,Y8Q,E56K, wodurch ebenfalls eine hydrophile DED
entstand (Abbildung 17).

Insgesamt wurdersomit zwei verschiedene Mdoglichkertein Form eines Peptids und Ty®ED
Interaktionsmutanten entwickelt, um die Typ | DED Interaktion zu untersuchen. Dies soll in Zukunft ein
tieferes Verstandnis dafir liefern wie genau Casghgeden DED Filamenten aktiviert wird.
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Abbildung17: Positionen der Typ DEDInteraktionsmutationen in der DED1 von Procaspa8a.

(a) Dargestellt ist die ProcaspaSa Aminosduresequenz. DED1 (A®Pund DED2 (AS 1Q07) sind in rot gezeigt. In grin
sind die Typ DEDInteraktionsMutanten an Position Y8, L42 und M43 dargestellt. Die Mutationsstellen fir Ca8j2ks
sind zuséatzlich zu den griin markierten AS in blau dargegte)lSchematische Darstellung von Procasp@aeund die
Positionen der TypDEDInteraktionsMutanten in der DED1 von Procasp#&sin gleichen Farbschema wie(a).

Um den Einflussder Typ | DED Interaktionsmutantenauf den CD95Induzierten apoptotischen
Signalweg zu untersuchen, wurde zunacRsbcaspas® in HeLeCD95 mit einem CRISPR/Cas9
knoclout (ko) ausgeknocktDieses Zelllinienmodel bietet die Mdglichkeit durch Transfekten
Caspas& wt (Wildtyp) und die Caspa$eTyp IDEDInteraktionsmutanten zu re@xprimieren ohne
Nebeneffekte von endogenem Casp#seu habenDer Caspas8 ko der veschiedenen Einzelklone
wurde mit Western Blobestatigt(Anhang 1a). Zusétzlich wurde die Expression anderer Proteine des
apoptotischen Signalwegs mit HeC®95 Zellen verglichen, um zu gewahrleisten, dass dort keine
Anderungen der Proteinexpressionen dinlle Klone hatten vergleichbare Proteinexpressionen
verglichenmit HeLaCD95 ZellerAnhand deiErgebnissausdiesen Western Blots wurden funf Klone
ausgewahlt, deren Zellviabilitat im Vergleich zu HED®S5 Zellen nach CD95L Stimulation analysiert
wurde. Alle finf Klone sind resistent gegen den Verlust der Zellviabilitdit nach CD95L Behandlung,
wohingegen ein karentrationsabhangiger Verlust der Zellviabilitaét nach CD95L Stimulation in HelLa
CD95 Zellen zu sehen war (Anhdty c). Anhand diesefErgebnissavurde Klon C10 fir weitere
Experimente ausgewahlta die Expression aller getestn Proteine vergleichbamit der Expression
in HeLaCD95 Zellemvar. Um eine vergleichbare Proteinexpression zwischen endogenem Ca8pase
von HeLaCD95 mit der RExpression von Caspasenach Transfektion zu gewahrleistevurden de
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HeLaCD95C8ko Zellen mit verschiedenen Meng@aspaseéa transfiziert und mit der Procaspa8e
Expression der Het@D9%7ellenverglichen (Anhanga). Dies soll dabei helfen, keine Artefakte durch
eine Caspas8 Uberexpression zu haben, da das Ziel ist die Typ | DED Interaktion in endogenen
Caspas® Mengen zu untersucherAnhand dessen wurde eine Transfektionsmenge von 0,5 pg
PlasmidausgewahltAls nachstes wurde Uberpriift ob sich neben Casgastauch die CaspaseTyp

| DEDInteraktionsmutanten in Hel-&D95C8ko Zellen exprimieren lasseBowohlCaspas& wt als
auch die drei TypDEDInteraktionsmutanten Caspas®LY,-LYM undP15 kénnen in Hek@D95C8

ko Zellen exprimiert werdeand werden in WeiterenjeweilsalsHeLaCD95C8wt, HeLaCD95C8LY,
HeLaCD95C8LYM oder Hel-€D95C8P15 bezeisnet (Anhang2b). Anhand dieser Ergebnisse
konnte ein Zelllinienmodel fiir die Untersuchungen der Casga$gp IDEDInteraktionsmutanten
gefunden werden, in dem nun der Einfluss der Typ | DED Interaktion fir den -DDS&krten
apoptotischen Signalwegalysiert werden kann.

3.1.2. DEDid und TypDEDInteraktionsmutanten blockieren die Caspase Aktivitat

Die Typ IDED Interaktionsmutanten sollen die Filamentbildungnd somit Aktivierung von
Procaspas® am DISMlockieren. Wn dies zu Uberprifen, wurde ei@aspasé Aktivitditsassaym
DISC durchgefuhr{358]. Hierfir wurde der DIS@on HelLsCD95C8wt und HelLaCD95C8&
LY/LYM/P1=ellenimmunprazipitiert (Anhang 3) und anschlieend die Casfasktivitdt am DISC
gemessen. HeE@D95C8wt Zellen, zeiten einenzeitabhéngigenstieg der Caspas®Aktivitatam
DISGADbbildung 8). HeLaCD95C8LY/LYM/P1Zellen zeiten hingegen keinerlei Caspa8é\ktivitét
am DISQAbbildung 8). Somit ist dieAktivierung der Caspas® am DISGnit den Typ | DED
Interaktionsmutantergeblockt.
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Abbildung18: Typ IDEDInteraktionsmutanten blockielen Caspas® Aktivitat am DISC.

HeLaCD95C8ko Zellen wurden mit den Plasmidéir Caspas® wt und Typ DEDInteraktionsmutantertransfiziert. 48 h
nach Transfektion wurden die transfizierten Zellen mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. Im Anschluss erfolgte elffeniitSC
anti-APQO1 Antikdrper. Der DISC Komplex wurde an Sepha8eads mittels anti-APQ1 Antikdrper gekoppelt. Die
SepharoseA-Beads wurden fir die Messung der Caspagektivitdt genutzt. Die Caspa8eAktivitdt am DISC wurde mit dem
Caspasé&sIoR8 Assay (Promega) gemessen. Werte zum Zeitptkt wurden auf 1 RU normit. Mittelwert und
Standardabweichung von n=3 unabhangigen Experimemterden gezeigt. Statistiken wurden durchgefiuhrt mit einem
ungepaarten ONBVAYANOVA 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 signifikambkirzungen: untransfiziert,g pcDNA3 wt Wildtyp. Modifiziert naci{361).
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Caspas8& und-7 sind Substrate von Caspa8end werden durch Caspa$keaktiviert[29], [100], [101]
Folglich sollte einénhibition der Caspaseé Filamentbildungund Aktivierungzu einer Blockade der
Caspas&/7 Aktivitat fuhren.Um dies zu untersuchen wurdeniFolgenderder Einfluss vobEDid und

den Caspase3 Typ | DED Interaktionsmutantenauf die CD95linduzierte Caspas&/7 Aktivitat
analysiert Dies kann Ruckschlisse auf die Wichtigkeit der Aktivierung der Casasisede durch die
Caspas® Filamentbildunggeben.Neben HelL&£D95 Zellen wurde auch der Einfluss von DEDid auf
MV4-11 Zellen untersucht, um zu gewéhrleisten, dass die Typ | DED Interaktion in mehreren Zelllinien
die gleiche Rolle innehat, insbesondere auch in CD95L netgiste@ ZelllinienEine Stimulation von
HeLaCD95und MV411 Zellenmit CD95L flihd zu einem Anstieg der Cased/7 Aktivitat Die
Kombination aus DEDid und CD%3hrte zu eineDEDidkonzentrationsabhangigen Blockierung der
Caspas8&/7 Aktivitat (Abbildung ®a, b) Das Kontrollpeptid #3 hi keinen Einfluss auf die CD95L
induzierte Caspas®@/7 Aktivitat. Auch BDEDid/CD95L Stimulation filhrte in HELR95 und Mv4.1
Zellen zu einer Verringerung der Caspaégeé Aktivitat verglichen mit alleinige€D95L Stimulation
(Anhangda, B. Um auszuschlieRen, daBEDidneben der Caspasg aktivitditsabhéngigen Caspase
3/7 Aktivitat einen Einflussauf die Caspas®@/7 Aktivitat hat, wurden HeLaCD95C8ko Zellenmit
CD95L und DEDid behandéibbildung ®c). HeLaCD95C8ko Zellen zeign erwartungsgeman
keinen Anstieg der Caspa8& Aktivitat nach CD95L Stimulation und DEZziye keinen Einfluss auf
die Caspas8/7 Aktivitatin HeLaCD95C8ko Zellen

Vergleichbare Ergebnisse wurden auch de&h Typ DEDInteraktionsmutanten exprimiert inHelLa
CD95C8ko, erzielt. EineCD95L Stimulation flhrte in HeC&95C8wt Zellenzu einem Anstieg der
Caspas&/7 Aktivitat. Die Caspas®@/’7 Aktivitat nach CD95L Stimulatiomar blockiert, wenn HelLa
CD95C8ko Zellen die Typ DED Interaktionsmutanten (C8LY, C&YM, C8P15 exprimieten
(Abbildung ®d). Dies galt furr alle drei Typ DEDInteraktionsmutanten.

Insgesamt inhibierte sowohl DEDid als auch die Expression derDBfplihteraktionsmutanten die
CD95tinduzierte Caspase/7 Aktivitdt, was zeigt, dass mit beiden Ansatzen gleichermalRen die
Caspas8/7 Aktivitdt beeinflusst wird Dies gibt weitere Hinweiselarauf dass die Typ | DED
Interaktion elementar ist das apoptotische SignalduCD95L weiterzuleiten und zur Aktivitéat von
Effektorcaspasen zu fihren.
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Abbildung19: DEDid undCaspase3 Typ IDEDInteraktionsmutanten blockieren CD95induzierte Caspas&/7 Aktivitat.

(a-c) HeLaCD95(a), MV411 (b) und HeLaCD95C8ko (c) Zellen wurden 2 h mit den angegebenen Konzentrationen DEDid
und #3 stimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 125 n¢gimd)oder 500 ng/mib) CD95L fiir 2 h stimuliertd) HeLa
CD95C8ko Zellen wurden mit den angegebenetastniden transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen mit
500ng/ml CD95L fur 3 h stimulierEine eprasentative Transfektionskontrolle ist unter dem Diagramm dargestellt. Die
Caspas&/7 Aktivitdt wurde mit dem CaspasaloRB/7 Assay (Promegaemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 1 RU
genommen und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabh&ngigen
Experimenterwerdengezeigt. Statistiken wurden durchgefiihrt mit einem ungepaarten -@MEANOVA T& 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.
Abkiirzungeng pcDNA3 wt Wildtyp. Modifiziert nach{361].

Wie schon in Abbildungftl zu erkennen ist, fuheteine ReExpression von Caspa8avt in HeLaCD95
C8ko Zellen zu einem Anstieg der Caspa&tAktivitdt nach CD95L Stimulatiddies fuhre zu der
Frage, ob DEDid auch die CD9%&luzierte Caspas®/7 Aktivitat in HeLaCD95C8ko Zellen, die
Caspas@ re-exprimieren beeinflusstwas die Spezifitat von DEDid auf Casfabestatiggn wirde
Eine Zugabgon DEDid/CD95L in HeC®95C8wt Zellenflhrte zu einer Verringerung der Caspase
3/7 Aktivitat verglichen mitalleiniger CD95L StimulatiorfAbbildung 20). Ubereinstimmend mit
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vorherigen Ergebnissemar die CD95induzierte Caspas®g/7 Aktivitat in Zellendie die Typ DED
Interaktionsmutanten gprimierten, blockiert. Die Zugabe von DEDid/CD95L hddtieerkeinen Effekt
auf Zellen, die die Typ DED Interaktionsmutanten exprimig¢en. Somit sind die Ergebnisse
Ubereinstimmend mit den vorher aufgezeigten Ergebnissen und dem Einfluss von DEDjd UBED
Interaktionsmutanten auf die CD9%hduzierte Caspas®/7 Aktivitat. Daheikonnte auch aus diesen
Ergebnissen erkannt werden, dass die Cas@ab#damentbildung durch die Typ | DED Interkation
elementar fur die Aktivierung von Effektorcaspas&n

Hela-CD95-C8-ko, 3 h

s ]
® — DMSO

S 3 e = 5 uM DEDid
— = 5puM #3
o ‘j =— 500 ng/ml CD95L
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31
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Abbildung20: ReExpression von Caspasgin HeLaCD95C8ko Zellen fuhrt zu CD95ihduzierter Caspas&/7 Aktivitat,

die durch DEDid geblockt wird.

HelLaCD95C8ko Zellen wurden mit den angezeigten Plasmittansfiziert 48 h nach Transfektion wurden die transfizierten
Zellen 2 h vorinkubiert mit 5 uM DEDid oder #3 und anschlieRend fir 3 h mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. Eine reprasentative
Transfektionskontrolle ist neben dem Diagramm dargestellt. Die Capagektivitd wurde mit dem Caspas6loRB/7 Assay
(Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 1 RU genommen und alle anderen Werte wurden darauf normiert.
Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhéangigen Experimemézdengezeigt. Statistiken wurden dchgefuhrt

mit einem ungepaarten ONBWAYANOVA 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 signifikadtbkurzungen: untransfiziert,g pcDNA3 wt Wildtyp. Modifiziert
nach[361]

Da DEDigbotenziellauch an weitere DED Proteine, wi¢ktIP und FADD bindet, wurde dedgliche
Einfluss von DEDid auf diese DBbDteine untersucht. Zunachst wurden HeCB95FL (Hel-£D95
Zellen, die €-LIR Uberexprimieren) und Hek@D95c-FLIPko (HeLaCD95 Zellen mit einemFeLIP ko)
Zellen mit CD95L sowie der Kombination von DEDid/CD95L und #3/CD95L behamdielh Einfluss
von DEDid auf-ELIP naher zu betrachtdAnhang4c, d 5). EineCD95LStimulationfiihrte zu einem
Anstieg der Caspas¥#7 Aktivitat sowohl in Hel-&€D95FL als auch in HelGD95c-FLIPko Zellen
HeLaCD95FLZellenzeigten als resistente Zelllinigd4], einen schwacheren Anstieg der Caspa#é
Aktivitat nach einer Stimulationmit 500 ng/ml CD95L als HeC®95c-FLIPko Zellen nach einer
Stimulationmit 125 ngml CD95L. Dennoch fiihrte eine Kombination aus DEDid/CD95L in beiden Zellen
zu einer konzentrationsabhangigen Verringerung der Caspé&s@ktivitit verglichen mit alleiniger
CD95L Behandlung (Anhafg d. Die Kontrolle #4, welche die gleiche Sequenzbi®id hat und nur
das FL Motiv mutiert ist, zeigte keine Verringerung der Caspaseiktivitdt nach #4/CD95L
Stimulation verglichen mit CD9%lllein Dies zeigt die Spezifitat von DEDids Nachahmung des FL
Motivs. Folgend aus diesen Ergebnissen konnteeggt werden, dass DEDid den gleichen Einfluss auf
die CD95linduzierte Caspas®/7 Aktivitat hat wie zuvor (Abbildung 1%uch in Zellen, die-EELIP
Uberexprimieren oder-€LIP ko sind.
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In SiliccAnalysen von Dr. Nikita Ivanisenko teig dasDEDid miEADD an H9 und L43 der FADD DED
interagiert Die FADD DED bildet mit den Aminosdureresten L5, V6, L43 und L50 eine hydrophobe
Tasche an der DEDid laut Computermodel binden kann. Um dies experimentell nachzpwaiden
JurkatFADDBko und HelL& D95 mit FBD wt und FADD Mutanten transfizieRie FADD Mutanten
umfassen L43S/HI9S (LH), L5S/H9S/L43S (LHL) und L5S/H9S/L43S/S4 Mg LdtSILMutanten
fuhren zu einer Veranderurder hydrophoben Tasche der FADD DED und befinden sich in der DEDid
FADD Bindungeite. JurkaFADDBko Zellen sind resistent gegentber CD8fuzierter Caspasa/7
Aktivierung(Abbildung21a). Die ReExpression von FADD weigte einen Anstieg der Caspe3#&
Aktivitat nach CD95L und #3/CD%timulation, was geblockt wurde durch D&Qusatzlich wurde
die CD95tinduzierte Caspase/7 Aktivitatin FADBDED Mutanten exprimierendefiellengeblockt
DEDid hatte keinen weiteren Einfluss auf CD95L stimulierte JaA@bBko Zellen, die FADDED
Mutanten exprimieten.

Weiterhinwurde untersucht, wie eine FADD Uberexpression das Verhalten von DEDid verBadért.
wurden HelL&CD95 Zellen, die endogen FADD expritaier mit FADD wt sowie den FADED
Mutanten transfiziert.Wie schon zuvor fuhrte die Stimulation mit CD95L und #3/CR285inem
Anstieg der Caspas¥#7 Aktivitat in HeLaCD95 ZellepAbbildung 2b). Die Uberexpression von FADD
wt zeigte einen starkeren Anstieg der CD@%uzierten Caspas®/7 Aktivitat, wahrend DEDid/CD95L
die Caspas@/7 Aktivitat verringerte. Die Exprs®n von FADD DE@utanten in HeLaCD95 Zellen
fuhrte zu einer vergleichbaren Caspa3& Aktivitat wie in untransfizierten oder mipcDNA3(2)
transfizierten Zellen. Zusammengefassttkea die FADD DERutanten einen inhibitorischen Effekt
auf die CD95Induzierte Caspas®@/7 Aktivitdt und DEDid reduziertdie CD95linduzierte Caspase
3/7 Aktivitatauch nach FADD UberexpressiBomit zeigen auch Zelllinienmodelle mit verschiedenen
Expressionsleveln der DED ProteideLtP und FADD, dass DEDid die GD#ébkierte Caspasg/7
Aktivitat ahnlich zu Zellen mit endogenen FADD i P Expressionslevddeeinflusst.
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Abbildung21: ReExpression vonFADDIn JurkatFADDko A3 Zellen fiihrt zu CD95Induzierter Caspas&/7 Aktivitat, die

durch DEDid geblockt wird.

(a,b) JurkatFADDBKo A3 (a) und HeLaCD95b) Zellen wurden mit den angezeigten Plasmidiemsfiziert 24 h(a) oder 48 h

(b) nach Transfektion wurden die transfizierten Zellen 2 h vorinkubiert mit 5 uM DEDid oder #3 und anschlieend fur 3 h mit
500 ng/ml CD95L stimuliefReprasentative Transfektionskontroitesind nebenden Diagramnen dargestellt. Die Caspase

3/7 Aktivitat wude mit dem Caspas@|dgB8/7 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 1 RU genommen
und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhé&ngigen Experimenten
werdengezeigt. Statistiken wurden durchigidart mit einem ungepaarten ON&AYANOVA 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 signifikdokilirzungen:
untransfiziert,g pcDNA3 wt Wildtyp

In den gezeigten Experim&n wurde der Einfluss von DEDid auf die Casf3aséktivitat untersucht.
Jedoch wird Caspas¥#¥7 auchCaspas& unabhangiglurch den intrinsischen apoptotischen Signalweg
aktiviert[78]. Diese Caspas®’7 Aktivitat sollte durch DEDid unbeeinflusst sein. Um dies zu tberprifen
wurden MV411 Zellen und Hek@D95 Zellen mit dem Mdl Inhibitor S63845 allein und in
Kombination mit DEDid behandelt. S63845 fihrte zu einem Anstieg der Ca3pasdtivitat
(Abbilduing 22). Die DEDIid/S63845 Kombinatifirinrte zu einem vergleichbaren Anstieg der Caspase

3/7 Aktivitat wie S63845 allein. Somit hat DEDid keinen Einfluss auf die intrinsisch aktivierte Caspase
3/7 Aktivitat, was DEDids Spezifitat fir DED Proteine unterditei
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Abbildung22: DEDid hat keinen Effekt auf S638#fluzierte Caspas&/7 Aktivitat.

(a, b)MV4-11 (a) und HeLaCD95(b) Zellen wurden fir 2 h mit den angezeigten Konzentrationen DEDid stimuliert und im
Anschluss mit denageigten Konzentrationen S63845 fir 4d) oder 3 h(b). Die Caspas8/7 Aktivitdt wurde mit dem
Caspasé&sIogB/7 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 1 RU genommen und alle anderen Werte
wurden darauf normiert. Mittelwert und Standaatbweichung von n=3 unabh&ngigen Experimenteerden gezeigt.
Statistiken wurden durchgefiihrt mit einem ungepaarten GMEYANOVA 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 ifikgnt.

Insgesamt fuhrte die DEDid/CD95L Behandlung verglichen mit CD95L Stimulation zu einer Inhibierung
der Caspas8&/7 Aktivitat. Caspase Aktivitat ist gekennzeichnet durch die Spaltung in die Caspase
Spaltprodukte p19/17. AnschlieBend sollte nder Einfluss von DEDid auf die CDB®luzierte
Aktivierung durch Spaltung von Casp&sauf Proteinebene untersucht werdeZiel war es zu
untersuchen, ob die vorherigen Ergebnisse sich verifizieren lassen durch einen beobachtbaren Einfluss
von DEDiId auf die Caspa8espaltungWeiterhin bietet dies auch die Mdglichkeit nicht nur den Einfluss

von DEDid auf die Caspa®eSpaltung zu untersuchen, sondern auch auf das Casp&dstrat
PARP1, dessen Spaltung ein Zeichen Apoptoselnduktion ist. Die zuvor beobachtete Caspa$e
Aktivierung durch den Caspa8€7 Aktivitatsassay nach CD9Stimulationwar konsistent mit der
Spaltung von Caspa$ein der Western Blot Analyse. DEDid inhibierte @iB95tlinduzierte Spaltung

von Caspas8 in HeLeCD95 nd MV411 Zellen(Abbildung 3). Ahnliche Effekte waren auch bei der
Spaltung von Procaspa8ezu p43/41 und pl18, sdge bei der Spaltung von PARR(seher(Abbildung

23, Anhango). Die Spaltung vonELIRzu p43war auchverringertnachder DEDid/CD95Lti®ulation
verglichen mit CD95L oder #3/CD95L und #4/CD95L Stimulation, allerdings weniger disubiglien
anderen untersuchten apoptotischen SpaltprodukteZusammengefasst unterstiilen diese
Ergebnisse die Ergebnisse der Cas{dse\ktivitdtsassay.

Insgesamfiihrte die Blockade der Ty@EDInteraktion der Caspas@ zu einer Inhibierung der CD95L
induzierten Caspaseaktivitat. Dies konetstmalsmit zwei Ansatzen gezeigt werden: zum einen Typ

| DEDInteraktiorsmutanten sowieerstmaligmit dem Peptid DEDidDaraus ist zu schlieRen, dass die

Typ | DED Interaktion elementar ist fur die Aktivierung von Caspasel der darauffolgenden
Caspas&askade.
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Abbildung23: DEDid inhibiert die CD95hduzierten apoptotischerSpaltprodukte.

(a, b)HeLaCD95a)und Mv4-11 (b) Zellen wurden fur 2 h mit 5 uM DEDid oder(&3b)und #4(a) stimuliert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit den angezeigt&onzentrationerCD95L fir die angegebenen Zeitpunkte stimuliéetllysate wulen

mit Western Blots mit den gezeigten Antikdrpeanalysiert Aktin wurde als Ladekontrolle genutzt. Unter den Blots wird die
Quantifizierung der Blotsormiert auf Aktinangezeigt. Ein reprasentativer Western Blot von n=3 wird gezéigtimulierte
Kontrolle fir (a) wird in Anhang 6 dargestelltAbkirzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, 1.B. lange Belichtung$zeit
unspezifische BandeiModifiziert nach{361].

3.1.3. DEDid undCaspase3 Typ IDEDInteraktionsmutanten blockieren Apoptose

Sowohl DEDid als auch die T¥yHDInteraktionsmutanten blockierten die CD9biduzierte Caspase

3/7 Aktivitat, was dazu fuhren sollte, dass auch der Zelltod blockiert sein sbliés. soll zu
Erkenntnissen fuhren, inwieweit die Typ | DED Interaktion nicht nur die Cakpakade beeinfliss,
sondern auch den dadurch induzierten Zelltabin dieses zu Gberpriufemwurden MV411 Zellen mit
CD95L, DEDId/CD95L und #3/CD95L fur 8 h stimuliert. CD95L und #3/CD95L Stm éildtitam zu

einer Reduktion der ZellviabilitfAbbildung 2a). Im Vergéich dazublockierte DEDidlen CD95L
abhangigerVerlust der Zellviabilitat.

Nun sollte auch der Einfluss der Typ | DED Interaktionsmutanten auf den Zellviabilitdtsverlust
untersucht werdenCD95L stimulierte Het@D95C8ko Zellen zeigten keinen Verlustrdgellviabilitat,
wahrend HelL&D95C8wt Zellen eine Reduktion der Zellviabilitdt nach 8 h und 24 h nach CD95L
Stimulation zeigterfAbbildung 2b-d). HeLaCD95C8LY/LYM/P15 Zellen waren resistent gegenuber
dem Verlust der Zellviabilitat nach CD95L Statioh. Somit stimmen diese Ergebnisse mit den
Erwartungen und Ergebnissensaden Caspase Aktivitatsasséyperein da daraus zu schlie3en ist,
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dass eine Inhibierung der Typ | DED Interaktion auch den di@Bierten Zellviabilitatsverlust
blockiert.
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Abbildung24: DEDid und die TypDEDInteraktionsmutanten inhibieren Zellviabilitatsverlust nach CD95L Stimulation.

(@) MV4-11 Zellen wurden fur 2 h mit den angegebenen Konzentrationen DEDid oder #3 stimuliert und anschti@end
500ng/ml CD95L fiir 6 Kb, c)HeLaCD95C8ko Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden transfiziert. 48 h nach
Transfektion wurden die Zellen mit 500 ng/ml CD95L &ih (b) oder 24 h(c) stimuliert. (d) Eine représentative
Transfektionskontrolleon n= 3fir (b, c)ist dargestellt. Diellviabilititwurde mit demCellTiter GI@2.0 Assay (Promega)
gemessen. Unstimulierte Zellen wurden &89 %genommen und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert
und Standardabweichung von n=3 unahbigen Experimentewerdengezeigt. Statistiken wurden durchgefihrt mit einem
ungepaarten ONEBVAYANOVA 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 signifikaibkirzungen: untransfiziert,g pcDNA3 wt Wildtyp. Modifiziert nacH361].
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Da die Zellviabilitatsassays nur eine AussagezZeliviabilitatsverlusliefern und nicht auf dieArt des
Zelltodes, wie Apoptosevurde der Einflas von DEDid und den TypEDInteraktionsmutantenauf

den apoptotischen Zelltod untersuctim tote Zellen von viablen Zellen zu unterscheiden wurden d
HeLaCD95 Zellen mit AnnexMtFITC und Pl gefarbt. Viable Zellen sind negativ, wahrend frih
apoptotische Zellen Annexis-FITC positiv sind. Spat apoptotische Zellen kennzeichnen sich durch
eine doppelte Farbung von AnneXAFITC und PI. Die spat apoptotischen Zellerteridie typische
apoptotische Morphologie der geschrumpften Zellen und des Bildpoptotischer Kérperchen nach
membrane blebbingAbbildung Ba). HeLaCD95 Zellen zeigten einen Abfall der viablen Zellen und
einen Anstieg der friih apoptotischen Zellen nach C3Bhulation Ahnliche Resultatearenin den
HelLaCD95 Zellen zu sehenednit #3 und CD95L stimuliert wurden. Eine Kombination aus DEDid und
CD95L fuhrte hingegen zu einer Blockade @B95tinduziertenapoptotischen Zelltods. Diadnzahl
viable Zellen wurde nicht reduziert und @gar kein Anstieg in friih apoptotischen Zellzm erkennen.
Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit MV Zellen erzielt (Anhari). Dies zeigt, dass DEDinlicht

nur die CD95induzierte Caspas8/7 Aktivitat verringert, sondern aucklen CD95labhangigen
apoptotischen Zelltod blockiest
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Abbildung25: DEDid blockiert CD95hduzierte Apoptosein HeLaCD95 Zellen

(a) Représentative Bilder der bildgebenden Durchflusszytometrie. Es werden lebendige (negative), -Xrfi@inpositive

(frih apoptotische) und doppelt positivegét apoptotische) Zellen von links nach rechts nach 125 ng/ml CD95L Stimulation
gezeigt(b) HeLaCD9%ellenwurden fiir 2 h mit DED#orstimuliertund im Anschluss fiir 4 h mit 125 ng/ml CD95L stimuliert.
Die Zellen wurden mit AnnexWtFITC und PI gefdtr und mit dem bildgebendem Durchflusszytometer gemessen. Die
gemessenen Zellen wurden in lebendige (negative), AnAé&ITC positive (frih apoptotische) und doppelt positive (spat
apoptotische) Zellen unterteilt. Mittelwert und Standardabweichung vo8 orabhéngigen Experimenteverdengezeigt.
Statistiken wurden durchgefiihrt mit einem ungepaarten GNEY¥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 signifikAbklrzumyen: AVF Annexi-

FITC HF Hellfeld, Pl Propidiumiodislodifiziert nacH361].

Da nun gezeigt wurde, dass DEDid die Cidghlzierte Apoptose inhibiert, sollte auch untersucht
werden, ob die Typ | DED Interaktionsmutanten ebdufa@ipoptose nach CD95L Stimudati
blockieren. Hierfur wurden die Hel-€D95C8ko Zellen nach Transfektiomit Typ | DED
InteraktionsmutanterLY, LYMNnd P15 und CD95LStimulationmit AnnexinV-FITC und PI gefarbt. Die
Zellen wurden in negativ (lebendig), AnneX#FITC (frih apoptotisch) und doppelt positiv (spat
apoptotisch)unterteilt. Die mikroskopischen Bilder des bildgebenden Durchflusszytometers zeigten
auch hier die typische apoptotische Morphologigr HeLaCD95C8wt nach CD95L Stimulation
(Abbildung Ba). HeLaCD95C8wt Zellen zeiten eine Reduktion der viablen Zellen nach CD95L
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Stimulation. Hel&LD95C8ko Zellen, die die TypDEDInteraktionsmutant& exprimieten, waren
hingegen resistent gegenuber Apoptose nach CD95L Stimu(atiatrildung Bb-d). HeLaCD95C8wt
Zellen zeigteffedoch auclohne CD95IStimulation einen Anstieder Anzahpat apoptotischezellen
(Abbildung Bb). Die Uberexpression voaspase fiihrte somit bereitsohne zusétzliche Apoptose
induzierendenStimulis zu Apoptose. Dahingegen war dies nicht bei Zellen, die die RO
Interaktionsmutanten exprimig¢en, zu erkennenDies verdeutliclgerneut, dass eine Ulbexpression
von Caspas8 zu einem Anstieg apoptotischer Zellen fighber die TypDEDnteraktionsmutanten
exprimierenden Zellen resistent gegenliber Apoptaseen, auch nach Uberexpression
Zusammengefasst blockierten DEDid und die TygDInterakionsmutanten die CD95hduzierte
Apoptose was zu den vorherigen Ergebnissen pasSiomit konnte insgesangrstmalig gezeigt
werden, dass mit DEDid und mit Typ | DED Interaktionsmutamieht nur die CD95Induzierte
Caspase Aktivitat blockiert ist,rsbern auch die CD9&ibhangige Apoptosdies zeigt, dass die Typ
| DED Interaktion wesentlich fur die Induzierung von Caspase Aktivitat sowie Apigbtose
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Abbildung26: Typ IDEDInteraktionsmutanten blockieren CD95hudzierte Apoptose.

(a) Repréasentative Bilder der bildgebenden Durchflusszytometrie. Es werden lebendige (negative), -Ndri@dnpositive
(friih apoptotische) und doppelt positive (spéat apoptotische) Zellen vés ach rechts nach 125 ng/ml CD95L Stimulation
gezeigt.(b, 0 HeLaCD95C8ko Zellerwurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden
die Zellenfir 4 h mit500 ng/ml CD95L stimuliert. Die Zellen wurden mit AnneRITCund Pl gefarbt und mit dem
bildgebendem Durchflusszytometer gemessen. Die gemessenen Zellen wurden in lebendige (n@)afimeexinV-FITC
positive (friih apoptotische) und doppelt positive (spat apoptotische) Zel®nunterteilt. (d) Eine reprasentaive
Transfektionskontrollevon n=3flr (b, c)ist dargestellt. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhangigen
Experimentenwerden gezeigt. Statistiken wurden durchgefiihrt mit einem ungepaarten -@MEFANOVA Test mit einem
post hoc Tukey Test mit defolgenden Werten: ****p < 0.0001; **p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant.
AbkuUrzungen: AVF AnnexXAFITC, HF Hellfeld, Propidiumiodid - untransfiziert, @ pcDNA3 wt Wildtyp. Modifiziert
nacH361].
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3.1.4. DEDid und TypDEDInteraktionsmutanten destabilisieren die DISC Formation

Der DISC bildet die Plattform fur Casp8saktivierung in DEBilamenten. An den DISC binden aber
auch andere DED Proteine wie FADD wkd.I®[38], [39] Daher sollte untersucht werden, ob ein
Caspase ko die DISC Bildgrbeeinflusst und ob-ELIP an FADD ohne Caspadendet. Dies soll die
Grundlage dazu geben, um die DISC Bildung zwischen C&8dpaZellen und Zellen, die die Typ | DED
Interaktionsmutanten exprimieren, spéter zu vergleich®afir wurde der DISC immprazipitiert
(DIS@P) indem CD95 mit einem APD Antikdrper immunprézipitiert wurde. HeLaCD95 Zellen
wurden fir 20 min mit 125 ng/ml oder 500 ng/ml CD95L stimuliert und alle Kernkomponenten des
DISC konnten konzentrationsabhangig in der DPSd&tektiert werden. Esurde Procaspas@& sowie
dessen Spaltproduktp43/41 und pl8 cFLIP und c-FLIR mit den Spaltprodukten p43 und p22,
Procaspasé.0 und FADD detektie(Abbildung Z). DieDIS@P in HeLZLD95C8ko Zellen nach 2fhin

500 ng/ml CD95L Stimulation fihrte ebenfalls zu elReton Procaspas&0, FADD und-ELIRPund ¢
FLIRmit den Spaltprodukten p43 und p22. Insgesamirdenaber wenigeDISEProteine in der DISC

IP der Hel.£D95C8ko Zellen detektiert als in HelGD95 ZellerfAbbildung Z). Allerdingszeige
diese DIS@P, dassowohl Procaspas#0 als auch-&LIPunabhangig vorProcaspas® an denDISC
rekrutiert werden.Das wirde bedeuten, dassFtIP und Caspad® direkt mit FADD interagieren
kénnen und Caspas®nicht als einziges DED Protein mit FADD interadfifiterhin wurden auch die
c-FLIP Spaltprodukte in HeCd95C3-ko Zellen nachgewiesen, was zejgilass nicht nur Caspase
c-FLIP spaltetinteressanterweise war auch weniger FADD am DISC inCGi223C8ko Zellen zu
sehen, obwohl FADD vor Casp#&san den DISC an CD95 rekrutiert wird. Dies ggeitgtss Caspas®
eventuell fur die Stabilitéat des DISC verantwortlich ist.

Lysat DISC-IP
Hela- Hela-
23;35' cos- [ PN cpos s
C8-ko ko
- |125|500 - |1245oo - |125|50[in - |125|50+;x 20 min CD95L [ng/ml]
kDa
55/53 - | s - — . €& Procaspase-8a/b
- ‘: p41/43

59/55-| = v v v ! o s |+ € Procaspase-10a/d

55- . <= C-FLIP,
——— <= p43-FLIP
k.B.
26- -_ <= C-FLIPg
< p22
55 [ - . <¢=C-FLIP
- - s | «=p43-FLIP
264 =3 e - <« C-FLIPg
bt * 22
27 - - -w - - <+=FADD
54/45 - BEBE 888 | T

35 | == v v o wm| €= Procaspase-3

116 [ = == = =l = PARP1
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Abbildung27: Caspase3 ko in HeLeCD95 Zellen fiihrt zu weniger DISC Formierung
HeLaCD95 und Helk@D95C8ko Zellen wurden fir 20 min mit 125 oder 500 ng/ml CD9%hudiert. Der DISC wurde
immunprazipitiert mit aniAPO1DieDISAP wurde mittels Western Blonit den angegebenen Antikbrpeemalysiert CD95
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ist die Ladekofmolle fur die DIS@P (rechts)Aktin ist die Ladekontrolle fur das Lysat (linksne repréasntative IP von n=3
wird gezeigt. Abkirzungen: IP Immunpréazipitation, k.B. kurze Belichtungszeit, I.B. lange Belichtungszeit, BK Bead*Kontrolle
unspezifische BandeModifiziert nach[361].

Da nun nachgewiesen werden konnte, dass DEDid und die Typ | DED Interaktionsmutanten Apoptose
nach CD95L Behandlung inhibiergkbbildung 25, 26)sollte weiterfihrend die DISC Formierung
untersucht werden, da dies der Komplex ist in dem Caspase DED Filamenten aktiviert wird.
Insbesondere war es von Interesse zu untersuchen, inwieweit DEDInteraktionsmutationen die
Famierung des DISC bémflussen.Vergleichbar mit den vorherigen Ergebnissgbbildung 27)
konnten c-FLIPund FADDhach 20 min CD®5Stimulation inHeLaCD95C8ko-g Zellen(HeLaCD95
C8ko Zellen, transfiziert mit pcDNA8mM DISC durch DIFE nachgewiesen werdgibbildung28a,

b). Die Expression von Caspaserhohte jedoch die Rekrutierungn ¢FLIP und FADizach 20 min
CD95L Stimulation an den DJS€rgleichbar mit den Ergebnissen aus Abbildung/2&iterhin konnte
auch Procaspas®/-10 nachgewiesen werde\bbildung Ba, b) Die DIST@P von CD95L stimulierten
HeLaCD95C8LY/LYM Zellerermdglichte dieDetektion aller Kernkomponenten des DISCs, aber
deutlich weniger verglichemit HeLaCD95C8wt Zellen jedochvergleichbar mit Hel-& D95C8ko-g
Zellen(Abbildung B8a, b) Dies zeigt, dass die Typ | DED Interaktion notwendig ist einen stabilen DISC
zu bilden.Interessanterweise konnten die DISC Komponenten in CD95L stimulierterCBSEE S

P15 Zellen ebenfalls nachgewiesen werden, wobei die ProteinexpressammeISGrergleichbar
warenmit CD95L stimulierten Hel@GD95C8wt Zellen(Abbildung 8a, b) Dies steht im Kontrast zu
den vorherigen Ergebnissen bei denen sich HED85C8P15 Zellen genauso verhielten wie HeLa
CD95C8LY/LYM Zellen. Dies zeigtlass Caspas®mi P15 Mutation an den DISC rekrutievtirde,

dort Caspas@ aber nicht aktiviertvurde (Abbildung 18)

Um die DISC Formierung Uber einen langeren Zeitraum zu untersuaimeru analysieren inwieweit
die Typ | DED Interaktionsmutanten die DISC Formierbbageinen langeren Zeitpunkt beeinflussen
wurde die DIS@P nach 2 h untersuchn dieser Stelle sollte vor allem darauf geachtet werden,
inwieweit die DISC Formierung mit den Typ | DED Interaktionsmutanten stabil ist odeYargfithen

mit den vorheigen ErgebnisseRonnten &nliche Ergebniss@lir HeLaCD95C8ko-g nach CD95L
Stimulation detektiert werdenAuch nach 2 h CD95L Stimulatwarden c-FLIP und FADD detektiert
(Abbildung 3c, d) Die 2 h CD95L Stimulation von H€RO5C8wt Zellen fuhrteweiterhin zur
Immunprazipitation der Kernkomponenten des DISC. Der Vergleich zwischen CD95L stimulierten HelLa
CD95C8wt Zellen und Hel-&D95C8LY/LYM Zellen zeigteie auch nach 20 min CD9Stimulation
dass die Typ DEDInteraktionsmutanten die DISEormierungreduzieten. Allerdingswar die FADD
Expressionam DISGrergleichbar zwischen HelGD95C8wt und HelLaCD95C8LY/LYM. Die R
CD95L Stimulation der HeCdD95C8P15 Zellen fihrte ebenfalls zu einer Inhibition der DISC
Formierung, da wenigerB_IP und Procaspas am DIS@achgewiesen wurde(bbildung 3c, d)
Auch hierwar die FADD Expression vergleichbar zu CD95L stimulierterGIESC8wt Zellen.In
Abbildung Bd war zudem zu beobachten, dass die CD95L Stimulation in-EBR&C8wt Zellen zu
den apoptotischen Spaltprodukten vonFtIP, Caspask Caspas8® und PARP1 fulet Dies war
deutlich weniger beziehungsweise geblockt in Zellen, die die TRED Interaktiorsmutanten
exprimieten. Diesewerifizierte die Ergebnisse aus dem Caspasté Aktivitdtsassay (Abbildun®d).
Diese Ergebnisse zetym, dass die Typ DED Interaktionsmutanten die CD95hduzierte DISC
Formierung nactKurzzeit und Langzeit inhibten, wobd es Unterschiede in deRekrutierung von
FADD nacl20 min und2 hgah die zeigen, dass nach kurzer Zeit der DISC nicht gleichmafiig stabil
gebildet wurde zwischen Hel-&D95C8wt und HelLaCD95C8LY/LYM/P15Es scheint, dass eine
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Rekrutierung von FADD niger brauch¢ in Zellen, die die Typ | DED Interaktionsmutanten
exprimieten.
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Abbildung28: DISC Formierung ist geblockt in Zellen, die die TREDInteraktionsmutanten exprimieren.

(a-d) HeLaCD95C8ko Zellen wurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen
fir 20 min(a, b)oder 2h (c, d)mit 500 ng/ml CD95L stimulierDer DISC wurde immunprazipitiert mit aAPO1. DISE

wurde mittels Wesern Blot mit den angegebenen Antikdrpeanalysiert CD95 ist die Ladekontrolle fiir die DIBCa, c¢)

Aktin ist die Ladekontrolle fur das Lysét, d). Eine représentative IP von n=3 wird gezeigt. Abkirzungen: IP
Immunprazipitation, k.B. kurze Belichtusmgit, 1.B. lange Belichtungszeit, BK Bead Kontralletransfiziert,g pcDNA3 wt
Wildtyp, * unspezifische BandeModifiziert nach{361].
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Da nun gezeigt wurde, dass die Typ | DED Interaktionsmutanten zu weniger DISC Bildung fuhren, sollte
auch untersucht werden, inwieweit DEDid den DISC beeinflusst, da auch DEDid die -8aspase
Filamentbildung inhibiert.Hierfir wurden Hel&£D95 mitCD95L, DEDid/CD95L und #3/CD95L
stimuliert und anschlieRend wurde der DISC immunprazipitiert. Der DISC numd@nstatt mittels
Western Blot, mit AQUA Massenspektrometrie fur Procasp8secFLIP und FADD analysiert
(Abbildung29) [148], [359] Die Procaspasg, FADD und-ELIP Mengen zwisch&ellen, die miCD95L

und #3/CD95Istimuliert wurden,waren vergleichbar, was zeigt dass das Kontrollpeptid den DISC
nicht beeinflusst. Dahingegemvurde weniger Procaspas@ in DEDid/CD95L stimulierten HELB95

Zellen verglichen mit CD95L und #3/CD@BL DISC detektiertinteressanterweisavar die ¢FLIP

Menge vergleichbar zwischen allen Bedingungeas im Kontrast zu den vorherigen Ergebnissen
steht, woauch die e~LIP Menge am DISC durch die Typ | DED Interaktitamten inhibiert war
(Abbildung 28) Es wurde mehr FADD in DEDid/CD95L stimulierten-EBR& Zellen verglichen mit
CD95L und #3/CD95L nachgewieskemch dies steht im Kontrast zu den vorhengDIS@Ps wo ein
Beeinflussen der Typ | DED Interaktion zu weniger FADD am DISC (Abiiddung 28)
Zusammengefasst wurdeaber passend zu den vorherigen Analysent den Typ | DED
Interaktionsmutantenweniger Procaspasg am DISC in DEDid/CD95L beledted HeLaCD95 Zellen
nachgewiesenwas zeigt, dass DEDidie Procaspas®& Rekrutierung zum DISC beeinflugdibildung

28, 29)

Insgesamt konnte also gezeigt werden, dass eine Inhibierung der Typ | DED Interaktion einen Einfluss
auf den DISC hi&t Es konnte nachgewiesen werden, dass die Typ | DED Interaktion notwendig ist um
einen stabilen DISC zu formen. Auch wenn bei einer Blockade der Typ | DED Interaktion noch immer
der DISC gebildeturde, war dieser gekennzeichnet durch weniger DISC Kernkompten.
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Abbildung29: Massenspektrometrie zeigt, dass DEDid die CBi#8luzierte DISC Formierung blockiert.

HeLaCD95 wurden fii2 h mit 5 uM DEDid oder #3 vorinkubiert u8dh mit 125 CD95L stimuliert. Der DISC wurde
immunpréazipitiert mit andAPQO1. DIS@P und mittels quantitativer Massenspektrometrimit AQUA Peptiden analysiert.
Mengen vonCaspasd, ¢FLIP und FADD diin fmol angegebenMittelwert und Standardabweichung vom=3 werden
gezeigt. Abkirzungen: C8gpase8, cFLIP-ELIP Modifiziert nach361]

3.1.5. Die Typ DEDInteraktionsmutanteninhibierendenNF* .Signalweg

Die Typ |DED Interaktionsmutanten beeinflusen den apoptotischen Signalweg, indem die
Filamentformierung inhibiertwurde, was die Apoptose blodkt (Abbildung 26) Procaspas® ist
allerdings auclessenzielin anderen Signalwegen, wie déx#¢ .Signalwed35], [141], [298] Daher
wurdedurch das Nutzen der Typ | DED Interaktionsmutantaersucht, ob diel'yp | DED Interaktion
und die DED Filamenitdung auchfir diesen Signalweglementar sind Hierfiir wurden die Helka
CD95C8wt Zellen sowie die Hek@D95C8LY/LYM/P15 Zellen fir 1 h mit 50 pddsPanCaspase
Inhibitors zVADBfmk, um Apoptose zu inhibieremind danach fir 20, 40 und 60 minit 500 ng/mi
CD95L stimulierfAbbildung30, Anhang 8)Ein Kennzeichefiir die Aktivierung deslFS .Signalwegs
sind die Phosphorylierurgn @2y L ¢ . h  dzy RfmkAcD®3b Stimul&ionifitarte5u einem
lyadAasS3a @2y LI <CDY5CsaryZBllenéhpendidié zMABTk/EDI5L Stimulation von
HeLaCD95C8LY/LYM/P15 Zellerukeinem Anstiegdert K2 & LJIK 2 NB f A S NHzy fhrtg@2y LS .
Die zVABmMk/CD95L Stimulation von HelGD95C8LY/LYM/P15 Zellen war sogargleichbar mit
zZVADBFMk/CD95L stimuligen HeLaCD95C8g Zellen(Abbildung30, Anhang 8)

Insgesamt konnte so nachgewiesen werden, dass die DigDinteraktionsmutanten auch deNFS .
Signalweg beeinfluss und die DEDFilamenteund insbesondere die Typ | DEideraktionauch fir
diesen Sigalwegessenzielsind
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Abbildung30: Typ IDEDInteraktionsmutanten blockieren den CD95hduziertenNRS .Signalweg.

HelLaCD95C8ko Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die
transfizierten Zellen fiidie angegebenen Zeitpunkte mit 500 ng/ml CD95L stimulietlysatevurden mitWestern Blot mit

den angegebenen Antikoepn analysiert Aktin ist die Ladekontrolle. Caspa&elient als Transfektionskontrolle. Unter den
Diagrammen ist die jeweilige Quantifizierymgrmiert auf Aktin gezeigt.Ein reprasentativer Western Blot von n=3 wird
gezeigt Abkiirzungenwt Wildtyp, @ pcDNA3Maodifiziert nach[361].

Zusammengefasst wurde in diesem Teil der Arbeit zwei verschiedene Amsétdenendie Typ | DED
Interaktion derCaspasé3 DEDFilamentbildungunterbrochen wird, untersucht. Erstmalig wurde ein
Peptid entwickelt, welches die Typ | DED Interaktion unterbricht, sowie Typ | DED
Interaktionsmutanten mit dem gleichen Ziel. Mit beiden Ansétkennte nachgewiesen werden, dass

die Typ | DED Interaktion notwendig ist fur die Aktivierung der Cadfasieade undir die
Induzierung von Apoptose. Weiterhin reduzierte eine Blockade der Typ | DED Interaktion auch die
Bildung des DISC. Somit wur@egmalig die Wichtigkeit der Typ | DED Interaktidir den
apoptotischen Signalwegqittels eines neu entwickelten Peptids und Mutationen in der Peptid
Bindungsseite gezeigt.

3.2. Stochiometrie desCD95Linduzierten Nekrosoms

Die Ergebnisse, die in diesem Kapitel dargestellt werden, wurden in der Publi®igomerised RIPK1
is the main core component of the CD95 necroswore Ivanisenko, Konigt al. 2024 in EMBO J
publiziert[353].

Das Nekrosom ist ein Komplex, welcher den Casplasatatsunabhangigen PCD Nekroptose initiiert.
Das Nekrosom beinhaltet die DiElPoteine Caspas&, FADD, -ELIP sowie die Proteinkinasen RIPK1
und RIPKBL18]. Die genaue stochiometrische Zusammensetzung des Nekrasaingie die Proteine

im Nekrosom miteinander im Detail interagierest bisher unbekannt Die Untersuchungenzur
S6chiometrie wurden mit der etablierten Methode von massenspektrometriscAealysen mit
AQUA Peptiden durchgefihit48].
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3.2.1. CD95L/BV6/zVABMk Stimulation |6st Nekropose in HT29, Jurkat und SUORO Zellen aus

In dieser Arbeit sollte das Nekrosom induziert durch CD95L erstmalig detailliert analysiert werden, da
OAAKSNARIS {(GdzRASY &aAiOK -fduzeite Neldoptas® Keschrénkdga 8O K | dzF
Nekroptose wird ausgeldst, wenn Casp&séktivitat und IAP inhibiertverden Um Nekroptose
auszulésenwurdenin dieser Arbeitlie ausgewahlterzZelllinien mit CD95L, dem SMAC Mimetik(lAP
AntagonisterBV6 und dem Pa@aspasénhibitor zVABfmk stimuliert. Zusammengefasst wurden die
Zellen fur eine Stunde mit 50 uM zVADk und 5 uM BV6 und anschliel3end zelllinienspezifisch mit
CD95L behandelt. Diese kombinierte Behandlung wird im weiteren Verlauf BY8&YABMk
Stimulationgenannt.

Um Nekroptose und das Nekrosom zu untersuchen, wurden die Darmkrebszelllinie HT29, T Lymphoma
Zelllinie Jurkat und die pankreatische Krebszelllinie -8ROT ausgewahlt, da diese Zelllinien
Nekroptose induzieren konng@bbildung 31) Zunachst wurde tUberprift nach welam@eitpunkten
CD95L/BV6/zVADBNK Nekroptose auslostum die richtigen Zeitpunkte fir weitere Analysen zu
bestimmen Hierfur wurden HT29 Zellen, Jurkat Zellen und B20T mit CD95L/BV6/zVAfhk
stimuliert urd die Phosphorylierung von RIPK1, RIPK3 und MLKL (pRIPK1, pRIPK3, pMLKL) im Western
Blot analysiert. Die Phosphorylierungen sind ein Kennzeichen der Nekrdpthgdion[211], [230]

Die Phosphorylierung vaRIPKIpRIPK1yvar in HT29 und SUDR20 Zellen nach 2 bis 3 h etkemen,
wahrend in Jurkat Zellen pRIP¥tst nach 5 bis 6 h zu detektieren wgAbbildung 3). Die
Phosphorylierung von RIPiBvergleichbar mit dem zeitlichen Verlauf der pRIPK1 Detektion. pMLKL
war in HT29 Zellen nach 4 bis 5 h, in Jurkat Zellen naamn@ m SUIPD20 nach 3 bis 4 h zu sehen
(Abbildung 3). Die Zugabe des RIPK1 KinaseinhibitorNgein bekannter Nekroptoseinhibitg4],

[218], zur CD95L/BV6/zVAIMk Stimulation fihrte zu keiner Phosphorylierung von RIPK1, RIPK3 und
MLKL(Abbildung 3). Dies zeigt, dass Nekroptose durch CD95L/BV6/£AKDNn den ausgewahlten
Zelllinienzeitabhangignduziert wird.Fur die folgenden Analysen wiend fur die Detektion von pRIPK1

und pRIPK3 eine 5 h Stimulation und LKL eine 6 h Stimulation ausgewahlt.
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Abbildung31: CD95L/BV6/zVADMkK Stimulation induziert Nekroptose.

(a-d) HT29(a, b) Jurkat282 (c)und SUIT020(d) Zellen wurden fir eine Stunde mit 5 uM BV6, 50 pM z¥Abund 10 pM
Necls vorstimuliert.Im Anschluss wurden die Zellen mit 500 ng/ml CD95L fir die angegebenen Zeitpunkte stimuliert.
Zelllysate wurden mitWestern Blos mit den angegebenen Antikdrperanalysiert Aktin ist die Ladekontrolle. Ein
reprasentativer Western Blot von n=3 wird gezeldadifiziert nach[353].

Die Induktion von Nekroptose sollte einen Verlust der Zellviabilitat zur Folge habbar wurde die
Zellviabilitat nach CD95L/BV5/z\VAADK Stimdation in den ausgewahlten Zelllinien untersucbie
Stimulationmit 500 ng/ml CD95L fiihrte zzinem geringenVerlust der Zellviabilitdt in HT29 Zellen
(Abbildung 2a). Die Kombination aus CD95L und Bubrte zu einem starkeren Verlust der
Zellviabilitat, was aber nicht durch die Zugabe von 10 uM -I¢ecverandert wurde. Die
CD95L/BV6/zVADNK Stimulation fihrte ebenfalls zu einem starken Verlust der Zellviabilitat. Dieser
Verlust der Zellviabilitdt nach CD95L/BV6/zMAIR Stimulation wurde durch die Zugabe von 10 pM
Neclsblockiert Zusatzlich zu Nets wurde GSK872 in HT29 Zellen getggtbbilduing 2b). GSK872
ist ein RIPK3 Inhibitor, der spiezch die Kinaseaktivitdton RIPK3 inhibiefR46], [247] Somit hate
eine kombinierte Stimulation mit GSK872 in HEIROS, die kein RIPK3 exprirégr, keinen Effekt auf
die Zellviabilitat (Anhan@). Die Zugabe von 10 uM GSK872 zur CD95L/BV6ABtimulationin
HT29 Zellenfiihrte nur zu einem kleinen Anstieg der Zellviabilif@bbildung 2b). Geringere
Konzentratioen von GSK872 hattekeinen Effekt auf den CD95L/BV6/z ik induzierten Verlust
der Zellviabilitat. Insgesamt flletNecls zu einem starkereWiederherstellen der Zellviabilitéls
GSK874Abbildung 2). Darausfolgend wurde weiterhin Ned&s verwendet, um die Spezifitat der
NekroptoseInduktion nachzuweisen, da Néds der effektivere Inhibitor in diesen Analysear.
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SUIT020 Zellenwaren hingegen resistener gegentber der CD95L/BV6/z\ADk Stimulation
verglichen mit HT29 Zell§Anhang 10a)Auch eine starkere BV6 Stimulation von 10 oder 20 pM flhrte
nur zu geringen Verlusten der Zellviabilitat(Anhang 10h) Interessanterweise flhet die
CD95IBV6/zVADBIMkK Stimulationzusammen mit 10 uM GSK872 Zellen zu einem stéarkeren Verlust der
Zellviabilitat(Anhang 10c)Ein Wiederherstellen der Zellviabilitétar nicht zu erkennen. Ahnliche
Effektewurdenauch in der Lungenkrebszelllinie AS#8:-hgewieseriAnhang 10d)

Die CD95L/BV6/zVAIhk Stimulation fiihrte auch zu einem Verlust der Zellviabilitat in Jurkat Zellen,
was aber vergleichbar war mit dem Zellviabilitdtsverlust nach CD95L Stimulation(aiteang 11)

Da Nekroptose CaspaSeaktivitditsunabhangig ausgelost wird, wurden Jw®8ko Zellen auch mit

den verschiedenesubstanzemehandelt. Die Jurka€8ko Zellenwarenresistenter gegeniiber dem
Verlust der Zellviabilitit nach CD95L, CD95L/BV6 sowie ABEVAEBmMkK Stimulation. Die
kombinierte Behandlung von CD95L und z\@&k in Jurkat Zellen flhrte zu einfast vollstandigen
Wiederherstellung der Zellviabilitat, wogegen zVik keinen Einfluss auf den CD9BHuzierten
Zellviabilitatsverlust in Jurk&8ko Zellenhatte (Anhang 11)Die Kombination von CD95L, BV6 und
Necls fuhrte zu einem starken Verlust der Zellviabilitdt in Jurkat Zellen, wahrend diese kombinierte
Stimulation in Jurka€C8ko Zellen die Zellviabilitat wiederherstelltDies zeigt, dassCD95L/BV6
Nekroptose in Jurka€8ko Zellen auslost wahrend Jurkat Zellen eher apoptotisdttnrchCD95L/BV6
starben. Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass eine CD95L/BVE&izARimulation

in den ausgewahlten Zelllinien zu einem Verlustddlviabilitat fihrte, wobei die Viabilitdt durch Nec

1s wiederhergestelkvurde.
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HT29
a EE S
I mm Medium
— 1 500 ng/ml CD95L
*kkk
Kok —|
S 100- ]
=
:3
® 50—
>
3
~N
0—
SuUMBVE - + - -+ +
50 uM zVAD-fmk - - + - + -+ o+
10 uM Nec-1s - - - + - + + +
b Bl Medium
HT29 B 10 uM GSK872
* mEm 3 puM GSK872
[ 1
< 100 . H h B 1M GSK872
& =3 0,5 uM GSK872
E 50 3 0,25 uM GSK872
-s kK
T 1 0,1 pM GSK872
~N
0 I lili .Illnl
1 1
DMSO - + - - - -
500 ng/ml CD95L - - + + + +
5 |.J.M BVE - - - + + +
50 uM zVAD-fmk - - - - + +
10 uM Nec-1s - +

Abbildung32: CD95L/BV6/zVAIDMkK Stimulation fiihrt zu Zellviabilitétsverlust in HT29 Zellen.

(a, b)HT29 Zellen wurdefur eine Stunde mis uM BV6, 50 uM zVAINnk vorgimuliert. Zur selben Zeit wurden die Zellen

mit 10 pM Neels (a) oder verschiedenen Konzentrationen GSK@)Xtimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen fur 23 h

mit 500 ng/ml CD95L stimulieie Zellviabilitat wurde mit da CellTiter Glg2.0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte
Zellen wurden als 100 % genommen und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung
von n=3 unabh&angigen Experimenteerden gezeigt. Statistiken wurden durchgefihmit einem ungepaarten ON®/AY
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 signifikantModifiziert nach[353].

RIPK1 ist einer der Hauptregulatoren und Aktivatoren des nekroptotischen Zelltods. Zellen, die kein
RIPKIexprimieren, sollten daher résent gegeniiber Nekroptosand Zellviabilitatsverlussein.Um

weiter zubestétigen dass die CD95L/BV6/zVAADK Stimulation zu Nekroptose fihrt, wurden Jurkat
RIPKZko Zellen mit dieseBubstanzemehandelt.Zun&chstvurdenJurkat Zellen und Jurk&lPKiko

Zellen mit verschiedenenoiizentrationen CD95L stimuliertim zu vergleichen ob beide Zelllinien
einen CD95Iinduzierte Zellviabilitdtsverlust zéan. JurkatRIPKiko Zellen waren sensitiver
gegeniuber CD95hduziertem Zellvialitatsverlust bei héheren Konzémtionen CD95L(Abbildung

33a). Bei geringeren CD95L Konzentrationsie 10 ng/mlwarenkeine Unterschiede zwischen Jurkat
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und JurkatRIPKZko Zellen zu erkenngi\bbildung 3b, Anhang 12a Auch die CD95L/BV6/z\VADk
Stimulation lie3 bei 10 ng/ml CD95L keine Unteiste erkennen. Im Kontrast dazvaren Jurkat
Zellen sensitiv gegentber einer 50 ng@id95L/BV6/zVADNk Stimulation, wahrend Jurkd&IPK&ko
Zellen resistentgegeniber demVerlust der Zellviabilitatwaren (Abbildung 3c, Anhang 12p
CD95L/BV6/zVADNk/Nec-1s Stimulation fihrte zu einem Bderherstellen der Zellviabilitat in Jurkat
Zellen, was darauf hines, dass Nekroptose ausgelastirde. zZVABmk stellte die Zellviabilitat in allen
Bedingungen in Jurk&IPKko Zellen her, was darauf himeg, dass e Caspas@bhéangiger Zelltod,
sprich Apoptose, ausgelosturde. Diese Ergebnisse zeggp, dass RIPK1 notwendig ist, um einen
CD95L/BV6/zVADNnk-induzierten  Zellviabilitdtsverlust  auszuldsen, der durch -MNec
wiederhergestellt werderkonnte. Daherwar davon auszugehen, dass eine CD95L/BV6/2{AD
Stimulation Nekroptose auslést.
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Abbildung33: JurkatRIPK1ko Zellensindresistentgegeniber CD95L/BV6/zVAIMk Stimulation.

(a) JurkatA3 und JurkatRIPKiko A3 Zellen wurden fur 24 h mit den angezeigten CD95L Konzentrationen stim(biec}.
JurkatA3 und JurkatRIPKZko A3 Zellenwurden flr eine Stunde mit 5 uM BV6, 50 pM z\W&xik und 10 pM Neels
vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 23 h I0ihg/ml (b) oder 50ng/ml (c) CD95L stimulierDie Zellviabilitat

wurde mit dem CellTiter GB2.0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen und alle
anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung ve® unabhéngigen Experimenteresden
gezeigt.Zur besseren Ubersicht sind hier nur CD95L stimulierte Bedingungen gezeigt. Die kompletten Daten mit Kontrollen
sind in Anhang 12 dargestelBtatistiken wurden durchgefiihrt mit einem ungepaarten QNEYANOVATest 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 ZellviabilitatsassagslochkeinegenaueAussage zu der Art des Zelltods getroffen werden
kann, sollte die Nekroptosdnduktion durch Untersuchungen mit dem bildgebenden
Durchflusszytometenachgewiesen werderDas bildgebende Durchflusszytometer bietet den Vorteil,
dass der ausgeltste Zelltod auch morphologisch eingeordnet werden kann. Insbesondere Apoptose
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und Nekroptose unterscheiden sich deutlich in ihrer Morpholagdapitel 1.2. und 1.3 Fir die
Analyserwurden HT29, Jurkat und JurkatPK1 mit CD95L/BV6/z\-&BK stimuliert und mit Annexin
V-FITC/PI gefarbt. Die gefarbten Zellen wurden nach negativen Zellen (lebendig), ArREKD
positiven Zellen (friih apoptotisch) und doppelt giv@n Zellen (spat apoptotisch, nekroptotisch)
aufgeteilt. Sowohl in HT29 Zellen als auch in Jurkat Zellede zeitabhangig ein Anstieg der doppelt
positiven Population nach CD95L/BV6/zMAIR Stimulation ermittelt (Abbildung 3a-f).
Interessanterweise wrde kaum ein Anstieg der AnnexXkFITQoositivenPopulationgemessenwas
einen Hinweis daraujal dass keine Apoptose ausgeliairde. Um auszuschliel3en, dass es sich bei
den doppelt positiven Zellen um apoptotische Zellen harg@urden die mikroskpischen Bilder des
bildgebenden Durchflusszytometers fir HT29 und Jurkat Zellen ausgewertet. Dort waren nach
CD95L/BV6/zVADNK Stimulation Zellen mit einer typischen nekroptotischen Morphologie
erkennen die durch ein Anschwellen des Zellkgrarkennkar durch das Pl Signalpwie durch ein
Anschwellen der Zellercharakterisiertwar (Abbildung &c, f). Eine CD95L/BV6/zVADK/Nec1s
Stimulation fuhrtehauptsachlictzu viablen Zellen und zkaum doppé positiven Zellen. Di&nzahl
viabler Zellerewischen CD95L/BV6/zVADk/Nec1s stimuliertenZellenund unstimulierten Zellen
war vergleichbar, was zeigt, dass Nekroptose in CD95L/BV6/M#ykBtimulierten Zellen ausgeldst
wurde (Abbildung 3a, b, d, e)Konsistent damitvar, dass eine CD95L/BV6/A¥-Ank Stimulation in
JurkatRIPKiko Zellen zu keinerlei Verlust der lebendigen Zellen und Anstieg der doppelt positiven
Zellenfuhrte (Abbildung 3g-i). Zusammengefasst induzierdie CD95L/BV6/zVAINK Stimulation
Nekroptose in den ausgewahlten Zelllim@giT29, SU020 und Jurkaf)wobei Nekroptose durctien
RIPK1 InhibitoNec1s inhibiertwurde.
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Abbildung34: CD95L/BV6/zVAIIMk Stimulationinduziert Nekroptose in RIPKRIPK3exprimierenden Zellen.

(a, b, d, e, g, hHT29(a, b) Jurkat282 (d, e)und JurkatRIPKiko A3 (g, h)Zellen wurden fir eine Stunde mit 5 uM BV6,
50uM zVADBmk und 10 pM Neds vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen fir aligegebenerzeitpunkte mit
500ng/ml CD95L stimuliert. Die Zellerurden mit AnnexifV-FITC und Pl gefarbt und im bildgebenden Durchflusszytometer
gemessen. Zellen wurden unterteilt in lebendige (negative), AnA&RET C positive (friih apoptotische) und doppelt positive
(nekroptotisch Zellen.(c, f, i)ReprasentativeBilder negativer und doppeltositiver Zellen werden dargestellt. Mittelwert
und Standardabweichung von n=3 unabh&ngigen Experimemézdengezeigt. Statistiken wurden durchgefiihrt mit einem
ungepaarten ONEBVAYANOVA Test mit einem post hoc Tukey Testeitfolgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001;

**p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant. Abkiirzungen: AVF AnekiT C, HF Hellfeld, Pl Propidiumioditbdifiziert nach
[353].
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3.2.2. pRIPKAP immunprazipitert das Nekrosom

Die genaue Zusammensetzung des CB®@&lzierten Nekrosoms stdl mittels quantitativer
Massenspektrometrie untersucht werdenJm jedoch die Stéchiometrie des Nekrosoms zu
untersuchen, muss eine Mdglichkeit gefunden werd#gams Nekrosonzuimmunprazipitieren. Hierfr
wurden verschiedene IPsler Kernkomponenten des Nekrosomsach CD95L/BV6/zVADkK
Stimulation in denzuvor ausgewahlte Zellliniendurchgefihrt Anhand dieser IPs soll ermittelt
werden, welche IP das aktive Nekrosanmunpréazipitiert und fur weitere Untersuchungen genutzt
werden kannZunachst wurde eine pRIPKAin HT29 Zellen und Jurkat/Jurkstko Zellen untersucht
(Abbildung 3, 36, Anhang 13) Die pRIPKIP immunprazipitierte in HT29 zeitabh&ngig einige
Kernkomponenten des Nekrosoms. Nach 2 bis 6 h Stundeden pRIPK1, RIPK1, FADD, Casfase
und cFLIP nachgewiesdibbildung 3). MLKL, pRIPK3 und RIRKBden nicht nachgewiesen, da
deren Massemit der schweren Kette des HRntikdrpers Uberlapp. Die Zugabe vomNec1s zur
CD95L/BV6/zVADBNK Stimulation blockte die IP der Nekrosomkomponenteniasieweder pRIPK1,
RIPK1, FADD, Caspésaoch eFLIP nach CD95L/BY@ADfmk/Nec-1s Stimulation detektiert.
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Abbildung35: pRIPKAPimmunprézipitiert Kernkomponenten des Nekrosoms.

(a, b)HT29 Zellen wurden firr eine Stunde mit 5 uM BV6, 50 uM 2kDund 10 uM Neds vorstimuliert. Im Anschluss
wurden die Zellen fur di@ngegebenerZeitpunkte mit 500 ng/ml CD95L stimulieggRIPKAP wurde mit antpRIPK1
durchgefiihrt. pRIPKIP wurde analsiert mittels Western Blot und den angegebenen Antikdrpern. Lysate sind rechts
dargestellt. Aktin ist die Ladekontrofiégr das Lysat. Eine représetitae pRIPKAP von n=3 wird gezeigt. Abklrzung: k.B. kurze
Belichtungszeit, |I.B. lange Belichtungszeit,Bad Kontrolle, IP Immunpréazipitatidviodifiziert nach{353].

Die pRIPKIP nach CD95L/BV6/zVADhk Stmulation in Jurkat Zellen fuhrtebenfallszu einerIP
einiger Komponentendes Nekrosoms. Bsurden pRIPK1RIPK1, FADD, Casp&s€l0 und eFLIP
detektiert (Abbildung 8a, Anhang 13)Eine pRIPK1 IP in Jurkdko Zellenimmunprazipitierte
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ebenfallspRIK1, RIPK1, FADD, CasgH3aind eFLIP(Abbildung 8a, Anhang 13)Da Nekroptose
Caspaseunabhangicqausgeltst wird und Caspa8eAktivitat Nekroptose blockt, war zu erwarten, dass
in JurkatC8ko mehr Nekrosom gebildet wird, als in Jurkat Zellen. igsle in der pRIPKIP von
Jurkat und Jurka€8ko Zellen nachgewiesen. Bsar mehr pRIPK1, RIPK1, FADD weI®s zu
erkennen in CD95L/BV6/zVAIDkK stimulierten JurkaC8ko Zellerals in Jurkat Zellen

In JurkatRIPKZ&ko Zellen wurden nach CD95L/BV8YADfmk Stimulation in der pRIPKE
erwartungsgemalikeine Komponenten des Nekrosoms nachgewieg@bbildung 8b). Diese
Ergebnisseeigen, dass die pRIPKRgenutzt werden kann, um ddsekrosom in den ausgewé&hlten
Zelllinienzuimmunprazipitieren
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8. wt | wt | wt |ko | ko Jko wt fwt ko [ko|RIPK1
Jurkat Jurkat-C8-ko — - T=1-T+15 uNi BVG
o — =1 - 1>uMBVE T T 115150 uM 2VAD-fmk
-+ - - | + ] - | 50uM zVAD-fmk kDa [ -+ 1BK] - |+ BK =1 1+1500 ng/ml CD95L [5 h]
kDa| - | + | BK - | + | Bk 500 ng/ml CD95L [5 h] 78 l€ pRIPK1k.B.
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27 ==  |€ FADD 271 = 888 « /0D -
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43/41 = _S_5 [&pi3/a1
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SR e —— PRYS T[4 55 B e cFLIP,
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47/431 & - € p47/43
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Abbildung36: Keine Nekrosomformierung in Jurk&IPK1ko Zellen.

(a, b)Jurkat282und JurkatC8ko A3 (a) und JurkatA3 und JurkatRIPH-ko A3 (b) Zellen wurden fiir eine Stunde mit 5 uM
BV6und 50 uM zVABmMk vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen5in mit 500 ng/ml CD95L stimulierpRIPKAP
wurde mit antipRIPK1 durchgefiihrt. pRIRKLwurde mittels Western Blot und den angegebenen Antikdrpgeralysiert
Lysatevon (a) sind im Anhag 13 dargestellt. Eine représentative pRIFPIRlvon n=3 wird gezeigt. Abklrzung: k.B. kurze
Belichtungszeit, I.B. lange Belichtungszeit, BK Bead Kontrolle, IP Immunprazipiatitfiziert nach{353].

Zusatzlich zur pRIPHR wurden auch weitere IPs getestet, um das Nekrosomsatieren Weitere
Bestandteile des Nekrosoms sind pRIPK3, RIPK3 und MLIEls pRIPK3RIPK3und MLKHEPs sollte
Uberprift werden, ob das Nekrosom auch Uber diesad®igertwerdenkonnte.

Die RIPK®P in HT29 Zellen nach CD95L/BV6/z2{MoStimulation flhrte zu eindiPvon Caspas8
und dessen Spaltprodukte, sowie eirl® von ¢FLIP und FAD@nhang 14a)Allerdings zeigt die
RIPK3dP nur schwache Signale diesdlekrosomkomponenten Eine Immungprazipitation des
Nekrosomkernproteins RIPK1 oder pRIPK1 war nicht moglich. Ahnliche Ergebnisse konnten mit einer
pPRIPK3P in HT2Zellen nach CD95L/BV6/z\AADK Stimulation erzielt werdefAnhang 14a)Zwar
konnte mit der pRIPKBP pRIPK1 nachgewiesen werden, sowie starkere Signale von Cspa&tP
und FADD, allerdings war die Qualitat diesexliBr ungenliigendda die Signaleher schwachvaren
Eine pRIPKB in SUFD20 Zellenmmunprazipitierte ebenfalls pRIPKEFEIP, FADD und RIPK1, aber
keine Caspas& (Anhang 14h)Auch in Jurkat und Jurk&Bko Zellen flhrte ein pRIPKB nicht zu
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einer klaren IP des Nekrosorffnhangl5). Zwar konnten FADD und Casp8ssachgewiesen werden,
aber keine eindeutigen pRIPK1 oder RIPK1 Signale.

In allen RIPK3ind pRIPK3Ps konnteauRerdemweder MLKL noch pRIPK3 oder RIPK3 nachgewiesen
werden, da dieMasse dieser Proteine mit deiMasse der schweren Kette de$P-Antikorpers
Uberlapgen. Zusammengefasst eignete sich die pRIPK8der RIPKBP nicht zur stabilen IP des
Nekrosoms, da die Qualitat der Antikorper nicht ausreichwad

Die MLKUP in HT29 Zellen nach CD95L/BV6/z¥AIbStimuation immunpréazipitierte pRIPK EADD,
Caspaseé p43/41 und €-LIPL p43, allerdings nur schwach und nicht eindéatipang 16a)Diese
Ergebnissavarenvergleichbar mit derkErgebnisselin Jurkat und JurkaE8ko Zellen(Anhang 16h)
Der MLKL Antikorpewar nicht effektiv genug und somit nicht optimal, um das Nekrosom zu
immunprazipitieren. Wie auch in RIPK3und pRIPK3Ps, Uberlapm zusatzlich dieMasse der
Zielproteine mit deMasseder schweren Kette des Antikdrpemesgesamt eignetsich auch die MLKL
IPnicht dazu das Neosom zummunprazipitieren

Da weder pRIPK3RIPK3 noch MLHRs sich dazu eigten das Nekrosom zimmunprazipitieren
wurden [IPs weiterer Nekrosombestandteile durchgefihBine FADBP immunprazipitierte
zeitabhangig pRIPK1 nach 2 bis 5 h nach CD95L/BV6/&ABtimulation in HT29 Zellen, sowie RIPK1,
Caspas@ und eFLIRAbbildung 3a). Wie schon zuvor konnten MLKL, pRIPK3 und RIPK3 nicht in der
FADDIP nachgewiesen werden. Eine Zugabe vonl$enur CD95L/BYzVADfmMkK Stimulationflhrte

zu einer Inhibition der Phosphorylierung von RIPK1. pRIPKsowitmicht zu detektieren in der FABD
IP. Allerdings konnte-ELIP, Caspaszund RIPK1 in CD95L/BV6/zMAR/Nec1s stimulierten HT29
Zellen nachgewiesen werde(Abbildung 3Ja). Dies zeigt, dass die FADIP® das Nekrosom
immunprazipitierte, allerdings auch weitere Kompleneben dem Nekrosom, sowie auch das durch
Nec1s inaktive Nekrosom

Eine eFLIPIP von HT29 Zellen nach CD95L/BV6/ziDStimulationimmunprézipitierte ebenfalls
nach 2 bis 5 heinige Kernkomponenten des Nekrosoms, pRIPK1, RIPK1, Cd&spase FADD
(Abbildung 3b). Wie schon zuvdestgestellt wurde konnten pRIPK3, RIPK3 und Mlgkkenfallsnicht

in der cFLIPIP nachgewiesen werdertine CD95L/BV6/zVADNk/Nec1s Stimulation fuhe, wie
schon in der FADIP, zu einer Inhibition von pRIPK1, wahrend ab#irkereRIPK1, Caspaseund
FADDSignaledetektiert wurden. Somitimmunprazipitierte die ¢FLIPIP &hnliche Komplexe wie die
FADDBIP zuvo.

Insgesamt eignetsich zur stabilen IP des Nekrosoms die pRIPKila é~LIPIP und FADEP auch
andere Komplexammunprazipitieten. Die Qualitat der RIPK3pRIPK3und MLKHP war nicht
genigend, um eine gute IP des Nekrosoms zu gewahrleistenzlcis&ann eine MLKIP auch MLKL
immunprazipitieren, welches nicht langer im Nekrosomkomplex ist, sondern bereits zur Zellmembran
transloziert. Somit ist die pRIP¥R die sicherste Methode ziPdes Nekrosoms.
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Abbildung37: Kernkomponenten des Nekrosomwerden mittels ¢FLIP und FADIP immunprazipitiert

(a, b)HT29 Zellen wurden fir eine Stunde mit 5 uM BV6, 50 uM Fakund 10 uM Neds vorstimuliert. Im Anschluss
wurden die Zellen fur diangegebenerZeitpunkte mit 500 ng/ml CD95L stimulieRADEIP (a) und ¢FLIPIP (b) wurden
jeweils mit antiFADD und ani-FLIP durchgefiihrt. IPs wurden mittels Western Blot und den angegebenen Antikérpern
analysiert Lysate sind rechts dargestellt. Aktin ist dielékontrolle fur das Lysat. Eine reprasentative IP von n=3 wird gezeigt.
Abkiirzung: k.B. kurze Belichtungszeit, I.B. lange Belichtungszeit, BK Bead Kontrolle, IP Immunprahfutifiviert nach
[353].

3.2.3. RIPK1 ist der Hauptbestandteil des Nekrosoms

Die Erkenntnisse aus den vorherigen IPs in HT29 Zellen nach CD95L/BM6ik\&iDulation wurden
genutzt, umdie Zusammensetzung des Nekrosoms zu untersuchen. Das Nekrosom sollte mittel
guantitativer und qualitativer Massenspektrometrie untersucht werden. Zunachst wurde eine
gualitative Massenspektrometri@ Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Thilo K&hne (Innere ex@ntelle
Medizin OvGl nach pRIPK1FADDund c¢FLIPIP durchgefiihrt, um zu erkennen, ob auch in der
Massenspektrometrie die Komponenten des Nekrosoms nachgewiesen werden k{higitdung
38). In Abbildung 38 ist die qualitative Massenspektrometiégestellt, wobei die dunklere Farbung
mehr Protein anzeigt. Die Reihenfolge der aufgezeigten Proteine entspricht der immunprazipitierten
Menge der Proteine, sprich umso mehr Proteine nachgewiesen wurde, umso weiter stehen diese oben.
Alledrei IPs fuhrta zu einerlPvon Caspas8 und RIPK({Abbildung 38, rote SchrifttADD und RIPK3
konnten vor allem nach FAEIB nachgewiesen werdefAbbildung 38, rote SchriftDiese Daten
zeigen auch, dass mehr RIPK1 als RIPK3 detektiert werden kamkennbar durb die dunklere
Farbung bei RIPK1 als RIPKBb{ldung 38 Dass die IP von RIPK1, RIPK3, Ca$pase FADD
spezifisch ist, zeigtdie Beadkontrolle, in der keinglieser Proteine &nhden.Neben dieserProteinen
konnten hauptsachlich das DNAteragierendeProtein NONOdas StrukturproteirACTEBetaAktin)
und das Aktin interagierende MotelProteinMYH8gezeigtwerden, diese wurden aber auch stark in
der Beadkontrolle nachgewiesen, was zejglass diese unspezifiscarfalen[365], [366], [367], [368],
[369], [370]
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Abbildung 38 Qualitative Massenspektrometrie nach FAEDB, cFLIPIP und pRIPKIP zeigt Komponenten des
Nekrosoms.

HT29 Zellewvurden fiir eine Stunde mit 5 uM B\fid 50 uM zVABmMK vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen fur
5h mit 500 ng/ml CD95L stimulieppRIPKAP, FADBP und e~LIPIP wurden jeweils mit ardRIPK1, andrADD und ani-
FLIP durchgefuhrt IPs wurden mittels qualitativer Massenspektrometranalysiert und Heatmap ist dargestellt.
Massenspektrometrie und Analyse wurden von Prof. Dr. Thilo Kdhnere experimentelle Medizin, OvGarchgefiihrt.
Inrot sind Komponenten des Nekrosoms gezafgerte vonn=5 (¢FLIPIP, pRIPKIP) oder n=2 (FADIP)IPswird gezeigt.
Abklrzung: IP ImmunpréazipitatioModifiziert nach353].

Um genaue Aussagen Uber die Stochiometrie des Nekrosoms zu geben, wurde miPAQiIdAnfUr

RIPK1 und RIPKSne quantitative Massenspektrometrie durchgefiihRie Massenspektrometrie
wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dithilo K&hne (Innere experimentelle MediziovGl)
durchgefihrt. Die Nutzung von AQUA Peptiden erlaubt es Aussagen Uber die Stéchiometrie von
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Komplexen zu machefl48], [359] Die quantitative Massespektrometrie wurde nach pRIPK1
FADD, GFLIP und MLKP nach CD95L/BV6/zVADk Stimulation in HT29 Zellen durchgefiihrt
(Abbildung 3, 40. Hervorzuheberwar, dasdn allen vier IPs mehr RIPK1 als RIPK3 gemesseée.

Vor allem in der pRIPKR, die mch den vorherigen Ergebnissen die beste Moéglichdagistellte, das
Nekrosom zummunprézipitierenwurde mehr RIPK1 als RIPK3 nachgewiéadibildung 3a, 40).

Nicht nurin ¢FLIPIP und FADIPwurde mehr RIPK1 als RIPK3 im CD95L/BV6/£Wkinduzierten
Nekrosom gezeigtAbbildung 3b, c¢,40), sondernauch in der MLKIP wurde mehr RIPK1 als RIPK3
ermittelt, obwohl, wie bereits zuvor erklart, MLK&ich auch abseits des Nekrosomi seiner
Translokation zur Zellmembrdmefinden kann(Abbildung 3d). Diese Eigenschaft der ML-K.und
auch das €LIPIP und FADIP, die nicht nur das Nekrosom, sondern auch andere Komplexe
immunprazipitieten, erklart die unterschiedlichen quantitativen Werte und Verhaltnisse der
Massenspektrometrie. Insgesamvar aber lonsistent, dass mehr RIPK1 als RIPK3 am Neknyaom
Dieswurde vor allem auch deutlich wenn das Verhaltnis zwischen RIPK1 zu einem RIPK3 Protein
betrachtet wird, da auch dort eindeutig mehr RIPK1 als RIPK3 am -@id@5ierten Nekrogm
nachgewiesen werdekonnte (Abbildung 40).
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Abbildung39: Quantitative Massenspektrometrie zeigt mehr RIPK1 als RIPK3 nach pRIPXQD, ¢FLIPund MLKHP.
(a-d) HT29 Zellen wurden fur eine Stunde mit 5 pM BV6 und 50 pM ZMiDorstimuliet. Im Anschluss wurden die Zellen

fur 5 h(a-c) oder 6 h(d) mit 500 ng/ml CD95L stimuliert. pRIPKRL FADBP, eFLIPIP und MLKIP wurden jeweils mit anti

pRIPK1, arfrADD, antc-FLIP und arfMLKL durchgefiihrt. IPs wurden analysiert mittlantitativerMassenspektrometrie

mit AQUA PeptidenMassenspektrometrie und Analyse wurden von Prof. Dr. Thilo Ké&hnere experimentelle Medizin,
OvGUyurchgefiihrt Werte von n5 (a, b) oder n=2(c,d) IPswerdengezeigtBoxplots zeigen die Verteilgrder Dagn 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 voamteren und oberen Quartil bis zum Hachen IQR erstrecken. Punkte aul3dbhder

Whisker gelten als Ausreier urvderden als einzelne Punkte dargestelliagramme wurden von DNikita Ivanisenko

erstellt. Abklirzung: IP ImmunprazipitatioModifiziert nach353].
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Abbildung40: Verhaltnis von RIPK1 zu einem RIPK3 zeigt mehr RIPK1 in pFAPKRADEP und eFLIPIP.
DieWerteder stimulierten IPs und anschlieBender quantitativer Massenspektromatisébbildung ® wurden genutzt, um

das Verhaltnis von RiR zu einem RIPK3 darzustellBoxplots zeigen die Verteilung der Batanhand des Medians (zentrale
Linie), des Interquaitsabstands (IQR; die Boxgrenzen stellen das erste und dritte Quartil, Q1 und R dlaer Whisker,
die sich vomunteren und oberen Quartil bis zum ¥&chen IQR erstrecken. Punkte auerhddy Whisker gelten als
AusreiRer undverden als einzelne Pilte dargestelltDiagramme wurden von DNikita Ivanisenko erstelliAbkiirzung: IP
Immunpréazipitation Modifiziert nach[353].

Da nun nachgewiesen wag, dass mehr RIPK1 als RIPKBl@krosom zu finden ist, wurde mit den
pRIPK4 FADB cFLIP und MLKHPs auch Uber quantitativer Massenspektrometridgt AUQA
Peptiden die anderen KernkomponentefFADD, Caspa$e und cFLIP)des Nekrosomsnach
CD95L/BV6/zVADBNK Stimulation quantifiziert. In der pRIPKIP nach CD95L/BV6/zVADK
Stimulation in HT29 Zellewurde auch weniger FADD als RIPK1 nachgewiéabbildung 4a).
Caspas@ wurde vergleichbarzu RIPK1 nach der quantitativendglsenspektrometrie nachgewiesen
c-FLIRvar ebenfalls deutlich weniger am Nekrosarach pRIPKIP.

Nach der é~LIPIP in CD95L/BV6/zVAMK stimulierten HT29 Zellen wurde eine vergleichbare Menge
RIPK1 und FADD gemess$@bbildung 4b). Da aber die-€LIPIP nicht nur das in CD95L/BV6/zVAD
fmk-induzierte Nekrosomimmunprazipitierte, sondern auch weitere Komplexén deren c-FLIP
involviertist, immunprazipitierte, konnteaus der eFLIPIP nicht auf die Stéchiometrie d&ekrosoms
geschlossen werdeffAbbildung 37h)

Die quantitative Massenspektrometrie nach FAIPDin CD95L/BV6/zVADK stimulierten HT29
Zellen zeigte ebenfalls wenigeftIP als RIPKAbbildung 4c). FADD war das am meistabundante
Protein in der FADIP, was damit zu erklarewar, dass die FADIP auch FADD aul3erhalb des
Nekrosomsmmunprézipitierte. Auch die FADIP konnte nicht dafir genutzt werden, tiefer gehende
Aussagen uber das Nekrosom zu treffela zuvor gezeigt wurde, dasuch die FADIP andere
Komplexe immunprazipitierte (Abbildung 37a)

In der MLKiLPwurde erneut RIPK1 aldassam meisten vorkommendBrotein nachgewiesefedoch
auch FADD und Casp&a&kamenin vergleichbaren Mengen v@Abbildung 4d). Insgesamt abewar
die Konzentration deutlich geringer als in den anderen IPs, wasezalgss MLKL nicht mehr
vollstdndig am Nekrosomvar und die MLKALP nicht das komplette Nekrosoimmunprézipitierte.
Demnach und aus den vorherigen Ergebnisgabyermutlich diepRIPKAP die beste Mdglichkeit das
Nekrosom zu immunprazipitieren. Dalvear den Ergebnissen nach dieser IP am meisten zu vertrauen,
wonach RIPK@assam meisten vorkommende Protein im Nekrosom ist, gefolgt von Cashasas
demnach auch ein Hauptbestatedl des Nekrosoms ist. RIPK&FIdP und FADkamenin geringeren
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Mengen am Nekrosom vor. Dennochtiten alle IPs gemesam dass mehr RIRKls RIP&am CD95L
induzierten Nekrosom nachgewiesen wurde.
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Abbildung41: RIPK1 ist daam meisten vorkommenddProtein im Nekrosom.

(a-d) HT29 Zellemvurden flr eine Stunde mit 5 uM BW@d 50 uM zVABmMk vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen

fur 5 h(a-c) oder 6 h(d) mit 500 ng/ml CD95L stimulienpRIPKAP, FADBP, ¢FLIPIP und MLKALP wurden jeweils mit anti

pRIPK1, arfrADD, antc-FLIP und arfMLKL durchgefiihrt. IPs wurden analysiert mittglantitativerMassenspektrometrie

mit AQUA Peptiden. Werte von 5€a, b) oder n=2(c, d) IPswerdengezeigt Massenspktrometrie und Analyse wurden von

Prd. Dr. Thilo Kéhnéinnere experimentelle Medizin, OvGtlrchgefiihrt Boxplots zeigen die Verteilung der Batanhand

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 voamteren und oberen Quartil bis zum Hachen IQR erstrecken. Punkte aul3erhady
Whisker gelten als Ausreier underden als einzelne Punkte dargestelliagramme wurden von DNikita Ivanisenko
erstellt. Abklrzung: IP Immunprazipitatio@8 Caspasg CF €-LIP Modifiziert nacH353].

3.2.4. Die Typ Il Interaktiosseite der DD von FADD und RIPKles$enzielfir dessen Interaktion

Das Nekrosom formiert sich aus RIPK1, RIPK3, FADRIP, ctnd &pase8. Zuvor konnte nachgewiesen
werden,dass RIPK1 der Hauptbestandtieis CD95induzierte Nekrosoms igAbbildung 39)Um das
CD95tlinduzierte Nekrosom tiefergehend zu verstehen, sollten die Interaktionen von RIPK1 im
Nekro®om untersucht werden. InNekrosom interagierRIPK1 nicht nur mit RIPK3 tber die RHIM
Domane, sondern auch mit FADD uber-ID@raktionen[211], [215] DDDD Interaktionen werden,

wie auch DEIDED Interaktionen, durch Typ I, Typ Il und TypDIhteraktionsoberflachen vermittelt

[31]. Um zu analysieren welche dieser Interaktionsoberflactessenziellfir die FADERIPK1
Interaktion sind, wurde i@ Computetbasiertes Modemmittels AlphaFold2/3n Kooperation mitDr.

Nikita lvanisenkaintersucht[353]. Nach diesenModell formt die FADD llb Interaktionsoberdiie

eine heterotypischdnteraktion mit der RIPK1 DD lla Interaktionsoberflache. Sschigintdie Typ |l
DDInteraktionsoberflache deessenzie# Bestandteifiir die DDDD Interaktion zwischen FADD und
RIPKZzu sein[353]. Umdasexperimentell zu Gberpri@n, wurden Interaktionsmutationen in die Typ

I DDInteraktionsoberflache der DD von FADD und RIPK1 eingeflibgeumfassen Mutationen in

FADD L172D/D175R/L176S, genannt FARS und~ADDM170A/L172D/D175R/L176N, mennt
FADDADRN sowie in RIPK1 M637841D, genannt RIPK1 ADiese Typ IDDInteraktionsmutanten
sowie FADD wt oder RIPK1 wt wurdeweilsin HeLaFADDBko-RIPK3JurkatFADDko, HeLaRIPK41
ko-RIPK3und JurkatRIPKko exprimiert. Die HeL&FADDBko-RIPK3 Zellen exprimten RIPK3 durch

die Zugabe von 4HT (Anhathg).

Nun sollte weiter herausgefunden werden, welchen Einfluss die Typ Il DD Interaktionsmutanten auf
die CD95linduzierte Nekroptose hat. TheoretiscBollte nach dem Computermodelleine
Unterbrechung der Typ Il DD Interaktion zwischen RIPK1 und FADD zu einer Inhibierung der
Nekroptose flhren. Dies sollte nun experimentell verifiziert werddm. zu untersuchen, wie die Typ

Il DD Interaktionsmutanten auf die CD95L/BV6/z\lk-induziete Nekroptose reagieren, wurden

die Typ Il DD Interaktionsmutanten in den jeweiligen Zellmodellen exprimiert und die Zellviabilitét,
sowie diePhosphorylierungemon RIPK1 und MLKL untersuchirkatFADDBko Zellen und HeBADD
ko-RIPK3 Zellewaren resigent gegenuber CD95L und CD95L/BV6/z¥AB Stimulation, wéhrend

auch hier eine R&pression von FADD wt zu einem Verlust der Zellviabilitdt nach diesen Stimulationen
fuhrte (Abbildung 2, Anhang 18). Die Zugabe von Neks zur CD95L/BV6/zVADkK Stimulaion

stellte die Zellviabilitdt wieder heiZellen, die die Typ Il OBteraktionsmutanten exprimig¢en, waren
hingegen resistent gegeniber CD9%ind CD95L/BV6/zVAIMk-induziertem Zellviabilitatsverlusts
(Abbildung 2, Anhang 18). Somit wurde gezeigt, das die Zellen, die dieTyp Il DD
Interaktionsmutanten von FADEXprimierten resistentwarengegeniber dem CD95L/BV6/z\Afkibk-
induzierten Zellviabilitatsverlusts und damit vermutlich auch gegentber der Nekroptose. Dass
Nekroptose ausgeldst wurde, zetgtas Wiederherstellen der Zellviabilitat nach Nes Stimulation in
FADDwt exprimierenden Zellen.

Dass Nekroptose durch FADD Typ |l DD Interaktionsmutanten gebode, zeige, dass die Typ Il

DD Interaktion elementar ist im Nekrosom. Diie§ aber aucldie Frage aufkommen, ob die Typ Il DD
Interaktion nicht auch eine Rolle in der Apoptose spielt. Daher wurde untersucht, inwieweit eine CD95L
Stimulation einen Einfluss auf den FADD ko und deExpeession von FADD und den Typ Il DD
Interaktionsmutanten hia Dafir wurden zun&chst JurkBADDBko Zellen mit CD95L stimuliert und die
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Caspase&/7 Aktivitat wurde untersucht. Jurkd&&ADDBko Zellenwaren resistent gegeniber CD95L
induzierter Caspas®/7 Aktivitat, wahrend eine RExpression von FADD wt zu einem thsgsder
Caspas&/7 Aktivitat nach CD95L filhrte (Anhang 18b). Die Typ Il DD Interaktionsmutanten hingegen
blockerten vollstéandig die CD95hduzierte Caspas®/7 Aktivitat, was zeigt, dass die Typ DD
Interaktion der DD auch notwendigt fur die Apopose-Induktion (Anhang 18b)Somit sind gleiche
Interaktionsseiten in unterschiedlichen Komplexen notwendig, um die jeweiligen Komplexe zu bilden
und PCD auszulosebieser Ansatz muss aber in zuklnftigen Studien detaillierter betrachtet werden.

a Hela-FADD-ko-RIPK3 b Hela-FADD-ko-RIPK3 ,
o | q
= 100 Ty — 100 n~mm
X ’_‘ EEm untransfiziert X
o _H
B Em pcDNA3 =
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® 50 == FADD wt = 50
2 2
3 =1 FADD DRS i
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Abbildung42: FADD Typ DDInteraktionsmutanten blockieren CD95L/BV6/zVADKk-induzierte Nekroptose.

(a-c) HeLaFADDBKko-RIPK3a, b)und Jurkat-FADDBko A3 (c) Zellen wurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 48 h
(a,b) oder 24 h(c)nach Transfektion wurden die Zellen fiir eine Stumie5 pM BV&ind 50 pM zVABmMk vorstimuliert. Im
Anschluss wurden die Zellenit 1000 ng/mlCD95Lfir 7 h (a) oder 23 h(b) oder 23 h mit 50 ng/ml CD9]E) stimuliert.
Reprasentative Transfektionskontrolle von n=3 vda, b) ist in Abbildung 2 zu sehen, diereprasentative
Transfektionskontrolle von n=3 f{)ist neben dem Diagramm dargestelltie Zellviabilitat wurde mit dem CellTiter GO
Assay (Promega) gemessaJnstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen und alle anderen Werte wurden darauf
normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhangigen Experimenéedew gezeigt. Statistiken wurden
durchgefiihrt mit einem ungepaarten ONEAYANOVA Test mieinem post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten:
**xp < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikakodifiziert nach353].

Da Zellviabilitatsassays nur einen Hinweis durch den Einsatz von Inhibitoia Auf einegotenziell
ausgelosten Zelltaxlgeben kénnenmuss die Art des Zelltoddurch andere Versuche verifiziert
werden. Daher wurden im WeitereHeLaFADDBwt-RIPK3, HeLBADBDRSRIPK3 und HellADD
ADRNRIPK3 mit CD95L/BV6/z\:ibk stimuliert und die Phosphorylierung von RIPK1 und MLKL im
Western Blot untersuchtum zu Uberpruferob die Typ Il DD Interaktionsmutanten wirklich einen
Einfluss auf die Nekroptodeduktion haben Die Stimulation vonHeLaFADDwt-RIPK3 mit
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CD95L/BV6/zVADNK induzierte die Phosphorylierungen vé&iPK1 und MLKL nach 3Abbildung

43). Die CD95L/BV6/zVAMkK Stimulationvon Zellen, die did@yp IIDDInteraktionsmutanten FADD
DR3und FADBADRNexprimieten, zeigten hingegen keinerlei pRIPK1 und pMLKLkamasistentwar

mit der zuvor gezeigten Inhibition des nekroptotischen Zellviabilitatsverlddibilduing 42). Damit

konnte nachgewiesen werden, dass die Induktion von Nekroptose in Typ Il DD Interaktionsmutanten
blockiertwar. Dies wurde gezeigt durch Zellviabilitatsassays und der Phosphorylierung von RIPK1 und
MLKL, was ein deutliches AnzeichenNigkrogose-Induktionist.

a b
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Abbildung43: FADD Typ DDDInteraktionsmutantenexprimierende Zellerzeigen keindPhosphorylierung von RIPK1 und
MLKL nach CD95L/BV6/zVAm@K Stimulation.

(a, b)HeLaFADDBko-RIPK3vurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fir
eine Stundemit 5 uM BV&nd50 uM zVABmK vorstimuliert. Im Anschluss wurden die Zelheih 1000 ng/ml oder 500ng/ml
CD95Lfur die angegebenen Zeitpunkteimsiuliert. Zelllysate wurden im Western Blot mit den angegebenen Antikdrpern
untersucht. Aktin ist die Ladekontrolle. &id einreprasentative Western Blot vom=3 Western Blots gezeigtbkurzungen:

wt Wildtyp, g pcDNA3Modifiziert nach[353].

Bisher wurden FADD Typ Il DD Interaktionsmutanten untetswidch es sollte auch untersucht
werden, ob RIPK1 Typ DD Interaktionsmutantereinen ahnlichen Einfluss haben, da die Frage
besteht, ob auch die Typ Il DD Interaktion von RIPK1 elementar ist fiir die Induktion von Nekroptose.
Daher wurde & d@hnlicher Ansatz wie mit den FADD TypDlinteraktionrsmutanten awch mit den

RIPK1 Typ DDInteraktionsmutanten durchgefuhrteLaRIPKko-RIPK3 und Jurk#&IPKko Zellen

waren sensitiv gegentiber CD98iduziertem Zellviabilitatsverlustledochwaren HeLaRIPKZko-

RIPK3 und Jurk&IPKXko Zellerresistent gegentibedem Zellviabilitatsverlust nagkiner Stimulation

mit CD95L/BV6/zV ANk (Abbildung 33, 44). Dies lasst sich dadurch begriinden, dass diese Zellen mit
einem RIPK1 ko keine Nekroptose induzierten konnen, da ein Auslésen von Nekroptose die
Kinaseaktivitdt vorRIPK1 bendtigtEine CD95L/BV6/zVAMDK Stimulation in Hel-RIPKwt-RIPK3

und JurkatRIPKawt Zellen fuhrte zu einem deutliem Verlust der Zellviabilitat, welches geblockt
wurde durch Neds StimulationHeLaRIPKIAD-RIPK3 und Jurk&IPK1AD hingegemvarenresistent
gegeniuber denCD95L/BV6/zVADNk-induzierten ZellviabilitatsverlusGomit gibt das einen Hinweis
darauf, dass auch die Typ Il DD Interaktion von RIPK1 notwendig ist, um Nekroptose auszuldsen,
allerdings gibt ein Zellviabilitatsassay keimemreichenden Beweis fir diese Aussage.

-107-



Ergebnisse
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Abbildung44: RIPK1 Typ DDInteraktionsmutanten blockieren CD95L/BV6/zVAink-induzierte Nekroptose.

(a-c) HeLaRIPKXko-RIPK3a, b)und JurkatRIPKiko A3 (c) Zellen wurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 48 h

(a, b)oder 24 h(c)nach Transfektion wurden die Zellen fir eine Stumie5 pM BV&ind 50 pM zVABmK vorstimuliert. Im
Anschluss wurden die Zellemt 1000 ng/ml CD95fiir 7 h(a) oder 23h (b) oder mit 50 ng/ml CD95fiir 23 h(c) stimuliert.
Repréasentative Transfektionskontrolle von n=3 vda, b) ist in Abbildung 4 zu sehen, diereprasentative
Transfektionskontrolle von n=3 f{)ist neben dem Diagramm dargestellie Zellviabilitdt wrde mit dem CellTiter G&.0

Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen und alle anderen Werte wurden darauf
normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhangigen Experimen&edew gezeigt. Statistiken wurden
durchgefiihrt mit einem ungepaarten ONEAYANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten:
*+n < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikaMiodifiziert nach[353].

Da wie zuvor erwahnt der Zellviabilitatsassay nur einen Hinweis auf die @1083lerte Nekroptose
gibt, sollten diese Ausge nun durch das Uberpriifen von pRIPK1 und pMil&lZeichen von
Nekroptoselnduktion verifiziert werden.HeLaRIPKdwt-RIPK3 Zellerdie mit CD95L/BV6/zV ANk
stimuliert wurden, zeigtepMLKL und pRIPK&ch 3 h (Abbildung3. In HeLeRIPKIAD-RIPK3 Zken
wurde hingegen kein pRIPK1 und pMldach CD95L/BV6/zVADK Stimulatiomnachgewiesen. Diese
Ergebnissewaren konsisten mit den Zellviabilitdtsassays und zeigt dass in den Typ DD
Interaktionsmutanten keine Nekroptose ausgeldst werden kalDaraus ist zu schliel3edass die Typ

Il DDInteraktionender DBvon FADD und RIPE4senzielsingd, fir deren Interaktion untNekroptose
Induktion
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Abbildung45: RIPK1 Typ DD Interaktionsmutantenexprimierende Zellerfihren zu keiner Phosphorylierung von RIPK1
und MLKL nach CD95L/BV6/zVADK Stimulation.

(a, b)HeLaRIPK%ko-RIPK3vurden mit den angezeigten Plasmiden transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fur
eine Stundemit 5 pM BV6und 50 pM zVABmk vastimuliert. Im Anschluss wurden die Zellerit 1000 oder 500ng/ml
CD95Lfur die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. Zelllysate wurden im Western Blot mit den angegebenen Antikdrpern
untersucht. Aktin ist die LadekontrollEs wird ein représentativé¥/estern Blot von n=3 Western Blots gezeidikiirzungen:

wt Wildtyp, g pRP Modifiziert nach[353].

Zusamnengefasst wurde in diesem Teil der Arbeit erstmddig CD95induzierte Nekrosom detailliert
untersucht. Anhand dieser Analysen wurde RIPK1 als das Hauptbestandteil desndDggkten
Nekrosoms erkannt, wahrend RIPK3 in deutlich geringeren Mengen 861-@0uzierten Nekrosom

ist. Dies spricht fur eine Oligomerisierung von RIPK1 im Nekrosom. RIPK1 und FADD interagieren durch
DDDD Interaktionen. Mittels Typ Il DD Interaktionsmutanten konnte erstmalig die Bedeutung der Typ

II DD Interaktion im CD93\ekiosom erkannt werden, da eine Mutation in der Typ Il DD
Interaktionsoberflache zu einer Inhibierung von Nekroptose fihrt.

3.3. Kombinationsbehandlungen in pankreatischen Tumorzellen

Die Ergebnisse, die in diesem Kapitel dargessati,k, wurden in der Publikatiof®harmacological
targeting of caspas&/c-FLIPheterodimer enhances complex Il assembly and elimination of pancreatic
cancer cellson Koniget al. 2024 inCommunicatios Biologypubliziert[355].

Bisher wurden in dieser Arbeit Fragen bezlglich des Mechanismus von Apoptose und Nekroptose
untersucht. Wie nun die Induktion von Apoptose und Nekroptose angewendet werden kann, um
konkrete Zelllirkn zu sensitivieren und Kombinationsstimulationen zu nutzen, die Apoptose und
Nekroptose ausldsen, soll nun im Weiteren gezeigt werden. Daraus sollen Erkenntnisse gewonnen
werden, wie Apoptose und Nekroptose in einem therapeutischen Zusammenhang stehdarkon
Bauchspeicheldriisenkrebs ist eine der todlichsten Krebsarten welfi@éit] Das Finden neuer
Therapiemdglichkeiten ist emssenziedr Schritt zur Behandlung von Bauchspeicheldrisenkrebs. Um
Nebenwirkungen zu verringern und Resistenzen zu umgehen, st es moglich
Kombinationsbehandlungen zuablieren. Hier wurde eine neuartige Kombinationsbehandlung an
verschiedenen pankreatischen Tumorzelllinien untersucht. Neben dem gangigen Chemotherapeutika
Gemcitabin, wurde erstmalig-ELIP als Zielproteimurch FLIPinB genutzt. Zusétzlich wunde
pankredische Tumorzelllinien mdem Mctl Inhibitor S63845 und den DL TRAIL und Gb®biliert
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3.3.1. Pankreatische Zelllinien werdedurch DL/Gemcitabin/FLIPinB/S6384%timulation
sensitiviert

Fur die Analysen wurdetie drei pankreatische Zelllinien SL0Z0,Panc89 und MiaPacaisgewabhilt,

um ein moglichst breites Spektrum von verschiedenen pankreatischen Tumorzelllinien mit der
Kombinationsstimulation untersuchen zu kénnésm zundchst zu untersuchen, inwieweit sich die
Proteinexpressionen der drei Tumorkeien unterscheiden oder gleichen, wurde die
Proteinexpression dieser drei Tumorzelllinien mittels Western Blot untersucht. Neben den
pankreatischen Tumorzelllinien wurde vergleichend HT29 Zelealysiert um diese als
Standardzelllinienmodel fiir apopiiech undnekroptotischsensitive Zellen zu nutzeBiese Analyse

soll dazu dienempotenziele unterschiedliche Sensitivitdten gegentber den eingeset3i@stanzen
erklaren zu kdénnen. Weiterhin muss sichergestellt werden, dass die ausgewahlten Zelllichiedie
Zielproteine c-FLIP, Mell und die DRexprimieren. Alle drei pankreatischen Tumoetllinien
exprimieten die typischen extrinsischen apoptotischen Proteine ProcaspaseFLIP, FADD,
Procaspas8®, PARP1 und die DERbbildung 4, Anhang19). Dabei hatten alle drei Zelllinien
vergleichbare Mengen Procaspa8aind-3. MiaPaca2 Zellen exprimien weniger FADDzFLIPund
CD95 als SUI20 und Panc8%owohl SUFD20 als auch Panc89 Zellen exprirtearahnliche Mengen
c-FLIP, wahrend MiaPaca2 Zellen ihgegen weniger -€LIP als die anderen untersuchten
pankreatischen Tumorzelllinieexprimierten (Abbildung 46, Anhang 19)RAItR1/2 (DR4/5)war in

allen drei Zelllinien vergleichbar exprimie®JIT020 Zellen exprimi¢en nachgewiesen CD95, TRAIL
R1/2 auf der Oberflache (Anharfp). Proteine des intrinsischen oder extrinsischen mitochondrialen
Signalwegsvaren ebenfalls in unterschiedlichen Mengen in den drei Zelllinien exprimiert.-&OT
Zellen h@ten mehr XIAP als MiaPaca2 Zellen, wéhrend Panc®hZéit geringste Menge XIAP
exprimieten (Abbildung 46, Anhang 19 allen drei pankreatischen Zellliniarar im Vergleich zu
HT29 Zellen wengg Bckx, exprimiert MiaPaca2 Zellen kizen die starkste Bak Expression wéhrend
SUIT020 Zellen die geringstdenge Bak aufiesen. Eine ahnliche Verteilungar auch fir die Mcll

und Bcl2 Expression zu sehen. Baar vergleichbar zwishen MiaPaca2 und Panc89 Zellen, wéahrend
SUITO20 Zellen nur wenig Bax exprintien. Procaspas@ war am starksten in Panc89 Zealle
exprimiert und am wenigsten in MiaPaca2 Zellen. Cytochramarovergleichbar zwischen SUI20

und MiaPacazxprimiert, aber weniger in Panc89 Zellé®UIT020 und Panc89 Zellen exprintien

auch die Schlusselproteine des nekroptotischen Signalwegs,iwigiexpression von MLKL und RIPK3
vergleichbamvar und Panc89 Zellen mehr RIPK1 expribaier Die MiaPaca2 Zellen exprimiem kein
RIPK3 und weniger MLKL und RIPK1 als Panc89 und)2BUPellen.Basierend auf diesen
Expressionsunterschieden, kann davamsgegangen werden, dass diese drei Zelllinien auch
unterschiedlich auf die vorgesehenen Stimulationen reagieren. Dies bietet eine Moglichkeit die
Kombinationsstimulation in unterschiedlichen pankreatischen Tumorzelllinien zu untersuchen und so
Aussagen aruber treffen zu kénnen, ob eine Kombinationsstimulation in vermutlich unterschiedlich
sensitiven pankreatischen Tumorzelllinien wirksam ist.

-110-



Ergebnisse

Q
VO Q AV
D% & VR
&L Ao Q¥ O
\)\ @ ’b(\ '<1' \' QQ (\Q 0‘9
o2 S & & 0n S 7
28| amew e oo o wm w=| 4= BCl-10 56- ==« RIPK3
Py [P ——— R 54/45-| WIS < co9s
55/53-| am w= 8 25 &= = =s == g Procaspase-8a/b 26-| -~ ma—— < Bcl-2
1 [Delleens < Aktin 116- == ———=—1]« PARP1
50-| e anam o o |4 DR4
59/55 - & Procaspase-10d/a k.B. a7 ———=——|<¢ GAPDH
59/55 - S & ==~ | g Procaspase-10d/al.B. 1)-[E======—=|« Aktin
26- = — | Bcl-x, 35
25-] o= - e == | = Bak ¥ == = e e = «| 4 Procaspase-3
O —wme= —|€Md1, 3= ~==-—=]ecarDH
32- < Mcl-1, 12121212 Passage
42- B& = |«Aktin
12121212 Passage
N v o A
v % O
& &L R
ka_® S € R koa & & < &
e D=y
— - —— <-
as/a0-| SRR < ORS 27]==——=====|«FADD
) p——— 00T 251 < CFLIP
1231231231 23 Passage 20 = s S| < Bax
47 e e = — s e — —| ¢ Procaspase-9
20| s o == | 4 Cytochromc
37 -[ S v — | 4= GAPDH
42 == === = — —| & Aktin
12121212 Passage

Abbildung 46: Pankreatische Tumorzelllinien exprimieren unterschiedliche Mengeater

nekroptotischen Proteine.

apoptotischen und

Zelllysate von SU020, Panc8MiaPaca2und HT2%ellen von unterschiedlichen Passadenter den jeweiligen Western
Blots)wurden mittels Western Blot mit den angegebenen Antikérpern untersuktin oderGAPDH sind die Ladekontrollen.
Abkurzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, |.B. lange Belichtungszeit. Modifizie[BR&Eh

Um eine Kombinationsbehandlungu entwickelnin der eFLIRerstmalig als Zielprotein genutzt wird,

wurden die drei

Zelllinienzunachst mit verschiedenen Konzentrationen einzeln&ubstanzen

untersucht. Ziel war es die optimalen Konzentrationeler einzelnenSubstanzenaber auch die
optimalen Konzentrationen von Kibinationenzu ermitteln. Basierend darauf sollten so mdglichst
geringe Konzentrationen der einzeln8uabstanzemefunden werden, die aber in Kombination die zu
untersuchenden Zelllinien sensitivierddies umfasst die Stimulation der Zelllinien @@mcitabin, DL,
FLIPinB und S6384Zunachst wurde die Zellviabilitdt der drei Zelllinien nach CD95L und TRAIL
Stimulation nact24 h analysier(Abbildung ). SUIT020 Zellerwarenam resistentesten gegeniber
einer TRAIIStimulationund auch mit der héchisn Konzentration von 1000 ng/ml TRA&r kaum ein

zu erkennenAbbildung Za).
konzentrationsabhangigevierlust der Zellviabilitdt nach TRAIL und CD95L Stimulation wobei die Zellen
sensitiver gegentiler einer Stimulation mifTRAllwaren (Abbildung Zb). MiaPaca2 Zellewarenam

Verlust der Zellviabilitat

sensitivsten  gegeniber e

iner

Stimulation

mit

TRAIL was

Panc89 Zellen ze&n einen

sich in einem starken

konzentrationsabhangigeXerlust der Zellviabilitat auRext(Abbildung Zc). MiaPaca2 Zellewaren
auch sensitiv gegenuibeiner Stimulation miCD95Ljedochweniger stark als gegentibemer TRAIL
Stimulation Insgesamt zeitgn alle drei pankreatischen Zelllinien unterschiedliche Sensitivitaten

gegenubedenDL.
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Abbildung47: SUIT020 Zellen sind resistent gegen TRAIL Stimulation.

(a-c) SUIT020(a), Panc89b) und MiaPacaZc) Zellen wurden fur 24 h mit verschiedenen Konzentrationen C®5t)und
TRAIL(a-c) stimuliert. Die Zellviabilitdt wurde mit dem CellTiter G&0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen
wurden als 100 % genommen und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3
unabhangigen Experimentenenden gezeigt. Statistiken wurden durchgefuhrt mit einem ungepaONEWAYANOVA

Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikéodifiziert nach
[355].

Neben dem Einfluss von Einzelstimulationen wurden adambinierte Stimulationen mit
verschiedenen Konzentrationen getestet. Auch dies hatte das Ziel optimale Konzentrationen zu finden.
Der Verlust der Zellviabilitit nach DL Stimulatisurde im Weiteren mit verschiedenen
Konzentrationen Gemcitabin untersucht. Hierfur wurdem2aml, 50ng/ml, 75ng/mlund 100 ng/ml
DL ausgewahlt, die mit 2ig/ml, 25ng/ml, 40ng/ml und 50 ng/ml Gemcitabikombiniert wurden
(Abbildung 8). Wie schon zuvawaren SUIT020 Zellen resistent gegentber DL, wahrend Gemcitabin
alleinenur einen kleinen Effekt auf die Zellviabilitat teefAbbildung 8a). Die Kombination aus DL und
Gemcitabin fuhré zu einem Gemcitabikonzentrationsabhangigen Verlust der Zellviahi|itvahrend
es keine Unterschiede zwischen den unterschiedlichen DL Konzentratiahemsgesamtvar eine
DL/Gemcitabin Stimulation effektiv in SUI20 Zellen unabhangig von nlegetestden
Konzentratiomn von CD95L und TRAM\eiterhin flhrie auch eineKombination von 10 ng/ml
Gemcitabin und 10@8g/ml TRAIL oder 500 ng/ml CD9&rglichen mit alleiniger D&timulationzu
einer starkeren Detektion des Procaspas&paltprodukts pl9/17 sowie des gespaltenen PARP1 im
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Western Blo{Anhang21). Eine Spaltung von Casp&®ear nicht zu detektierenwas darauf hinweist,
dass intrinsisch Apoptose ausgel@airde, vermutlich durch Gemcitabin

Panc89 Zellemvarenwie schonin Abbildung 47 gezeigtensitiver gegentber TRABtimulationals
gegenuber O95L Stimulation Gemcitabin fihrte ebenfalls zu einem Verlust der Zellviabilitat
(Abbildung &b). Die Kombination aus DL und Gemcital@nglichen mit den einzelnen Stimulationen
fuhrte zu einem geringen Sensitivierungseffekine Konzentrationsabhangigjk von Gemcitabin
wurde nicht beobachtet.

MiaPaca2 Zellemvaren ebenfalls sensitiver gegenubeler TRAIL Stimulation als gegenulener
CD95lStimulation Gemcitabin alleihatte kaum einen Zellviabilitatsverlust zur Fo{@ébildung &c).

Die Kombiation aus CD95L/Gemcitabin zegiur schwache Effekte auf den Zellviabilitatsverlust und
eine Konzentrationsabhangigkeit konnte nur schwach beobachtet werden. Die Kombination aus
TRAIL/Gemcitabiverglichen mit TRAIL alldiihrte zu einem leichten Zellbilitatsverlst. Insgesamt
zeigen alle drei Zelllinien unterschiedliche Sensitivitaten gegentiber den getesfatbstanzen
Basierend auf diesen Daten wurde 10 ng/ml Gemcitabin fir weitere Stimulationen ausgewséhie
geringstemdgliche Konzentratigrdie Effekte zeigfiir die weitere Behandlungen zu nutzen. Ebenfalls
wurden fur weitere Untersuchungefur SUIT020 100 ng/ml TRAIL und CD95L ausgewahlt, da diese
Zelllinie resistengegeniiber den Dwar. Fir die sensitiveren Zelllinien MiaPaca2 und B@weurden

100 ng/ml CD95L und 25 ng/ml TRAllL weitere Untersuchungen und der Entwicklung der
Kombinationsstimulatiomusgewahlt.
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Abbildung48: DL/GemcitabinStimulationfihrt zu einem Zellviabilitatsverluston pankreatisclen Tumorzelllinien

(a-c) SUIT020 (a), Panc89(b) und MiaPacaZc) Zellen wurden fur 24 h mit verschiedenen Konzentratiofgmcitabin
vorstimuliert und anschlieBend fur 24 h mit verschiedenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stiialiZeflviabilitét

wurde mit dem CellTiter GB2.0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen und alle
anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhangigen Experimerden w
gezeigt. Statistiken wurdedurchgefuhrt mit einem ungepaarten ONEAYANOVA Test mit den folgenden Werten: ****p

< 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikduadifiziert nach[355].
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Es sdlerstmaligin pankreatischen Tumorzelllinien untersucht werden, ob siEiLI® als Zielprotein
eignet, um diese Zellliniehinsichtlichdes Zelltods zu sensitivieremsbesondere sa# die pro
apoptotische Funktion vonELIR genutzt werdenDafirwurde dasSmall Moleculé-LIPinB genutzt,
dass schon Effekte in verschiedenen anderen Zelllinien 482#¢ Danundie Effekte von FLIPinB auf

die pankreatischen Zelllinien in dieser Arbeit untersucht werden sollen, wurden verschiedene
Konzentrationen FLIPinB nitL. kombiniet und die Zellviabilitatanalysiert. SUITO20 Zellerwaren
resistentsowohlgegentibeDL Behandlung als auch gegentiber verschiedene Konzentrationen FLIPInB,
die mit DL kombiniert wurde(Abbildung 9a). Panc89 Zellen hingegen zeig einen starkeren Verlust

der Zellviabilitat nach DL/FLIPiSBmulationals nachalleinigerDLStimulation(Abbildung 8b). Diese
Effekte waren bereits tendenziellbei 10 pM FLIPIinB und DL Stimulation zu sehen. Auch MiaPaca2
Zellen reagieken sensitivgegenuber der DL/FLIPifRimulation allerdings erst ab einer FLIPIinB
Konzentration von 30 uMnd mehr (Abbildung €c). Dennochzeigen die MiaPac& Zellen mehr
Zellviabilitatsverlust nach DL/FLIPIinB Stimulation verglichen mit alleiniger DL Stimulation. Insgesamt
fuhrte eine DL/FLIPinBtimulationin Panc89 Zellen und MiaPaca2 Zellen zu mehr Zellviabilitatsverlust
als DL allein, wahrend StDZ0 Zellen resistengegeniber DL/FLIPinBaren Basieren darauf
wurden 20 pM FLIPinB fur SWIZ0 und Panc89 Zellen ausgewahlt, wahrend MiaPatslen in
weiteren Versuchen mit 50 uM FLIPinB stimuliert wurden.

Um weiterfihrerd die Kombinationggmulation zu entwickeln, wurdenun eine Stimulaton mit
DL/Gemcitabin/FLIPinB untersucht. Dies sollte zeigen, ob eine DL/FLIPInB Stimulation durch die Zugabe
von Gemdabin die ausgesuchten Zelllinien weiter sensitiviert oder bei der resistenten Zelllinie SUIT
020 zu einem starkereWerlustder Zelviabilitat fuhrt. Jedoch fihe auch eine Kombination aus
DL/GemcitabifFLIPinBn SUIT020 Zellen zu keinem signifikant@erlust der Zellviabilitat unabhangig

der FLIPinB Konzentrati¢Anhang 22a)Eine Kombination au3L/Gemcitabin/FLIPinf8hrte auch in
Panc89 Zellen nur zu geringen Veranderungen in der Zellviapflithiang 22h)Die Kombination aus

20 pM HRIPInB, Gemigbin und DL fuhe zu weniger Zellviabilitdt in Panc89 Zellen alse
DL/Gemcitabin Stimulation aber nur mit leichten Unterschieden. Dahingegen =zeigtie
DL/Gemcitabin/FLIPinB Stimulation in MiaPaca2 Zellen verglichen mit Einzel oder
Zweifachstimulationen einen deutlich starkeren Verlust der Zellviabilitat (Anhang 22c)
Zusammengefasst hat FLIPinB nuischwacheEffekte auf dieSensitivierungvon DL/Gemcitabin
stimulierten Zellen. Somit muss eine weiteBulstanzzu der Kombinatiorstimulation hinzugefiigt
werden um die hier getesteten pankreatischen Tumorzelllinien hinsichtlich des Zelltodes zu
sensitivieren
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Abbildung49: FLIPInB sensitiviert Panc89 und MiaPaca2 Zdileriigich des Zellviabilittsverlusts

(a-c) SUIT020 (a), Panc89(b) und MiaPaca2(c) Zellen wurden fir 2 h mit verschiedenen Konzentrationen FLIPinB
vorstimuliert und anschlief3end fur 22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL und CD95L sinadielttiabilitat

wurde mit dem CellTiter GE2.0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen und alle
anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhangigen Experimerden w
gezeigt. Stasitiken wurden durchgefiihrt mit einem ungepaarten OWBRY¥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 signifikdodifiziert nach[355].

Da wie zuvor aufgezeigtc-FLIP nicht als alleiniges Zielprotesusreicht zur Induktion des
Zellviabilitatsverlustswurde untersucht, olsich das antapoptotische ProteitMcl-1 als Zielprotein in
pankreatischen Ziinien eignetMcl-1 wurde ausgewahlt,albekannt ist, dass es in digen Tumoren,
auch in PDAC, uberexprimiert ist (siehe Kapitel 1Bly], [318] Hierfur wurde zunachst die
Zellviabilitat nach verschiedenen Konzentrationen desMadhibitors S63845 untersucfbbildung

50). SUIT020 Zellen zeiten keinerlei Verlust der Zellviabilitat nach allen getesteten Konzentrationen
in einem Bereich von 20 pM S63845 bis 0,001 pM S63845. Panc89 Zellen eaign Verlust der
Zellviabilitdét nach 10 pM S63845 und hoheren Konzentrationen, wahreigdPdda2 Zellen am
sensitivsterwarenund einen Zellviabilitdtsverlugiereitsnach 2,5 uM S63845 zéap.
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Abbildung50: Pankreatische Tumorzelllinien sind unterschiedlich sensijiegeniber S63845.

SUIT020, Panc89 und MiaPa2 Zellen wurden fir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen S63845 stimubiert.
Zellviabilitat wurde mit dem CellTiter @®.0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen
und alle anderen Werte wurden darauf normieMittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhéngigen Experimenten
werden gezeigt. Statistiken wurden durchgefiihrt mit einemgepaarten ONEVAY¥ANOVAT est mit den folgenden Werten:

**xp < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikaMiodifiziert nach[355].

Wie in Abbildung 50 zu sehést, reagieten de drei pankreatischen Tumorzelllinien unterschiedlich
sensitiv aufdie S63845 Stimulation. Um zu untersuchen, dibs auch zu beobachten ist beziiglich
apoptotischer Spaltprodukteund der Proteinexpressionwurde eine Western Blot Analyse
durchgefiihrt.Dies sotk dazu dienen den Zellviabilitatsverlust zu verifizieren und sicher zu gehen, dass
Apoptose ausgeldst wirtKonsistenmmit Abbildung 5&onnte auch keine Induktion von apoptotischen
Spaltprodukten nach verschiedenen S63845 Konzentrationen in-C20IZellen gezeigt werden
(Abbildung 3a). Dies unterstreicht, dass SH0Z0 Zellen resistent gegeniib&63845waren. Eine
CD95L Stimutan wurde als Positivkdrolle mitgefiihrt, was die Indktion der apoptotischen
Spaltprodukte zeigt Im Detailwurde nach CD95L Stimulation p18, p19/17, p43 sowie gespaltenes
PARP1 nachgewiesen. In Panc89 Zallanae mit Konzentrationen ab 1 pM S63845 pl18 sowie p19/17
und gespaltenes PARP1 detektiert, wobei Bienge derSpaltproduktegeringerwar als in CD95L
stimulierten Panc89 ZellgfAbbildung 3b). In MiaPaca2 Zellen fihrjede S6384%onzentration zu

den Spaltpodukten pl18, p19/17 und gespaltemePARPI1(Abbildung 3c). Dies unterstreicht die
Zellviabilitatsassays in denen SIOPD resistent gegentber S63845 Stimulationevewund MiaPaca2
Zellen am sensitivsten wareRlerauszuheben ist, dags allen drei Zelllien mit steigender S63845
Konzentration eine konzentrationsabhéngige gesteigerte Expression vefsielbeobachterwar
(Abbildung 3). Dies passt zu der Rolle von Mghls preapoptotischer Gegensatz zu MgI[195].

Da eine Kombination aus verschieden8obstanzeruntersucht werden sollten, stellte sich nun
folgend aus diesen Ergebnissen die Frage, welElrtuss eine Kombination aus DL, Gemcitabin und
S63845 auf die pankreatischen Tumorzelllinien hat und welche optimalen Konzentrationen daraus fur
die weiteren Kmbinationengenutzt werden kdnnen. Tatsachlich flleréine Kombination von DL und

20 pM S63845/erglichen mit alleiniger DL Stimulatian einem starkeren Zellviabilitatsverlust in
SUIT020 Zellen (Anhang3a). DieDL/Gemcitabin/S6384Stimulationfiihrte zu einem noch starkeren
Zellviabilitatsverlug mit 20 pM S63845. Alle Kombinationen mit S63845 fiien
konzentrationsunabhangig zu einem starken Verlust der Zellviabilitdt. Eine Sensitivierung durch die
dreifacheStimulationkonnte nicht beobachtet werden.
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Panc89 Zellen zeign einen starken Verlust der Zellviabilitdt nach DL/S63845 Stimulation, was nicht
weiter durch Gemcitabin gesteigert werden konnte (Anhang 23b).

MiaPaca2 Zellen zeggt den schwachsten Verlust der Zellviabilitat in den Komhliinabehamllungen
verglichen mit den anderen Zelllinien, obwonhl diese Zelllinie zuvor die sensijiegeniber DL und
S63845var (Anhang 23cEine Konzentrationsabhéngigkeit war nicht zu beobachten. Die Kombination
aus DL/S63845 und DL/Gemcitabin/S63845 fihrtekemmem starkeren Verlust der Zellviabilitat
verglichen mit DL allein oder DL/Gemcitabin.

Zusammengefasst konmeauch hier erneut die unterschiedlichekffekte der verschiedenen
Substanzerauf die drei pankreatischen Tumorzelllinien beobachtet werden. Basierend auf diesen
Ergebnissen wurde fir SWUIRO Zellen eine Konzentration von 10 |[B83845ausgewahlt, um eine
maoglichst geringe Konzentration zu gewahrleisten. Da Panc89 Zellen stark auf diedtmmbén mit
S63845 reagierten wurde dort eine Konzentration von 0,005 uM S63845 ausgewahlt. MiaPaca2 Zellen
wurden im Weiteren mit 2,5 uM S63845 behandelt.

-118-



Ergebn

isse

a SUIT-020 Panc89
- TTII]pomso T T-1-1-1-]1000 ng/ml CD95L
1-T-T-1-T-T-T-1- |; CD95L kDa[ T~ 10| s | 1 ]otf.odpodo 563845F1uM]
kDa -l -jojolspyijogpy-|-|- 863845FluM] 55_ . tC_FLl L
- SCHIR 43- - pa3
33] p43 26- . € C-FLIPg
g C-FLIP oo/ 59/55- - & Procaspase-10d/a
rocaspase-10d/a Liag
59/55 procasp 7 e e e e = =l FADD
27{==c e m=w==~ ~ =4 FADD 55/53{ == == « «= w= == = — —|gEProcaspase-8 k.B.
55/53 | wm s o s e am s o == == | g nrocaspase-8a/b k.B. 43/41; p43/41
55/53 procaspase-8a/b|.B. 55/53 0 wn v o 5 @ - - -Eproc spase-8.B.
4301  EEECSES :043/41 43/41| =S pa3/4T
EEBERem-
- 18] = PRSE:
%gi L ——— :gggcaspase-?, k.B TR MR 31« Procaspase 3
35 [ Sewaaease——~ < Procaspase-3 |.B. 19/17] &~ = p19/17
18— ———— RIPK1
19/17 - i p19/17 <
VZ:) rr—— - RIPK1 - e o= - 4 gespaltenes RIPK1
VEY) I € Md1 1‘1%//%' t’;"ﬂ{';i/s
116/89 =0 = == |®PARPL A =
/42_____-____ HE i 3 GAPDH
C MiaPaca2

- |11000 ng/ml CD95L

T

kDa Tl 563845 JuM]

55 c-FLIP,

43 p43

264 «C-FLIPg
59/55 S #Procaspase-10d/a

2 e m - ———— <«FADD
55/53 [ = == @ == == == = = | & Procaspase-8k.B.
437411 *S?g’c/:slpase 81.B
43441- = - p43/41

181 «pl8

35.|= — = = — = — = — | ®*Procaspase-3 k.B.
35w == a4 = o w» = — | 4 Procaspase-3 |.B.

19/17] Beem=e—- P17
T <RIPK1
e g <gespaltenes RIPK1
EOTE) ptedd {3 oS ’F\’AACFI(-F:’Li/S
L T b X

Abbildung51: Western Blot Analyse nach S63845 Stimulation verifizéden S6384&nduzierten Zellviabilitatsverlust.

(a-c) SUIT020(a), Panc89b) und MiaPacaZc) Zellenwurden fur 6 h mit verschiedenen Konzentrationen S63845 stimuliert.
Zusétzlich wurden Panc®8) und MiaPacaZc)Zellen mit 1000 ng/ml CD95L fur 6thrailiert. SUIT020(a)wurden mit 500,
1000 oder 2000 ng/ml (Dreieck) fiir 6 h stimulietelllysate wurden mittels Western Blot mit den angegebenen Antikdrpern
analysiert.Aktin oder GAPDH sind die LadekontrollEimn représentativer Western Blot von nw&d gezeigt.Modifiziert
nach[355].

Da nun alle vieBubstanzeim Einzelnen oder in Kombinationen getestet wurden und unterschiedliche
Reaktionender drei Zellliniendarauf beobachtet wurden, wurde im Weiteren die Effekte der
vierfachenStimulationaus DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 analysi&dl. war es zu untersuchen, ob
eine DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation effektiv pankreatische Tumorzelllinien hinsichtlich
des 2lltodes sensitiviertDie Kombinationsstimulatioraus DL/Gemcitabin/FLIPinB/S6384hrte in
allendrei pankreatischen Tumorzelllinien SOHAD, MiaPaca2 und Panc89 zu dem stérksten Verlust
der Zellviabilitat verglichermit allen anderen Behandlunge(Abhbldung %). Die DL/FLIPinB
Stimulationfuhrte in Panc89 und MiaPaca2 Zellen zu einer Verringerung der Zellviabilitat verglichen
mit DL Behandlung alleine. Trotz unterschiedlicher Sensitivititen gegentber den einhbinen
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untersuchten  Substanzen (Abbildurg 4751), fihrte die Stimulation von
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S638#ballen drei Zelllinien zur Sensitivierung hinsichtlich des Verlusts de
Zellviabilitat.

Ein Ziel der Entwicklung der Kombinationsbehandlung war unter anderem, mdglichst geringe
Konzentratbnen der einzelnen Substanzen zu nutzen, um Nebeneffekte zu verringern.
Interessanterweise konnte nach der Kombination Gemcitabin/FLIPinB/S63845 keine apoptotischen
Spaltprodukte in SUIT20 Zellen nachgewiesen werden, was zgigtass die Zytotoxizitat eer
Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Kombinatigaringgehaltenwurde und eine zusatzliche Stimulation
durch die DLnotwendig ist, um die Zellen zu sensitiviere(Anhang24). Dies unterstreicht die
Notwendigkeit einer DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63&tBnulation, um pankreatische Tumorzellen zu
sensitivieren
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Abbildung 52 DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulatiosensitiviert pankreatische Tumorzelllinien gegenuber
Zellviabilitatsverlust.

(a-d) SUIT020(a, b), Panc89c) und MiaPacaZ2d) Zellen wurden fiir 24 mit Gemcitabin und anschlie3end fir 2 h mit FLIPinB
und S6384%yorstimuliertund anschliel3end fir 22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stibieiliert.
Zellviabilitat wurde mit dem CellTiter @®.0 Assay (Promega) gemessen. Unstimulierte Zellen wurden als 100 % genommen
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und alle anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhangigen Experimenten
werden gezeigt. Statistiken wurden durchgefuhrt mit einem ungepan ONBNVAYANOVA 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 signifikéodifiziert nach

[355].

Der £llviabilitatsassays basiert nur aidr Messungyon ATP und gibt keine direkte Aussage beziiglich
dem Zelltod. Daher ist es essenziell neben diesen Zellviabilititsassays weitere Analysen beziiglich des
Zelltodes durchzufuhren. Daher wurdie&ensitivierungind der gesteigerte Verlust der Zellviabilitéat

im Folgenden durch einen LERfeisetzungsassay weiter untersucht. Eine LDH Freisetzung ist ein
Anzeichen fir das Sterben von ZellEmeDL Stimulation fiihrte zu einem Anstieg der LDH Freisetzung
(Abbildung 53). Allerdings fuhmre eine kombinierte Stimulation von DL/Gemcitabin, DL/FLIPInB,
DL/Gemcitabin/FLIPin@&der DL/Gemcitabin/S63845 nicht zu mehr L-Biéisetzung verglichen mit DL
Stimulation. Aber erneut zeigtdie DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulatidie effektivste
Behandlung, um die Panc89 Zellen zu sensitivieren, da nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845
Stimulation die hochste Menge LDH Freisetzung zu beobagrde(bbildung 8). Somit verifiziere

die LDH Freisetzung die Ergebnisse des Zellviabilitatsassays.
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Abbildung53: Mehr LDH Freisetzung nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation

Panc89 Zellen wurden fir 24 mit Gemcitabin und anschlieBend fir 2 h mit FLIPinB und S688ddimuliert und
anschlieRend fir 22 h mit den angegeben@mzentrationen TRAIL und CD95L stimuliert. LDH Freisetzung wurde mit dem
LDHDf 2 u / & ( 2 (i @rerheGa) defessed BristenuteeZellen wurden als 1 RU genommen und alle anderen Werte
wurden darauf normiert. Mittelwert undStandardabweichung von n=3 unabh&ngigen Experimenterdem gezeigt.
Statistiken wurden durchgefiihrt mit einem ungepaarten GQNEYANOVA Test mit einem post ©idukey Test mit den
folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikstadifiziert nach[355].

Ein Nachteil der bisher durchgefihrtéimtersuchungerist, dass es sich dabei um 2D Zellkulturen
handelt. Jedoch ist eglementar wichtig die Kombinationsbehandlungen auch in 3D Modellen zu
untersuchen, da diese Orgam oder Tumoen eher nachempfundersind Um ein 3D Modell zu
erstellen wurden Spheroide aus Panc89 Zellen durch Spheroidplatten erzBagyei verlanden sich

die Panc89 Zellen zu einer kugelartigen Strukg@bbildung 3a). Weder Einzel Zwet noch
Dreifaclstimulationenfihrten zu einem Anstieg der LDH Freisetzung in Pagp8@raden (Abbildung

54b, c) Als einziges fuhetnur die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation zu einem Anstieg der
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LDH Freisetzung. Dies zeigirneut, dass die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63&iulation effektiv
pankreatische Tumorzelllinien sensitivieatich in 3D Modellen
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Abbildung54: Panc89 Spheroide zeigen mehr LDH Freisetzung nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/iB8diation.

(@) Reprasentative Bilder der Panc89 Spheroide fiir unstimulierte Zellen und nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845
Stimulation. (b, c)Panc89 Spheroide wurden fur 24mit Gemcitabin und anschlieend fir 2 h mit FLIPinB und S63845
vorstimuliertund anschlieend fi22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stimuliert. LDH Freisetzung
wurde mitdemLDHD f 2 1/ & ( 2 (i @rorheGa) gemessetindim@ierte Zellen wurden als RUgenommen und alle
anderen Werte wurden darauf normiert. Mittelwert urStandardabweichung von n=3 unabhangigen Experimentden

gezeigt. Statistiken wurden durchgefiihrt mit einem ungepaarten-@MEFANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit

den folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; mhhsignifikantModifiziert nach[355].

Anhand dieser Ergebnisse stellte sich nun auch die Frage, wie diese Kombination aus
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 mechanistisch zu einer Ségrsitig flhrt. Ein Verstandnis des
Mechanismus kann helfen die Kombinationsstimulatiorzukiinftigen Studiemveiter zu verstehen
und noch effektiver zu gestaltercine Moglichkeit warum die pankreatischen Tumorzellen durch
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845n38ilation sensitiviert werden korien, ist eine Veranderung der
Oberflachenexpression der DRs. Um dies zu untersychemden mit dem bildgebenden
Durchflusszytometer  SUD20  Zellen mit CD9BITC und TRARL/2PE  nach
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation gefarbt. Die Oberflachenexpression der DRs wurde
zwischen unstimulierten Zellen und DL/Gemcitabin/FLIPinB/S68@#&lierten Zellen verglichen. Es
wurden keine Unterschie@ in der Oberflachenexpression der DRs zwischen unstimulierten und
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 stimulierten SQAT Zellen beobachtet (Anhang 25). Somit ist eine
Veranderung der Oberflachenexpsisn der DRs nicht verantwortlich fur die Sensitivierung.
Eine weitere Moglichkeit warum DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation die Zellen sensdiviert
SAY 9AYyTFtdzada RSN 5[ kDSYOAGIOAYKC[LtAY.k{coynp
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gezeigt, dass Gemcitabidie ¢ b Ch  t NP Rdz] {3vH, 372} {BRBHHMAdR&liTharie zu

NOo SNLINNFSyYy o dzZNR ELISA S Adyrchgefulirb C hTatséchlich  war nach
TRAIL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 StimulationfgigtiegA Y RSNJ ¢ b Ch t NP Rdzl GA2Y
wenn die Werte eher geringaren (ca.6 pg/ml) (Abbildung 5). Somit ist es fragwiirdg 6 RA S ¢ b Ch
Produktion wirklich einen Einfluss auf die gesteigerte Sensitivitat hat.
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Abbildung55: DL/Gemcitabin/FLIPinB/S6384&imulationF NKNIi T dz SAySY 1 yaiAsS3 RSN ¢bcCh t
SUIT020 Zellen wurden fir 24 mit Gemcitabin und anschlieRend fur 2 h mit FLIPinB und S6@8&5imuliert und

FyaOKt ASGSYR FTNNJ HH K YAl RSy +y3838o6SySy Y2yi SyiNIGAZ2y Sy
SAySy ¢bcCh 9[L{! 084&diA Mirpg/idl wardeSibed din€ mitgefidie | Stydardkiinie besgimmt.

Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhéangigen Experimenéeden gezeigt. Statistiken wurden durchgefuhrt

mit einem ungepaarten ON®WAYANOVA Test mit einem post hoc Tukey Test mit den folgehderten: ****p < 0.0001;

**n < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikaModifiziert nach[355].

3.3.2. DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation |6st Apoptose und Nekroptose aus

Da Uber Zellviabilititsassays keine Aussage Uber die Art des Zelltods getroffen werden kann, wurde im
Weiteren untersucht, ob der induzierte Zellviabilitatsverlust Casddeingig isuind somitpotenziell
Apoptose ausgeldst wirdHierfur wurden in den diepankreatischen Tumorzelllinien S0,
MiaPaca2 und Panc89 Casp&éeé Aktivitatsassaysowie Western Blot Analyserach kombinierten
Behandlungen  durchgefiihrt. Konsistent mit den  Zellviabilitdtsassayswurde nach
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulatia allen drei Zdinien nicht nur ein Anstieg deCaspase

3/7 Aktivitdt nachgewiesen, sondern die DL/GemcitalitfnB/S63845 Stimulation fllrizum
starksten Anstieg der Caspa3& Aktivitat verglichen mit allen anderen Bedingungé@ibildung 5).

In Panc89 Zellewurde auch gezeigt, dastie DL/FLIPinB Stimulation zu mehr Casp@iSeAktivitat

fuhrte als alleinige DL Stimulation(Abbildung ®Bb). Zusammengefasst fulat die
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S638&imulationzur starkstenCaspase/7 Aktivitd unabh&ngig von der
Zelllinie und defSensitivitatengegeniber den einzelneBubstanzenSomitwurde Caspas&/7 nach
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation aktiviert, was einen Hinweis darauf liefert, dass Apoptose
ausgeldstvurde.
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Abbildung56: DL/Gemcitabin/FLIPinB/S6384&timulationfiihrte zum stéarksten Anstieg der Caspa8&/ Aktivitat.

(a-c) SUIT020(a), Panc89b) und MiaPacaZc) Zellen wurden fiir 24 mit Gemcitabin und anschlieRend fir 2 h mit FLIPinB
und S6384%orstimuliertund anschliel3end fur 22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stibiiliert.
Caspas&/7 Aktivitat wurde mit demCaspasésIoR8/7 Assay (Promega) gemessémstimulierte Zellen wurden alsRU
genommen und alle anderen Werteuwden darauf normiert. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabh&ngigen
Experimenten wrden gezeigt. Statistiken wurden durchgefiihrt mit einem ungepaarten -@MEXANOVA Test mit einem
post hoc Tukey Test mit den folgenden Werten: ****p < 0.0001; *#.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikant.
Modifiziert nach[355].

Um die Ergebnisse des Casp8sé Assays zu verifiziereand die Caspase Aktivitat auch auf
Proteinebene untersuchen wurde die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S6384&&imulation auch
vergleichend mit Zweifachund Dreifaclstimulationenim Western Blot analysierDies sote weiter
zeigen, dass Apoptose mit der DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation ausgettesim Detail
wurde dabei insbesatere auf die apoptotische®paltproduktegeachtet.Passend zu dem Caspase

3/7 Aktivitatsassayarin allen drei Zelllinien SUDR0, Panc89 und MiaPaca?2 Zellen zu erkennen, dass
am meisten pl18, p17/19 und gespaltenesRPA nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S6384ilnulation
verglichen mit den anderen Bedingungeetektiert wurde (Abbildung ). Somit konnte erneut
bewiesen werden, dass in allen drei Zelllinien trotz unterschiedlicher Sensitivititen die Kombination
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aus DL/Gemtabin/FLIPinB/S63845 am effektivsten war. In Panc89 Zellen und MiaPaca2vzallen
auch deutlich der Einfluster DL/Gemcitabin/FLIPin8timulationauf die Bildung der apoptotischen
Spaltprodukte zu seher{Abbildung Fc, e) Diese Kombination war sogar effiver als die
DL/Gemcitabin/S63845Stimulation oder DL/Gemcitabin Stimulation Insgesamt flhrte eine
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation somit zu mehr apoptotischen Spaltprodukten, was weiter
die vorherigen Ergebnisse unterstiitzt, dass eine DL/GabiniFLIPinB/S63845 Stimulation effektiv
pankreatische Tumorzelllinien sensitiviend dass Apoptose ausgeldst wird
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Abbildung 57: Mehr apoptotische Spaltprodukte in DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 stimulierten pankreatischen
Tumorzellen.

(a-e) SUIT020 (a, b), Panc89c) und MiaPacaZd, €) Zellen wurden fur 24 mit Gemcitabin und anschlieend fir 2 h mit
FLIPinB und S63846rstimuliertund anschlie3end fir 6 h mit den angegebenen Konzentrationen {&Allund CD95I(b,

c,e) stimuliert. Zelllysate wurden mit Western Blot mit den angegebenen Antikdrpern analysiert. Aktin ist die Ladekontrolle.
Ein représentativer Western Blot aus n=3 Western Blots wird gezdiffiirzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, I.B. lange
Belichtunggeit. Modifiziert nach[355].
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Sowohl der Western Blot (Abbildung 57) als auch der Casji@sAktivitdtsassays (Abbildung 56)
gaben einen Hinweis, dass der ausgeldste Zelltod ApopstseUm dies zwvertiefen und zu
untersuchen, ob Apoptose wirklich ausgelost wimdurde eine Analysemit dem bildgebenden
Durchflusszytometer durchgefiihiDie bildgebende Durchflusszytometrie bietet die Moglichkeit die
Morphologie des induzierten Zelltogisuell zu Gberprifen und Aussagen Uber den ausgelésten Zelltod
zu treffen Hierfir wurden SUYD20 Zellen nach Stimulation mit Pl gefarbt. Die $120rZellen wurden

nach negativen (lebendige Zellen) und Pl positiven (tote Zellen) unterteilt. Eine hEinfact
Dreifactstimulation fihrte nur minimal zu einem Verlust der lebendigen Zellen beziehungsweise
einem schwachen Anstieg der toten Zellen. Nurlli¢Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation zeigte
einensignifikantenVerlust der lebendigen Zellen und Anstieg der toten Zgldbildung Ba, b) Die
visuelle Uberpriifung der PI positiven Zellen zeigte die typische apoptotischen Morphologie mit einem
Schrumpfen der Zellen und dem Bilden apoptotischer Kérper¢Abhildurg 38c). Allerdings waren

auch Zellen zu sehen, die eine gegenteilige Morphologie zeigten. Die Zellen und die Nuklei waren
angeschwollen, was ein Zeichen fir Nekroptos@Abbildung Bc). Somit konnte nicht nuApoptose,
sondernvermutlichauch Nekroptos@achgewiesen werden.
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§ aa P ? '_l —_ *% l
| = ] lé_Q. -
2 c
] L5
N 50— 2 5o
@ ~N
€ g
7] [=]
L -
2
0= T T 0-
DMSO - + - DMSO - + - - -
10 ng/ml Gemcitabin + + 10 ng/ml Gemcitabin - - + + +
20 uM FLIPInB - + - 20 uM FLIPInB - *
10 uM S63845 - - + + 10 uM S63845 - + +
C SUIT-020

lebendig spat apoptotisch nekroptotisch

Abbildung58: DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation fuhrt zu apoptotischen und nekroptotischen-8201Zellen.
(a, b SUITD20 Zellen wurden fiir 24 mit Gemcitabin und anschlieend fir 2 h mit FuBPund S63848orstimuliertund
anschlieRend fi22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stimieiZellen wurden mit Pl gefarbt
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und mit dem bildgebendem Durchflusszytometer gemessen. Die gemessenen Zellen wurden in lebendige) (egata

Pl positive (spat apoptotisgh nekroptotisch) (b) Zellen unterteilt. (c) Reprasentative Bilder vona, b) nach
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation werden dargedtitielwert und Standardabweichung von n=3 unabhéngigen
Experimentenwerdengezeigt. Statistiken wurden durchgefiihrt mit einem ungepaarten - @MEFANOVA 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.
Abkurzungen: HF Hellfeld, Plopidumiodid Modifiziert nacH355].

Da in SUFD20 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 Falvar, oder ob die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation generell auch in
anderen Zelllinien neben Apoptose auch Nekroptose auslostitSeaurden auch Panc89 Zellen nach
Kombinationsbehandlungen imildgebenden Durchflusszytometer nach Anne¥iRITC/Pl Farbung
untersucht Die Panc89Zellen wurden in negativ (lebendige Zellen), Ann&&FITC positiv (friih
apoptotisch) und doppelpositiv (apoptotisch und nekroptotisch) unterteilt. Ahnlich wie zuvor fiihrte

nur die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation zu einem Verlust der lebendigen Zellen und einem
Anstieg der toten Zellen, wahrend alle anderen Bedingungen keinen Einfluss auf dieeleben
beziehungsweise tote Zellen aufwies@hbbildung Ba, b) Eine visuelle Uberprifung der doppel
positiven Zellen zeigte die typische apoptotische Morpholalyiech geschrumpfte Zellen und dem
Bilden apoptotischer Kérperchgibbildung Sc). Aber auch eine nekroptotische Morphologist
geschwollenen Zellen und Nuklkdonnte nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation gezeigt
werden (Abbildung 59c¢) Somit wurde nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation sowohl
Apoptoseals auciNekroptosein den hier ausgewahlten ZellliniemsgeldstMiaPaca2 Zellen wurden

in dieser Untersuchung nicht eingeschlossen, da diese kein RIPK3 expriomdréementsprechend

nicht nekroptotisch sterbeAbbildung46).
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Abbildung59: DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation fihrt zu apoptotischen und nekroptotischen Panc89 Zellen.

(a, b)Panc89Zellen wurden fur 24 mit Gemcitabin und anschlieend fur 2 h mit FLIPinB und S6a848muliert und
anschlieRend fi22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL und CD95L stimulieZel®@ie wurden mit AnnexiN-

FITC und PI gefarbt und mit dem bildgebendem Durchflusszytometer gemessen. Die gemessenen Zellen wurden in lebendige
(negative)a), AnnexinV-FITC positivéfriih apoptotischelnicht gezeigtlnd doppelt positive (spat apoptotisch@)) Zellen
unterteilt. Ein Diagramm fur frih apoptotische Zellen ist nicht dargestellt, da groRteils nur doppelt positive Zellen gemessen
werden konnten und der Anteil frih apogischer Zellen zu gering wafc) Reprasentative Bilder vofa, b) nach
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation werden dargedttielwert und Standardabweichung von n=3 unabhéngigen
Experimenterwerdengezeigt. Statistiken wurden durchgefiihrt mit em ungepaarten ONB/AYANOVA 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.
Abkurzungen: AVF AnnexdFITC, HF Hellfeld, Plopidiumiodid Modifiziert naci{355].

Die Ergebnisse aus dem bildgebenden DimsBZzytometer wiesen sowohl aptwtische als auch
nekroptotische Morphologien auf. Da dies eine Einzelzellanalyse ist, sollte auch untersugahwer
wie sich dieDL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulatari 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. SUIT020 Zellen und Panc89 Zellenwurden mit
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 stimuliert unikroskopisch analysiert, umwischen apoptotischer

und nekroptotischeMorphologie zwnterscheider(Abbildungs0). Dabei zeigt sich, dass sowohl eine
apoptotische als auch eineekroptotische Morphologie der sterbenden Zellen zu beobachtear.

Dies aul3erte sich fir apoptotische Zellen (Abbildung 60, blauer Pfeil) in geschrumpften Zellen mit
Ausstilpungen der Membran und fir nekroptotische Zellen (Abbildung 60, roter Pfeil) durch
angesbwollene runde ZellerZusatzlich zuDL/Gemcitabin/FLIPinB/S6388&mulationwurde zVAD
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fmk zugegeben, um Apoptose zu inhibieren und eine Positivkontroltidinekroptotischen Zellen zu
erhalten. Zellen, die ni DL/Gemcitabin/FLIPinB/S6384ADfmk dimuliert wurden, zeiten
tatsachlich die typische nekroptotische Morphologie (Abbildé0groter Pfeil).Somit konnte nicht

nur in Einzelzellanalysen Apoptose und Nekroptose nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation
nachgewiesen werden, sondern auah Zellverband.

Gemcitabin, FLIPinB

Gemcitabin, FLIPinB

Medium $63845,CDI5L

o

¢ . o L L

R ol SO )

Z '\‘y\\
=

563845, CD95L

zZVAD-fmk

v SR

SUIT-020

Panc89

| 2

lebendig
SUIT-020

lebendig
Panc89

s nekrotisch/

! apoptotisch

1
nekroptotisch =~

»

Fy

Abbildung60: Apoptotische und nekroptotischélorphologie nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation.

SUIT020 (obere Reihe) undanc8quntere ReiheYellen wurden fir 24 mit 10 ng/mlGemcitabin und anschlieRend fur 2 h

mit 20 uMFLIPInB undO pM (SUID20) oder 0,005 pM (Panc838$3845und fur 1 h mit 50 uM zVAnk vorstimuliertund
anschlieend fi22 h mit 100 ng/mICD95L stimuliertNach Stimulationsdauer wurden mikroskopischddimit dem Evos

von unbehandelten Zellen (Medium), CD95L/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 oder CD95L/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/z\VVAD
fmk stimulierten Zellenaufgenommen Mit grinem Pfeil werden lebendige Zellen angezeigt, mit rotem Pfeil werden Zellen

mit nekropotischer 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
reprasentative Bildedargestellt. Modifiziert nach[355].

Nekroptose flhrt wie zuvor beschrieberzur Phosphorylierung von RIPK1, RIPK3 und MLKL. Somit
sollte untersucht werden, ob einBL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stiatidn ebenfalls zu pRIPK1,
pRIPK3 und pMLKL flhrtednsbesondere war von Interesse herauszufinden, ob nach der
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulatiorehr Nekroptose ausgeltst wird, verglichen mit den
anderen Bedingungen. zVADK wurde in dieser Analysgenutzt, um deutlichere Ergebnisse
bezlglich Nekroptose zu erhalten, da Apoptose inhibiert wird. Um nun dies zu untersuairelen

im Western Blot die Schlisselproteine des nekotipchen Signalwegs untersucBowohl in SUHI20
Zellen als auch in Panc89 Zellemrden pRIPK1 und pMLKL nach CD95L/Gemcitabin/Zk&D
CD95L/Gemcitabin/FLIPinB/z\A&bk, CD95L/Gemcitabin/S63845/z\-fbk und
CD95L/Gemcitabin/FLIPInB/S63845/zMAIR  Stimulation nachgewiesen (Abbildung6la, b)
Allerdings  war nur am meisten pMLKL in Panc89 Zellen nach
CD95L/Gemcitabin/FLIPINB/S63845/zMAIR Stimulation zu sehenverglichen mit den anderen
Bedingungen. In SUDRO Zellen konnte in CD95L/Gemcitabin/S63845/z¥Abstimulierten Zellen
dasmeiste pMLKL detektiert werden. Gemcitabin allein édstine Phosphorylierung von MLKL aus
(Abbildung @c). Insgesamtiihrte eine DL/Gemcitabin/FLIPIinB/S63845/z\(f&ik Stimulationn SUIT

020 Zellen und Panc89 Zellen zur Induktimn pMLKL und pRIPKEomit wurde Nekroptose
ausgelost, jedoch flihet eine DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zViik Stimulation nicht zur
starksten Induktion der Risphorylierungen der Nekroptoseschliisselproteine.
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Eine Zugabe von Ndsoder GSK872urDLGemcitabin/FLIPinB/S63848/ADBfmk Stimulation fuhré

zu einem Waderherstellen der Zellviabilitat in Panc89 Zellen und $201Zellen, was darauf hinweist,
dass Nekroptose ausgeldstrde (Anhang26-30). zZVADBfmk stellie nur einen Teil der Zellviabilitat
nach CD95L/Gemcitabin/IRihB/S63845/zVAIMk Stimulationwieder her, was zeigt dass nur ein
Teil der apoptotischen Zellen gerettavurde, wahrend eine restliche Population der Zellen

nekroptotisch starb. Dahingegen

fuhg eine CD95L/Gemcitabin/FLIPInB/S63845/z\Ak

Stimulation in MiaPaca2 Zellen zu einem vollstandigeedé/herstellen der Zellviabilitat wéahrend
Necls keinen Einfluss auf die Zellviabilitat ndmbinationsbehandlungen hat(Anhang 31)Dies
geht Uberen mit der Tatsache, dass MiaPaca2 Zellen kein RIPK3 exprimieren und daher nicht

nekroptotisch sterberfAbbildung 46)
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Abbildung61: Phosphorylierung von RIPK1 und MLKL nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845faWAStimulation.

(a-c) SUIT020(a), Panc89b, c)Zellen wurden fur 24 mit Gemcitabin und anschlie3end fur 2 h mitfbhB und563845.1nd

fur 1 h mit zVABmk vorstimuliertund anschlieRend fiB h mit CD95L stimulierZelllysate wurden mit Western Blot mit den
angegebenen Antikdrpern analysiert. Aktin ist die Ladekontrolle. Ein représentativer Western Blot aus n=3 Western Blots wird

gezeigtModifiziert nach[355].

Zusammengefasst deetien ale diese Datemaraufhin, dass sowohl Apoptose als auch Nekroptose
ausgelostwurde. Dies stellte die Frage ob es mdglich ist die Population der nekroptotisch und
apoptotisch sterbenden Zellen zu unterteilen utas Verhaltnis zwischen Apoptose und Nekosgt

zu quantifizieren. Hierfir wurden die Daten aus Abbildub8, 59 sowie Anhang 28 mit

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845

Stimulation

in

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVADk  Stimulation
Durchflussygtometrie genutzt.Zun&hst wurden die Daten aus deitdgebenden Durchflusszytometrie

in einem Dot Plot mit der GréR3e und der Pl Intensitat aufgetragen. Daraus wurden die Pl negativen
Zellen fur die weitere Analyse ausgeschlossen (Ani@hgUnter den Plpositiven Zellen wurde
anschliel3end nach kleinem und groRem Nukleus unter¢gitibildung62a, b) Apoptose ist durch

einen kleinen Nukleus gekennzeichnet wahrend ein groR3er Nukleus Nekroptose kennzeiSumeit

wurde diese Unterteilung dazu genutzt Aggose und Nekroptose zu quantifizieredie Zugabe von
zVADfmk zu DL/Gemcitabin/FLIPinB/S638&%mulationverschob die Population in Richtung grof3er
Nukleus, sprich Nekroptog@bbildung62a). Dies zeigt, dass diese Methode dafiir genutzt werden
konnte, um zwischen Apoptose und Nekroptose zu unterteilen und die Verhaltnisse zu quantifizieren.
Die Quantifizierung zeigte, dass mehr Apoptose als Nekroptose nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845
Stimulation sowohl in SWHI20 und Panc89 Zellen gemesseurde (Abbildung &c, d) Die Zugabe

von zVABmk zu DL/Gemcitabin/FLIPinB/S6384Stimulation fuhrte zu mehr Nekroptose als

NAT
far

und
SUKFD20

Panc89
nach

Zellen und
bildgebender

-131-



Ergebnisse

Apoptose(Abbildung @c). Zusammengefasst flihrte eine DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation
sowohl in SUFD20 Zellen als auch in PancB8llen zu Apoptose und Nekroptose, wobei Apoptose den
grolReren Teil der sterbenden Zellen métm
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Abbildung62: Mehr apoptotische Zellen alsekroptotische Zellen nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63&tBnulation.

(a, b)Die Plpositive Population von Abbildun@bind Anhang 28a) und die doppelt positive Population von Abbildurg 5
(b)wurden in einem Dot Blot nach GréRRe und PI Intensitét aufgetragen. Es wurde nach kleinem und grof3en Nukleus unterteilt.
Es wird ein reprasentatéer Dot Blot von n=3 gezeidt, d)Quantifizierung vorfa, b) Mittelwert und Standardabweichung

von n=3 unabhangigen Experimentererdengezeigt. Statistiken wurden durchgefuhrt mit einem ungepaarten QM

ANOVA Test mit einem post hoc Tukey Testderit folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05;

ns nicht signifikantAbkirzungen: APropidiumiodid Modifiziert nach355].

Eine Kombinatiorgimulation von Tumorzellen ist nur sinnvoll, wenn gesunde Zellen daiwon
Uberwiegendem MaReinbeeinflusst bleiben. Der Vorteil von gesunden Zellen ist, diassVielzahl
keinen TRAIR exprimierer{374]. In dieser Arbeit wurden Fibroblastd451als Modell fur gesunde
Zellen genutzt. Diese exprimien CD95, aber kein TRAR(ADbbildung ).
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Abbildung63: Fibroblastenl451exprimieren kein TRAHR1/2 auf der Zelloberflache.

Fibroblasten1451 wurden mit CD98-ITCund PETRAILR1/2 sowie den Kontrollen IgATC (Kontrolle, links) und K&
(Kontrolle, rechts) gefarbt. Die Zelloberflachenexpression der Rezeptoren wurdesthiltigebender Durchflusszytometrie
bestimmt. Die Oberflachenexpressionen werden verglaicheit den Kontrollen im Histogramm dargesteHis wird ein
reprasentatives Histogramm von n=3 Versuchen geziigtlifiziert nach[355].

T CDY95

Normalisierte Freguenz
Normalisierte Freguenz
(]

Um zu untersuchenwie die Fibroblasten1451, als Zellmodell fir gesunde Zelleauf die
Kombinationstherapie reagieren, wurden die Fibroblastietbl nach Stimulation mit Annexil-
FITC/PI oder PI gefarbt und wie zuvor beschrieben unterizidt.Fibroblasteri451 zeigten keinen
Verlust der lebendigeBellen nach allen getesteten Bedingungen, sowie kein Erscheinen apoptotischer
Spaltprodukte nach Western Blot Analyse in den getest Bedingunge(Abbildung @). Somitwaren

die getesteten gesunden Zellen nicht reaktiv auf #mmbinierte Stimulation Somit war eine
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation effektiv in pankreatischen Tumorzellenahatkeine
Nebenwirkungen auf die hier getesteten gesunden Zellen.
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Abbildung64: Fibroblasten1451sind nicht sensitiv gegeiiber DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation.

(a, b)Fibroblasteri451wurden fur 24h mit Gemcitabin und anschlieend fir 2 h mit FLIPinB und S6&848muliertund
anschlieend fir 22 h mit den angegebenen Konzentrationen TRAIL stimuliert. DienZietlenmit Pl(a) oder mitAnnexin

V-FITC und Rb) geféarbt und mit dem bildgebendem Durchflusszytometer gemessen. Die gemessenen Zellen wurden in
lebendige (negative)nd PI positivéa) beziehungsweisi AnnexinV-FITC positive (frih apoptotische) und doppelt positive
(spét apoptotischefb) Zellen unterteilt. Mittelwert und Standardabweichung von n=3 unabhéangigen Experimentzden
gezeigt.(c) Fibroblasten wurden wie itfb) stimuliert und Zelllysate wden mittels Western Blot und den angezeigten
Antikdrpern analysiert. Aktin ist die Ladekontrolle. Ein reprasentativer Western Blot \®Wastern Blots ist dargestellt.
Statistiken wurden durchgefiihrt mit einem ungepaarten QMEY¥ANOVA Test mit einem pohoc Tukey Test mit den
folgenden Werten: ****p < 0.0001; ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; ns nicht signifikAbklrzungen: PI Propidiumiodid
Modifiziert nach[355].

3.3.3. DL/Gemcitdin/FLIPinB/S63845 Stimulation fih#du mehrKomplex Il Bildung

In dieser Arbeit konnte (gezeigt werden, dass eine Kombinaitonalation
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 zu einem effektiven Anstieg in apoptotischen und nekroptotischen
Zellen fuhrte. Die$iel3 die Frage aufkommen, wie die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation die
Zelltodkomplexbildung beeinflusahd ob der Anstieg im PCD durch unterschiedliche Komplexbildung
erklart werden kann Dies kann auch mehr Einblick in den Mechanismus hinter der
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DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation geldds erstes wurde eine DISE durchgefiihrt, um zu
untersuchen, oldie DL/Gemcitabin/FLIPinB/S638&%imulationdie DISC Bildung beeinflusst (Anhang
33a). Dafur wurden neben unstimulierten Zellen die folgemdétimulationen getestet:
DL/Gemcitabin/FLIPinB, DL/Gemcitabin/S63845 und DL/Gemcitabin/FLIPinB/I888886S@vurde

nach dlen drei Bedingungermmunprazipitiert, gezeigt durch die Detektion v&@@aspase, p43/41, €

FLIP und FADD. Allerdingaren keine Unterschiede zwischen den drei getetstn Bedingungerzu
sehen.Da der DISC ein HMWigh Moleular weight Fractiongrof3e Molekulare Fraktion) Komplex

ist, wurde zusatzlichuntersucht, ob es Unterschiede des DISCs im HMW gphith ob die Grol3e des
gehildeten DISCs je nach Bedingung variikrteressanterweise fihe eine DL/Gemcitabin/S63845
Stimulationzu einer DISC Formierung den mittleren bis kleinerenmolekularen Fraktioen mit
Caspase und eFLIRAnhang 33h)FADDwar in der grof3en molekularen Frakti¢2-6) zu finden Die
Kombination aus DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 &ilebenfalls zu einer DISC Formierung in
kleinerer molekularer Fraktion, allerdings auch schwacher als nach DL/Gemcitabin/S63845
Stimulation. Interessnterweise war aber mehr FADD in grof3er molekularer Fraktion in
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 stimulierten SQAT Zellen zu erkennen. Insgesamt abehiendie

hier eingefuhrte Kombinationsbehandlung den DISC nicht zu beeinflussen und keine Effkidigg
sensitivierenden Effekteu sein.

Dies fiihrte dazu, dass ein anderer Komplex untersucht werden sdle:RipoptosomUm das
Ripoptosom zu immunprazipitieren wurde eine Caspa8dP nach DL/Gemcitabin,
DL/Gemcitabin/FLIPinB, DL/Gemcitabin/S63845 uUbd/Gemcitabin/FLIPinB/S63845timulation
durchgefihrt. Im Gegenteil zur DS konnten Unterschiede nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845
Stimulation ausgemacht werdg@bbildung 6). Im Detailwurde mehr cFLIR p22, p43, FADRIPK1

und Caspas@ pl8 in SU-020, Panc89 und MiaPaca2 Zellen in der CaspdBe nach
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation verglichen mit allen anderen Bedingungen nachgewiesen.
Somit beeinflus& die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation die Bildung des Ripoptosoms,
indem mehr Komplexbildung zu beobachtevar. Dies gibt eine Erklarung fir die sensitivierenden
Effekte.Interessanterweise at dies fiir alle drei getesteten Zelllinien, was in Zusammenhang steht,
dass die DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation auch in allen drei Zelllinien effektiv war,
unabhangig von den Sensitivitaten gegeniber den einzehdrstanzen
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Abbildung65: Mehr Komplex Il Bildung in DL/Gemaibin/FLIPinB/S63845 stimulierten pankreatischen Tumorzellen.

(a-c) SUIT020 (a), Panc89b) und MiaPacaZc) Zellen wurden fiir 24 mit Gemcitabin und anschlieBend fir 2 h mit FLIPinB
und S6384worstimuliertund anschlieRend fur 6 h mit den angegebenen Konzentrationen DE&ICDI5L stimuliert. Die
Caspas&-IP wurde durchgefihrt mit anmCaspasd. IP und Zelllysate wurden mit Western Blot und den angezeigten
Antikdrpern analysiert. Aktin istie Ladekontrolle fiir die Lysate, Casp&dst die Ladekontrolle fiir die IBin représentativer
Western Blot von n3Western Blots ist dargestellAbkirzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, I.B. lange Belichtungszeit, IP
Immunprazipitation BKBeadkontrole. Modifiziert naciH355].
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Ein weiterer Bestandteil déRipoptosonsist FAD. Daher wurde um die Casp#se° Ergebnisseu
verifizieren eine FADIP durchgefiihrt. Die FABIP fiuhrte o &hnlichen Ergebnissen wie die Caspase
8-IP. Es wurde mehr Caspas8 pl8 und €LIP p22 in SUIT020 Zellen nach
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation verglichen mit den anderen Bedinguacjagpewiesen
(Abbildung ®a). Die Ergebnisse waren noch deutliber in Panc89 Zellen, die mit
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 stimulietirden. Dortwurde deutlich mehr p43, p22, p43/41 dn
pl8 detektiert als in den anderen BedingungdAbbildung &b). Dies zeigt, dass die
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation dipopiosom Bildung beeinflusstund Uber diesen
Komplex mehr Zelltod auslést Interessanterweisewar dies auchwieder konsistent Uber alle
getesteten Zelllinien.
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Abbildung66: Mehr Komplex Il in DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63&tBnulierten pankreatischen Tumorzellen nachgewiesen
durch FADDIP.

(a, b) SUIT020(a) und Panc8gb) Zellen wurden fiir 24 mit Gemcitabin und anschlie3end fiir 2 h mit FLIPinB und S63845
vorstimuliert und anschlieBend fir 6 h mit den angegebenen Konatiohen CD95L stimuliert. Die FAII® wurde
durchgefiihrt mit antiFADD. IP und Zelllysate wurden mit Western Blot und den angezeigten Antikdrpern analysiert. Aktin ist
die Ladekontrolle fiir die Lysate, FADD ist die Ladekontrolle fur.din Peprasentiver Western Blot von r3Western Blots

ist dargestellt Abkiirzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, |.B. lange Belichtungszeit, IP Immunprazjist®eadkontrolle
Modifiziert nach[355].

Da auch Nekroptose Uber di_/Gemcitabin/FLIPinB/S63845 Stimulation ausgeliistie (Abbildung
5862), solte nach Caspas&-IP und FADBIP in  Zellen stimuliert  mit
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/z\(filk, die Bildung des Nekrosom untersuchen werden.
Insbesondere sollte untersucht werden, ob eine DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845zNAD
Stimulation zu mehr Nekrosombildung fuhwas ebenso erklaren wirde, warum mehr PCD ausgeldst
wird nach DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/z\MAIR Stimulation In
DL/Gentitabin/FLIPinB/S63845/zVAmK stimulerten SUIT020 Zellen und Panc89 Zellevurde
pRIPK1 nachgewiesen, sowid-ldP, RIPK1 und Casp8sealles Proteine, die Bestandteile des
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Nekrosoms sindAbbildung &). In beiden Caspas®lPswurde mehr Proteine desNekrosons in
DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/z\t#fkiik stimulierten Zellen nachgewieseals unter den anderen
BedingungenDemzufolgevurde mehr Nekrosom gebildet.
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Abbildung67: Nekrosombildungin DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zV Aihk stimulierten pankreatischen Tumorzellen.

(a, b) SUIT020(a) und Panc89b) Zellen wurden fir 24 mit Gemcitabin und anschlieRend fir 2 h mit FLIPinB und S63845
und 1 h zVABmkK vorstimuliert und anschlieRend fii6 h mit den angegebenen Konzentrationen CD95L stimuliert. Die
Caspass&-IP wurde durchgefihrt mit amCaspase. IP und Zelllysate wurden mit Western Blot und den angezeigten
Antikdrpern analysiert. Aktin ist die Ladekontrolle fur die Lysate, Caspasdie Ladekontrolle fur die IFEin représentativer
Western Blot von n3Western Blots ist dargestellAbkirzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, I.B. lange Belichtungszeit, IP

Immunpréazipitation BK BeadkontrolléModifiziert nach[355].

Ahnliche Ergebnissewvurden auch nach einer FADIP erzielt. SUHI20 Zellen und Panc89 Zellen
zeigen mehr eFLIP, Caspas®: RIPK1 und pRIPK1 nd2b/Gemcitabin/FLIPIinB/S63845/z\AAkik
Stimulation alsn den anderen BedingungéAbbildungen 8). Dabewarendiese Ergebnisse klarer in

SuUIT020

Zellen

als i

n Panc89

Zellen Somit

wurde

tatsachlich

nach

DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/z\tiik Stimulation mehr Nekrosom nachgewiesBaraudolgend
kann erklart werden, dass die starkere Induktion von Apoptose und Nekroptose durch mehr
Komplexbildung des Ripoptosoms und des Nekrosoms kommit.
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Abbildung 68: Nekrosombildungin DL/Gemcitabin/FLIPinB/S63845/zVAnk stimulierten pankreati€hen Tumorzellen
nachgewiesen nach FADBIB.

(a, b) SUIT020 (a) und Panc84b) Zellen wurden fiir 24 mit Gemcitabin und anschlieBend fiir 2 h mit FLIPinB und S63845
und 1 h zVABmk vorstimuliertund anschlieRend fiir 6 h mit den angegebenen Konzentrationen CD95L stimuliert. Die FADD
IP wurde durchgefiihrt mit anfrADD. IP und Zelllysate wurden mit Western Blot und den angezeigten Antikdrpern analysiert.
Aktin ist die Ladekontrolle fur die LysateADD ist die Ladekontrolle fur die Ein reprasentativer Western Blot vondh=
Western Blots ist dargestellabkirzungen: k.B. kurze Belichtungszeit, I.B. lange Belichtungszeit, IP Immunprézjigtion
Beadkontrolle Modifiziert nach[355].

Zusammengefasst fltetdie vierfache Kombinationsbehandlung von pankreatischen Tumorzelllinien
zu mehr Caspase Aktivitdt, sowie zu Apoptose und Nekropthgeh mehr Komplexbildung des
Ripoptosoms und deNekrosoms Daraus lasst sich erklarevie die Zellerhinsichtlich des Zelltods
sensitiviert werden. Diese Ergebnisse geben einen tieferen Einblick darin wie eine
Kombinationsbehandlung genutzt werden kann verschiedene Zelltodarten ldssmu und so
Tumorzelllinien gegenuber dem Zelltod zu sensitivieren. Der Vorteil der Kombinationsbehandlung
besteht darin, dass mdglichgeringe Konzentrationen der einzelneBubstanzergenutzt wurden,
sodasgyesunde Zellen nicl#ngegriffen wurden

3.4. Kombinationsbehandlung vorHT29 Zellen mitLIPinB und BV6

Die Ergebnisse, die in diesem Kapitel dargesteild wurden in der Publikatioffargeting caspase
8/c-FLIR heterodimer in complex Il promotes-Biediated cell deativon HillertRichter, Koniget al.
2024 inFront Cell Dev Biglubliziert[375].

Im vorherigen Kapitehurde gezeigt, dass FLIPInB helfemika\poptose und Nekroptosauszulésen

um Krebszellen zu sensitivier@dapitel 33). Dies stellte die Frage, inwieweit FLIPinB weiter genutzt
werden kann, um Krebszelllinidnnsichtlich des Zelltods zu sensitivieren. Vor al&aehtim Fokus,

ob sowohl das Ausldsen von Apoptadeauch Nekroptose weiter genutzt werden kann. Vor allem
nachdem gezeigivurde, wie CD95L/BV6/zVAINhK Nekroptosan HT29 Zelleausldse (Kapitel 3.2.)
stellte sich die Frage ob FLIPimBer seinwasserlosthes! y' I £ 2 32 y digSd¢ Kombiniérte!
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