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Abstract

The death receptor-induced signalling pathway is one of the most important pathways to
activate the programmed cell death in defective or infected cells. A number of different
signalling pathways could lead to the programmed cell death in multicellular organisms.
Normally, organisms are in a state of equilibrium between proliferation and cell death. Cancer
as well as other diseases are associated to the deregulation of programmed cell death. Cell
death could be induced via different programmes, which are specifically defined by the cellular
location, the type of induction or the execution. Decoding the cell death mechanisms is
essential to uncover and establish more harmless and targeted therapies.

One type of cell death, which is in the focus of research, is the extrinsic apoptosis. A main
protein of extrinsic apoptosis is caspase-8, which plays an important role as the core
component of the DISC (death-inducing signalling complex) and the subsequent caspase
cascade. In addition to the induction of DISC by DLs (death ligands), PTM (posttranslational
modifications) could have an important function in the activation and stabilization of caspase-
8. In previous studies, caspase-8 has been shown to undergo several PTM. Methylation of
caspase-8 has not been reported so far. In this thesis, first insights into a potential link between
caspase-8 methylation and the PRMT5 methyltransferase complex could be observed.
Furthermore, the influence of PRMT5 inhibition on the activity of caspase-8 could be detected.
In addition, a possible link between the mutations of potential methylation sites of caspase-8
and the reduction of DL-induced caspase cascade as well as cell viability could be uncovered.

In addition to gathering initial evidence for a potential methylation of caspase-8, in this
dissertation, the molecular mechanism of the cell death induced by the peptide RL2 in breast
carcinoma cells was uncovered. Previous studies have shown that RL2 administration leads
to cell death in breast cancer cells. Mitophagy was shown to play the major role in RL2-
mediated effects in this dissertation. Furthermore, the interplay between RL2-induced
mitophagy and extrinsic apoptosis was investigated. This analysis has shown how these two
cell death signalling pathways interact with each other and how this can be used for
translational applications.

Both projects of this dissertation are devoted to decoding the extrinsic apoptosis mechanisms,
as well as the potential development of new therapeutic approaches.
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Zusammenfassung

Der Todesrezeptor-induzierte Signalweg ist einer der wichtigsten Signalwege um den
programmierten Zelltod in defekten, Uberflissigen oder infizierten Zellen zu ermdglichen. Eine
Vielzahl von unterschiedlichen Signalwegen kann zu einer gezielten Induzierung des Zelltodes
in mehrzelligen Organismen fuhren. Dabei befindet sich der mehrzellige Organismus in einem
Gleichgewicht aus Proliferation und Zellsterben. Krebserkrankungen sowie weitere
Krankheitsarten kénnen zu einer molekularen Inhibierung des Zelltodes fuhren, sodass der
Zelltod in defekten oder Gberschuissigen Zellen kaum bzw. gar nicht erfolgen kann.

Innerhalb des Zelltodes kann zwischen unterschiedliche Arten differenziert werden, bei denen
die Unterteilung anhand von Morphologien oder zelluldren Prozessen erfolgt. Eine Zelltodart,
die im Fokus der Forschung steht, ist die extrinsische Apoptose. Ein Hauptprotein der
extrinsischen Apoptose ist Caspase-8, welches als Bestandteil des DISC (death inducing
signaling complex/ Todesinduzierender Signal-Komplex) und der anschlielenden Caspase-
Kaskade eine bedeutende Rolle spielt. Neben der Induzierung des DISC durch Todesliganden
kénnen PTM (Posttranslationale Modifikationen) eine wichtige Funktion fur die Aktivierung und
Stabilitat von Caspase-8 besitzen. In friiheren Studien konnten erste PTM an Caspase-8
nachgewiesen werden. Methylierungen wurden bisher nicht in einen Zusammenhang mit
Caspase-8 gebracht. In dieser Dissertation konnten erste Erkenntnisse Uber eine potenzielle
Verbindung zwischen Caspase-8 und dem Methyltransferase-Komplex PRMT5 erfasst
werden. DarUber hinaus wurde die Bedeutung einer PRMT5-Inhibierung auf die Spaltung von
Caspase-8 verdeutlicht. Zusatzlich konnte eine mogliche Verbindung zwischen Mutationen der
potenziellen Methylierungsstellen von Caspase-8 mit der Reduzierung der Caspase-Kaskade
und der Reduzierung der Zellviabilitat erstellt werden. Daruber hinaus stehen
Einzelmutationen der potenziellen Methylierungsstellen im Verdacht an
Karzinomerkrankungen beteiligt zu sein.

Neben der Erfassung erster Hinweise auf eine potenzielle Methylierung von Caspase-8 konnte
in dieser Dissertation der Mechanismus des Peptids RL2 innerhalb von
Mammakarzinomzellen entschlisselt werden. In friheren Studien konnte gezeigt werden,
dass RL2 in Mammakarzinomzellen Zelltod auslost. Mit Hilfe von massenspektrometrischen
Screenings, Western Blot Analysen und IP konnte Mitophagie als wichtigster Mechanismus
entschlUsselt werden. Daruber hinaus konnte das Zusammenspiel zwischen RL2-induzierter
Mitophagie und extrinsischer Apoptose, also potenzielle Co-Stimulation, in
Mammakarzinomzelllinien beobachtet werden. Dieses Zusammenspiel zeigt, wie
unterschiedliche Zelltodsignalwege miteinander agieren kdnnen und welche Effekte es fur eine
potenzielle Therapie geben kann.

Beide Projekte dieser Dissertation beruhen auf einer Entschlisselung der extrinsischen
Apoptosemechanismen sowie der potenziellen Nutzung innerhalb von Stimulationen fir
mdgliche Therapeutika.
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1 Einleitung

Die Anzahl der von verschiedenen Krebserkrankungen neu betroffenen Patienten ist in den
letzten Jahren auf einem stabilen Niveau geblieben. Wahrend die haufigsten
Karzinomerkrankungen bei Mannern Prostata- und Lungen- bzw. Darmkrebs sind, ist die
haufigste Erkrankung bei Frauen Brustkrebs. Etwa 233.000 Frauen und 265.000 Manner
erkranken jedes Jahr an Krebs [1]. Eine Untersuchung neuer Therapeutika ist in diesem Feld
daher besonders notwendig und dringend.

Neben der Erforschung neuer potenzieller Therapeutika ist die Untersuchung der Grundlagen
von Stérungen der Protein-Signalkaskaden, Mutationen und weiteren Abnormalitaten in
Karzinomzellen fir ein besseres Verstandnis von grolRer Bedeutung. Nur die genaue
Erforschung, wodurch Karzinomerkrankungen entgegen Zelltodsignalen wirken, womit die
Unterbrechung der Todessignale umgangen werden kénnen und welche Unterschiede es zu
gesunden Zellen gibt, ermoglicht geeignete und zielgerichtete Therapien.

Ein weiterer wichtiger Forschungsschwerpunkt sind die Untersuchungen verschiedener
Zelltodarten, wie diese miteinander verbunden sind und welche Effekte eine Induzierung des
einen Zelltodtypus auf den anderen hat. Das Verstidndnis des Zusammenspiels
unterschiedlicher Zelltodarten ermdglicht neue Therapieformen mit niedrigeren
Konzentrationen, die zu einer sanfteren Therapie fihren kdnnen, bei welcher der Patient einer
milderen Belastung ausgesetzt wird.

Neben zielgerichteten und sanfteren Therapieformen ist die Charakterisierung von
Karzinomerkrankungen ein wesentlicher Faktor fur eine erfolgreiche Krebsbehandlung. Die
Untersuchung von potenziellen Patienten mit einem erhdhten Risiko durch genetische
Faktoren oder Mutationen ist dabei eine Mdéglichkeit. So kbnnen Mutationen von Proteinen,
Todesrezeptoren oder Liganden zu einer Unterbrechung der Zelltod-Kaskade flhren und
dadurch Krebserkrankungen férdern [2]. Das Verstandnis dieser inhibitorischen Faktoren als
Bestandteil der Zelltod-Grundlagenforschung kann als Ausgangspunkt weiterer potenzieller
Therapien dienen.
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1.1 Der programmierte Zelltod

Der programmierte Zelltod ist ein Regulationsmechanismus fir die Entfernung von defekten
oder nicht bendétigten Zellen in mehrzelligen Organismen [3]. Die bekanntesten Arten des
programmierten Zelltods sind Apoptose, Autophagie und regulierte Nekrose [4] [5] [6] [7] [8].
Diese Zelltodarten werden auch Typ |, Typ Il und Typ Il Zelltode genannt. Zu Typ | Zelltod
gehoren unter anderem Apoptose, aber auch Anoikis [9]. Die Autophagie zahlt hingegen zu
den Typ Il Zelltoden [10] [11]. Zu dem dritten Klassifizierungstypen (Typ Ill) des Zelltodes
gehort die regulierte Nekrose. Lange galt die Nekrose als unkontrollierte Art des Zelltodes.
Jedoch konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass die Nekrose kontrolliert
auftreten kann (Nekroptose) [9] [12] [13] [14] (zusammengefasst in [15] [16]). Weitere Arten
der kontrollierten Nekrose sind Pyroptose sowie Ferroptose [17] (zusammengefasstin [15] [16]
[18]). Die Unterteilung der Zelltod-Typen erfolgt anhand der verschiedenen Morphologien,
welche durch die Zelltode verursacht werden.

Der Erhalt der Homdostase in mehrzelligen Organismen wird durch ein ausbalanciertes
Gleichgewicht zwischen Proliferation und Zelltod erzeugt (zusammengefasst in [19] [20] [21]
[22]). Der programmierte Zelltod wirkt dabei als zielgerichteter Mechanismus, an dessen Ende
im Idealfall der Tod der defekten bzw. unnétigen Zelle steht. Eine Beeintrachtigung des
programmierten Zelltods durch Inhibition (weniger Zelltod, aber mehr Zellproliferation) oder
unkontrollierter Ubersteuerung zu mehr Zelltod, kann im Zusammenhang mit
schwerwiegenden Erkrankungen stehen [7].

1.2 Apoptose

Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltodes, an dessen Ende die Eliminierung von
Uberschissigen bzw. defekten Zellen erfolgt [20] [23]. Der Begriff Apoptose wurde erstmals
1972 verwendet [24]. Jedoch sind Teilprozesse bereits friiher beobachtet, dokumentiert und
veroffentlich worden [24] [25]. Erste Beobachtungen reichen bis in das 19. Jahrhundert zurtick.
Eine der ersten Beobachtungen der anfangs als Schrumpfungsnekrose genannten Apoptose
konnten in Rattenleberzellen erfolgen. Ein Jahr spater erfolgte die Untersuchung an
Basalzellkarzinomen und dadurch der erste Nachweis innerhalb von Karzinomzellen [25] [26].

Die Apoptose durchlauft verschiedene charakteristische Schritte, die sich unter anderem in der
Morphologie der Zelle unterscheiden [24] [25] [27]. Dabei finden die Ereignisse sowohl auf
molekularer Ebene als auch auf morphologischer Ebene statt. Innerhalb der ersten Phase
(Initiationsphase) werden Signalwege durch einen pro-apoptotischen Reiz ausgeldst (ndhere
Beschreibung siehe nachste Seiten) [28]. AnschlieRend erfolgt die sogenannte Effektorphase,
in der die Initiationssignale weitergeleitet werden [28] [29]. In diesen beiden Phasen kdnnen
keine bzw. kaum morphologische Effekte beobachtet werden. Erst in der dritten Phase, der
Abbauphase, kdnnen Veranderungen an der Zellmembran und dem Nukleus durch DNA (engl.
Desoxyribonucleic acid/ dt. Desoxyribonukleinsaure) -Fragmentierungen beobachtet werden.
Nach der Ubermittlung der Signalkaskade wird Phosphatidylserin an der Zelloberflache
exprimiert [27]. AnschlieRend erfolgt die Zellschrumpfung, wodurch das Zytoplasma verdichtet
wird und die Organellen enger aneinander liegen [24]. Die Pyknose erfolgt gleichzeitig, dabei
wird der Zellkern geschrumpft und das Chromatin verdichtet, sodass eine einheitliche Masse
entsteht (zusammengefasst in [30]). Zusatzlich kommt es zu der Bildung von apoptotischen
Korpern, auch Bodies genannt (zusammengefasst in [3]). Diese Bodies bestehen aus
Zellmembran und im Inneren aus Zytoplasma sowie dicht gepackten Organellen. Es kdnnen
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auch Nukleus Fragmente in die Apoptosekdrper aufgenommen werden. Dieser Prozess wird
Knospung (auch budding) genannt. Die apoptotischen Kérper I6sen sich von der Zellmembran
und kdnnen anschlieRend von Makrophagen, Parenchymzellen oder neoplastischen Zellen
durch Phagozytose aufgenommen werden, um sie mit Hilfe des Lysosoms abzubauen
(zusammengefasst in [3]).

Die wichtigste Unterteilung der Apoptose belauft sich auf extrinsische und intrinsische
Apoptose (siehe Abbildung 1) [20] [23]. Der Signalweg der intrinsischen Apoptose kann durch
genotoxischen Stress, lUbermalige UV- oder Gamma-Bestrahlung oder Fehlfunktionen der
Wachstumsfaktoren induziert werden [31]. Diese Induzierung fiuhrt zu verschiedenen
Prozessen innerhalb der Zelle. Unter anderem wird MOMP (engl. mitochondrial outer
membrane permeabilisation/ dt. Permeabilisierung der auReren mitochondrialen Membran)
ausgeldst, wodurch pro-apoptotische Faktoren aus dem Inneren der Mitochondrien in das
Zytosol gelangen (siehe Abbildung 2) [32] [33] [34] [35]. Die Freigabe der Faktoren ermdglicht
wiederum eine Initierung von Signalkaskaden, an deren Ende der Zelltod durch Apoptose
erfolgt.

Apoptose
— ~
extrinsische intrinsische \ zellularer Stress |
Apoptose Apoptose ¢
) L Bax/Bak-Poren- pro-apoptotische
Liganden Aktivierung : - -
-bindung —> Todesrezeptor Bildung Bcl-2-Mitglieder
anti-
‘ DISC-Formierung ‘ ‘ MOMP | apoptotische
Bcl-2
! } Mitglieder
Aktivierung der Freigabe von
Initiator-Caspasen Cytochrome C und

weiteren Faktoren
' }

Aktivierung der -« Caspase-9 Apoptosom
Effektor-Caspasen Aktivierung Formierung

'

Substrat-Spaltung
(PARP und
andere)

Abbildung 1 Unterteilung der Apoptose in extrinsisch und intrinsisch: In der extrinsischen Apoptose erfolgt die Komplex-Bildung nach
Liganden-Bindung an den spezifischen Todesrezeptor und dessen Aktivierung. AnschlieRend erfolgt die molekulare Signalkaskade bis hin zum
Zelltod durch Substratspaltung. Die intrinsische Apoptose wird unter anderem durch zelluldren Stress ausgelost. Dies fiihrt zu Permeabilisierung
der auReren mitochondrialen Membran, was wiederum pro-apoptotische Proteine wie z.B. Cytochrome C und SMAC freisetzt und eine Zelltod-
Kaskade initiiert.

Wichtiger Bestandteil der intrinsischen Apoptose sind die Mitglieder der Bcl-2 (engl. B-cell-
lymphoma-2) Protein-Familie, die eine BH (Bcl-2 Homologie) Doméane besitzen [36] [37] [38].
Insgesamt gibt es vier verschiedene BH Domanen [36] [37] [38]. Zusatzlich I&sst sich die
Proteinfamilie in drei Untergruppen aufteilen: pro-apoptotische Effektor-Proteine, anti-
apoptotische Proteine (auch Apoptose-inhibitorische Proteine genannt) und pro-apoptotische
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bzw. Initiator- BH3-only Proteine. Anti-apoptotische Proteine weisen alle vier verschiedenen
BH Domanen auf. Effektor-Proteine besitzen keine BH4 Domane, eine weitere Gruppe ist die
BH3-only Proteingruppe, die nur eine BH3 Doméane besitzen [39].

Zur Gruppe der Apoptose-inhibitorischen Proteine gehéren unter anderem Mcl-1 (engl.
myeloid cell leukemia 1), Bcl-2, Bcl-w (engl. Bcl-2-like protein w) und Bcl-xL (engl. B cell
lymphoma-extra large) [40] [41] [42] [43]. Die BH-Domanen BH1, BH2, BH3 und BH4 formen
gemeinsam eine hydrophobe BH-Tasche. In diese Tasche kann die BH3-Domanen der pro-
apoptotischen Proteine gebunden werden, wodurch die gebundenen Proteine inhibiert werden
[37].

Die zweite Gruppe der Bcl-2 Protein-Familie, ist die Gruppe der pro-apoptotischen Effektor-
Proteine. Zu dieser Gruppe gehoéren Bax (engl. Bcl-2 associated x protein), Bak (engl. Bcl-2
antagonist killer) und Bok (engl. Bcl-2 related ovarian killer). Durch die Aktivierung der
intrinsischen Kaskade werden aus den freien Protein-Monomeren Homo-Oligomere gebildet,
wobei die Oligomere proteinspezifisch sind: Bax formiert nur Bax-Oligomere und Bak nur Bak-
Oligomere [44] [45] [46] [47]. Diese Komplex-Bildung ermoglicht eine anschlieRende
mitochondriale Porenbildung.

Die dritte Bcl-2 Familien-Gruppe ist die pro-apoptotische oder Initiator- BH3-only Gruppe, zu
der unter anderem Bim (engl. Bcl-2 interacting mediator of cell death), Bid (engl. Bcl-2
interacting domain death agonist), Bad (engl. Bcl-2 antagonist of cell death), Puma (engl. p53-
upregulated modulator of apoptosis) und Noxa gehoren [48] [49] [50] [51] [52]. Diese Proteine
besitzen als homologische Gemeinsamkeit die a-helikale BH3 Region [49] [53] [54]. Uber diese
Domane erfolgt die Interaktion mit weiteren Mitgliedern der Bcl-2 Familie. Sie kdnnen sowohl
mit pro-apoptotischen, als auch mit anti-apoptotischen Proteinen interagieren.

Durch pro-apoptotische Stimulationen kann es zu Veranderungen der Expression von Bax und
Bak kommen. Diese Veranderungen ermdglichen die Bindung der Proteine an die MOM [55]
[56]. Daraus folgt die Oligomerisierung weiterer Proteine, die zu MOMP flhren. Die
Permeablisierung der Membran erfolgt durch die Integration und Konformationséanderung der
aktivierten Bax/ Bak-Proteine [57]. Durch das Anheften der Proteine kénnen hydrophobe
Kompartimente innerhalb der Lipiddoppelschicht zu einer Erhéhung der Membranspannung
fuhren und so eine Krimmung ermdglichen. Dies fuhrt zur Permeabilisierung der Membran
[57]. Eine weitere Theorie geht von der direkten Bildung von Poren aus, bei der die Proteine
den Rand der Poren bilden [58].

Die Induzierung von MOMP fuhrt zu der Freisetzung verschiedener Proteine aus dem Inneren
der Mitochondrien in das Zytosol. Unter anderem werden zelltodférdernde Proteine wie zum
Beispiel Cytochrom C oder SMAC (engl. second mitochondria derived activator of caspases),
freigesetzt. Cytochrom C kann innerhalb des Zytosols an Apaf-1 (engl. Apoptotic Protease-
activating Factor-1) binden und so das Apoptosom bilden [59] [60]. Das Apoptosom besteht
zusatzlich noch aus mehreren Procaspase-9 (Caspase: engl. Cysteine-specific aspartate
protease Proteinen, die Bindung erfolgt Uber die CARD (caspase recruitment domain).
Caspasen sind Aspartat-spezifische Cystein-Proteasen. An dem Komplex wird Procaspase-9
aktiviert, wodurch Caspase-9 selbst zu einer Aktivierung von Procaspase-3/7 fahig ist (siehe
Abbildung 2) [59] [60]. Die Freisetzung von SMAC hingegen flhrt zu einer Inhibierung der
XIAPs (engl. x-linked inhibitors of Apoptosis) [61]. Dadurch wird die Aktivitdt von Caspase-9
und der darauffolgenden Aktivierung von Effektor-Caspasen verstarkt (siehe Abbildung 2) [61].
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Abbildung 2 Allgemeiner Aufbau der intrinsischen Apoptose: UV-Strahlung, genotoxischen Stress beispielsweise. Therapeutika oder Gamma-
Strahlung induzieren die intrinsische Apoptose. Anti-apoptotische Proteine werden durch pro-apoptotische Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder inhibiert,
wodurch Bax und Bak nicht mehr gehemmt werden. Dadurch kénnen diese aktiviert und oligomerisiert werden und an die Mitochondrien binden.
Dort formieren sie Poren und ermdglichen einen Cytochrom C sowie SMAC Austritt. Der Cytochrom C Austritt ermdglicht die Bildung des Apoptosoms
mit Apaf-1 und Procaspase-9, wodurch Caspase-3 aktiviert wird und zum Zelltod fiihrt. Neben dem Cytochrom C-Austritt kommt es auch zu der
Freisetzung von SMAC. Dieses Protein inhibiert XIAPs (x-linked IAP), welches ansonsten Caspasen-9 und -3 inhibieren wiirde.

A

Der intrinsischen Apoptose gegenlber steht die extrinsische Apoptose, welche durch eine
Stimulation extrazellularer Rezeptoren initiiert wird, auch DR (engl. death receptor/ dt.
Todesrezeptor) genannt. Die Familie der DR besteht bis jetzt aus acht charakterisierten
Mitgliedern: TNF-R1 (Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1), CD95 (engl. Cluster of differentiation
95) auch FAS (engl. FS-7-associated surface antigen) bzw. APO-1 (engl. apoptosis antigen 1)
genannt, DR3, TRAIL-R1/ DR4 (engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand-receptor 1),
TRAIL-R2/ DR5, DR6, EDAR (engl. ectodysplasin A receptor) und NGFR (engl. nerve growth
factor receptor) [62] [63] [64] [65] [66].

Die Rezeptoren bestehen aus einem extrazellularen Bereich an den der DL (engl. Death
ligand/ dt. Todesligand) anbinden kann. Dieser Bereich besitzt je nach Rezeptor eine
unterschiedliche Anzahl an CRD (engl. cysteine rich domains). Beispielsweise besitzt der
CD95 3 CRDs, der TNFR besitzt 4 CRD. Die CRD bilden die Liganden-Interaktionsstellen
indem die entsprechenden Domanen des Liganden an die Interaktionsdomane des Rezeptors
binden [67].

Neben dem extrazellularen Bereich besitzt der Rezeptor einen intrazelluldren/
cytoplasmatischen Bereich, sowie eine Transmembrandomane. Die Transmembrandomane
verbindet den extrazellularen Bereich mit dem zytosolischen Bereich. Neben der
Ligandenbindung an den Rezeptor ist die Transmembrandomane ein wichtiger Bestandteil der
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Signalibermittelung in den intrazelluldren Bereich [68]. Die Zusammensetzung der
Transmembran besitzt einen essentiellen Einfluss auf die Signalweiterleitung. Je nach
Zusammensetzung kdnnen Signale teilweise oder vollstandig in den intrazelluldren Bereich
Ubermittelt werden. Durch eine fehlerhafte Struktur der Transmembrandomane kann es zu
einer Reduzierung bis hin zu einer kompletten Unterbindung des Signals kommen [69]. Der
intrazellulare Bereich weist ein etwa 80 AS (Aminosauren) langes Motiv auf, die sogenannten
DD (engl. death domain/ dt. Todesdomane). Diese DD sind essentiell fiir spatere homologe
Interaktionen. [3] [70] [71].

Die DD ist Mitglied der DD-Superfamilie, die aus den Unterfamilien der DD, der DED (engl.
death effector domain) -Familie, der CARD-Familie und der PYD (Pyrindoméane)-Familie
besteht (zusammengefasst in [72] [73]). Das verbindende Element aller Superfamilien-
Mitglieder ist eine Blndelstruktur aus sechs a-Helices, die jeweilige Funktion der Domanen
sind dabei sehr vielfaltig [74] [75] [76] [77]. Im Folgenden wird besonders auf die fir diese
Arbeit wichtigen DEDs und DDs eingegangen.

Die DED ist eine Doméane, bestehend aus etwa 60-80 AS und dient dazu, makromolekulare
Komplexe bilden zu kénnen, die eine wichtige Rolle in der Induzierung des Zelltodes besitzen
kénnen [78] [79]. Die DED besitzt groe Ahnlichkeiten mit der hexahelikalen Gruppierung von
DD und CARD [75]. Das wichtigste Strukturmerkmal der DED ist ihre markante Grundstruktur
aus sechs a-Helices die antiparallel sind [75]. Die a-Helices sind durch kurze Schleifen
verbunden, die aus unregelmafigen Strukturen bestehen. Nur zwischen den Helices a4 und
a5 ist eine B-Schleife vorhanden [75].

Die DL-Bindung fuhrt zu einer Trimerisierung der Rezeptor-Monomere. Es wird eine
Konformationsanderung innerhalb des intrazelluldren Bereichs der Rezeptoren ermdglicht,
wodurch die DD zugéanglich wird. Das Adapterprotein FADD (engl. fas associated death
domain) kann dadurch an den intrazellularen Rezeptorbereich binden [80] [81]. Eine weitere
Proteinbindung erfolgt durch die Rekrutierung von Procaspase-8a/b, -10a/d oder den
verschiedenen lIsoformen von c-FLIP (engl. cellular FLICE (FADD-like IL-1B-converting
enzyme)-inhibitory protein), L (Long/ c-FLIP.), S (Short/ c-FLIPs) oder R (Raji/ c-FLIPRr) an die
DED von FADD [82] [83] [84]. Der Komplex, bestehend aus den genannten Proteinen, wird
DISC (engl. death-inducing signaling complex/ dt. Todesinduzierender Signal-Komplex)
genannt [82] [85] [86] (siehe Abbildung 3). Durch die Bildung des DISC kann Procaspase-8
oligomerisieren, indem die DED-Domane zusammen assoziieren und DED-Filamente formen
[87] [88] [89]. Die genauen Details werden auf den folgenden Seiten erklart.

Die DED-Filamentbildung ermdglicht eine Konformationsanderung des Aktivitatszentrums von
Caspase-8 und resultiert in der Aktivierung des Proteins (siehe Abbildung 3). Anschliel3end
werden die aktivierten Caspase-8 Proteine stabilisiert, indem sie Heterotetramere bilden und
somit die Effektor-Caspase-Kaskade initiieren (siehe Abbildungen 1 und 3) [87] [89] [90] [91].
Am Ende der Caspase-Kaskade erfolgt die Spaltung verschiedener zellularer Enzyme, z.B.
PKC (engl. protein kinase C/ dt. Protein Kinase C), Gelsolin, Fodrin oder PARP1 (Poly (ADP-
Ribose) Polymerase 1) durch Effektoren [87] [90] [91].
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Abbildung 3 Unterteilung der Todesrezeptor-Familie: TRAIL-Rezeptor 1 und 2 und CD95 Rezeptor formieren nach Ligandenbindung den DISC
aus FADD, Todesrezeptor, Procaspase-8, 10 und c-FLIPus. Dies ermdglicht eine Art der Aktivierung von Caspase-8 und der Initiierung der Caspase-
Kaskade. Inhibiert kann die Caspase-8-Aktivierung z. B. durch Rekrutierung von c-FLIP an den DISC werden. Modifiziert nach [62].

Neben der Unterteilung in intrinsische und extrinsische Apoptose spielen auch die
VerknlUpfung und das Zusammenspiel beider Zelltodsignalwege eine entscheidende Rolle.
Eine weitere Unterteilung erfolgt in Typ | und Typ Il Zellen. Bei Typ | Zellen fuhrt die
Ligandenbindung an den Todesrezeptoren zu der anschlieBenden DISC Formierung. Dies
ermoglicht eine Aktivierung der Initiator-Caspasen und resultiert in einer direkten Aktivierung
der Effektor-Caspasen sowie Weiterleitung des Todessignals.

Typ Il Zellen bendtigen eine Art Umleitung des Signals Uber die Mitochondrien und MOMP [92].
Der erste groRe Unterschied zwischen Typ | und Typ Il Zellen ist das Aktivitatsniveau von
Caspase-8. In Typ | Zellen liegt die Aktivitat deutlich héher als bei Typ Il Zellen. Dieser
Unterschied erfolgt, obwohl das Level an DISC-Proteinen in Typ | und Typ Il Zellen gleich ist
[92]. Der zweite Unterschied zwischen beiden Zelltypen ist das Verhaltnis von XIAP (engl. X-
linked inhibitor of apoptosis protein) zu Procaspase-3. Dabei ist das Proteinniveau von XIAP
in Typ | Zellen niedriger als von Procaspase-3. In Typ Il ist das Verhaltnis zwischen XIAP zu
Procaspase-3 hoher, es gibt demnach mehr XIAP innerhalb dieser Zellen (zusammengefasst
in [93] [94]). Es konnte festgestellt werden, dass ein Knockdown von XIAP in urspringlichen
Typ Il Zellen zu einer Veranderung hin zu Typ | Zellen fuhrt [94]. In beiden Zelltypen kommt es
zu einer Aktivierung von Caspase-8 und MOMP. In Typ Il Zellen besitzt MOMP einen grofieren
Einfluss auf die Signalweiterleitung. Darlber hinaus konnte beobachtet werden, dass Typ |
Zellen, die Bcl-2 Uberexpremieren, in den Zelltod Uberflhrt werden kénnen. In Typ Il Zellen mit
einer Uberexpression von Bcl-2 konnte dies nicht erfasst werden [92]. Daher ist MOMP ein
wesentlicher Bestandteil der Signalweiterleitung und Freisetzung von Cytochrom C und SMAC
in Typ Il Zellen [44] [95] [96]. Jedoch gibt es weitere Faktoren, die Typ | und Typ Il Zellen
unterscheiden, wobei nicht alle in vollem Umfang erforscht sind.
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1.2.1 Caspasen

Caspasen sind Aspartat-spezifische Cystein Proteasen, Initiator- und Effektor-Molekile sowie
Teil der apoptotischen Signalwege [97]. Sie gehéren zu den Zymogenen. lhre inaktive
Enzymvorstufe wird Procaspase genannt. Sie bendtigen einen externen Eintrag, um
biochemisch verandert zu werden. Dies ermdglicht die Aktivierung, Spaltung und Stabilisierung
der Caspasen. Neben einer N-terminalen Prodoméane bestehen Caspasen aus einer 20 kDa
grol3en katalytische Domane (p20), sowie einer kleineren 10 kDa katalytische Doméane (p10)
[98] [99]. Aus den Untereinheiten p20 und p10 entstehen darauffolgend Heterotetramere, die
fur die Weiterleitung der Signalkaskaden dienen [100].

Nach ihrer Funktion werden Caspasen in drei Hauptgruppen unterteilt (siehe Abbildung 4):
Inflammatorische Initiator-Caspasen (Gruppe |) besitzen eine grofle Prodomane, Apoptose
Initiator-Caspasen (Gruppe IlI) besitzen ebenfalls eine groRe Prodomane und initiieren
vorwiegend die Apoptose-Signalkaskade und Effektor-Caspasen (Gruppe Ill) weisen eine
kurze, 20-30 AS lange Prodomane auf (siehe Abbildung 4).

Mitglieder der Gruppe | Caspasen sind Caspase-1, -4 und -5. Diese Inflammatorischen
Initiator-Caspasen sind an der Initierung und Signalkaskade von Pyroptose involviert [101].
Darliber hinaus ist Caspase-1 an Entziindungsprozessen beteiligt, beispielsweise an der
Spaltung der Interleukinzytokine IL-1B (Interleukin-1 beta) und IL-18 (Interleukin-18) durch
Teilnahme an der Inflammosom-Komplex-Bildung [101]. Weitere Komponenten sind die
Caspasen-4 und -5, deren Beteiligung jedoch erst spater entdeckt wurde [102]. Prodomanen
der Inflammatorischen Initiator-Caspasen enthalten ausschliel3dlich CARD Doméanen und sind
Mitglieder der DD-Superfamilie [79] [103].

Zu der Caspase-Gruppe Il gehéren Caspase-8, -10, -9 sowie -2. Wahrend Caspase-8 und -10
DEDs besitzen, weisen Caspase-9 und -2 CARDs auf. Die DEDs dienen zur Bindung und
Formierung des DISC. Dort werden Procaspase-8 und -10 aktiviert. Die Aktivierung von
Caspase-8 ermdglicht anschlie®end die Aktivierung von Effektor-Caspasen. Die inaktiven
Zymogene Procaspase-3/7 kdénnen beispielsweise durch Caspase-8 gespalten und somit
aktiviert werden [104] [105] [106]. Weitere Apoptose Initiator-Caspasen sind Caspase-9 und
Caspase-2. Caspase-9 ist ebenfalls Bestandteil des Apoptose-Signalweges, jedoch bei der
intrinsischen Apoptose und dient zur Aktivierung von Caspase-3 (siehe Kapitel 1.2) [59] [60].
[87][91].

Dem gegenuber steht Caspase-2, das zusammen mit den Proteinen PIDD1 (engl. p53-induced
death domain protein1) und RAIDD (engl. receptor-interacting protein (RIP)-associated ICH-1/
CED-3 homologous protein with a death domain/ auch CRADD genannt) an der Bildung des
PIDDosomes beteiligt ist und dadurch aktiviert wird [107]. Neben der Aktivitat bezuglich des
PIDDosomes besitzt Caspase-2 weitere Funktionen. Caspase-2 induziert z.B. eine
Freisetzung von pro-apoptotischen Proteinen aus den Mitochondrien [108].

Zu Gruppe Il gehéren die Caspasen-3, -6 und -7. Die Effekte der Caspasen-3 und -7 wurden
bereits beschrieben (siehe Kapitel 1.2). Caspase-6 kann dabei in den Nukleus translozieren
und fuhrt dort zur Spaltung von Nukleus-Struktur-Proteinen wie NUMA1 (engl. Nuclear mitotic
apparatus protein1) oder LMNA (Lamin A). Dies flihrt nach der eigenen Aktivierung zu einer
anschlieRenden Nukleus-Fragmentierung [109] [110] [111].
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Abbildung 4 Einteilung der verschiedenen Caspasen: Einteilung der Caspasen in Inflammatorische Initiator-Caspasen (Gruppe ), Apoptose
Initiator-Caspasen (Gruppe 1) und Effektor-Caspasen (Gruppe lll). Alle Caspasen besitzen LCD (Large catalytic domain/ grofe kataytische Doméne)
und SCD (Small catalytic domain/ kleine katalytische Domane). Zusatzlich verfligen Inflammatorische Caspasen iber CARD (caspase-recruitment
domain), die ebenfalls in zwei Initiator-Caspasen vorhanden sind. Nur Caspase-8 und -10 (Initiator-Caspasen) besitzen zwei DED (death effector
domain/ Todeseffektordomane). Abbildung modifitziert nach [87].

1.2.2 Caspase-8

1.2.2.1 Aufbau von Procaspase-8 und Caspase-8

Caspase-8 ist ein essentieller Teil des Todessignalweges, der durch Rezeptor-Aktivierung
initiiert werden kann [112]. Bis heute sind acht verschiedene humane Isoformen von
Procaspase-8 bekannt, die jeweils unterschiedliche molekulare Massen besitzen [112] [113]
[114][115] [116]. Jedoch sind nur Procaspase-8a/b an der Formierung des DISC beteiligt [112]
[117]. Diese Isoformen von Procaspase-8 besitzen eine molekulare Masse von 55 kDa bzw.
53 kDa [116] [117]. Unterschieden werden die Isoformen nur durch eine Kkurze
Aminosauresequenz, die zwischen den DED2 und der p18 Domane vorhanden ist. Die
Procaspase-8a ist etwa 2 kDa schwerer als Procaspase-8b, ansonsten gibt es keine weiteren
strukturellen Unterschiede [118].

Wie alle Caspasen besitzt auch Caspase-8 lange und kurze katalytische Domanen. Die
groflere Protease-Domane beinhaltet die katalytische Stelle (p18). Zuséatzlich gibt es noch die
vergleichsweise kurzere Domane (p10) [117].

Die N-terminale Prodomane umfasst zusatzlich zwei DEDs, auch Tandem DEDs genannt
(siehe Abbildung 5) [119]. Uber DED1 erfolgt die Bindung von Caspase-8 an FADD und
daruber die Bildung des DISC. Eine wichtige Spaltstelle von Caspase-8 liegt oberhalb von
D210 und kann somit eine Abspaltung der Tandem-DED ermdglichen [120].
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Abbildung 5 Spaltprodukte von Caspase-8: Procaspase-8 kann in mehrere Untereinheiten mit unterschiedlichen Langen gespalten werden (p43/
p41; p26/ p24; p30). Caspase-8 besitzt LCS (Large catalytic subunit) und SCS (Small catalytic subunit). Die Spaltungen erfolgen zwischen der
groRen katalytischen Untereinheit, der kleineren katalytischen Untereinheit sowie am Ende der Prodomane bei D210, welche aus zwei
Todeseffektordomanen besteht (DED).

Abbildung modifiziert nach [87].

Nur zwei Isoformen von Procaspase-8 (-8a/ p55; -8b/ p53) werden an den DISC rekrutiert und
dadurch aktiviert [112] [117]. Durch die Dimerisierung der Procaspase-8 Monomere werden
die Procaspase-8 Proteine aktiviert und gespalten [121][122]. Dabei konnen die Spaltprodukte
p43/ p41 und p26/ p24 durch Spaltung entstehen sowie p30, p18 und p10 (siehe Abbildung 5)
[119]. Die genaue Aktivierung von Caspase-8 wird in Kapitel 1.2.2.2. beschrieben.

Beispielsweise erfolgt die erste Spaltung an D3* (Asparaginsdure) und erzeugt die
Spaltzwischenprodukte p43/ p41 und p12. Anschliellend wird p12 direkt durch eine Spaltung
an AS 384 in p10 umgewandelt. Danach erfolgt die zweite Spaltung, diese ist an Asparagin?'®
und ermdglicht die Freilegung der aktiven Enzymuntereinheit p18. Gleichzeitig entsteht die
inaktive Prodomane p26/ p24 [123] [100]. AnschlieBend erfolgt die Formierung von
Heterotetrameren aus jeweils zwei p18 und p10 Untereinheiten [100]. Bei der Bildung des
DISC wurde neben Procaspase-8 ebenfalls Procaspase-10 in verschiedenen Isoformen (-10a,
-10b, -10c) detektiert [124].

1.2.2.2 Aktivierung von Caspase-8 in DED-Filamenten

Nur durch die DED kann es zu einer Bindung von Folgeproteinen an FADD kommen. Dies
geschieht Uber Wechselwirkungen der DEDs von Procaspase-8/ 10 und FADD [117] [114]
[125]. Diese Wechselwirkungen werden auch Typ-I, -l und —Ill Wechselwirkungen genannt
[120]. Unterschieden wird zwischen Ketten- und Filamentbildung der DEDs. Dabei entspricht
das Modell der DED-Kettenbildung einer linearen Struktur, bei der ein Protein mit dem
nachsten durch sequenzielle DED-Interaktion verbunden ist. Somit werden Ketten von
Proteinen gebildet [87] [88]. Eine Modifikation des Kettenmodells ist das Filamentmodell. Bei
dem Filamentmodell wird mit Hilfe von Wechselwirkungen eine Struktur in drei Richtungen
gebildet [120]. Dabei bestehen die Filamente nicht aus reinen Caspasen, sondern sind mit c-
FLIP durchsetzt (siehe Kapitel 1.2.2.3) [126]. Die Filamentordnung basiert auf der
Wechselwirkung von la/ Ib-, lla/ Ilb und llla/ IlIb-Grenzflachen [120]. Typ-lI Wechselwirkung ist
die Interaktion zwischen zwei Proteinen durch das kanonische FL-Motiv [88]. Die DED2 (Typ
Ib) einer Caspase-8 interagiert mit dem DED1 (Typ la) -Taschenbereich einer benachbarten



Einleitung 11

Caspase-8 bzw. DED1 (Typ Ib) mit DED2 (Typ la) [120]. Diese Interaktion ermoglicht einen
einzelnen Strang (Interstrang). Allerdings gibt es ebenfalls Typ-ll und Typ-Ill
Wechselwirkungen. Sowohl Typ-Il als auch Typ-lll Wechselwirkungen finden dabei mit dem
Interstrang statt. Es sind vier verschiedene Wechselwirkungen mdglich: DED1:DED1,
DED1:DED2, DED2:DED1, DED2:DED2. Innerhalb von Dreifachstrangen kommen die Typ-II
Wechselwirkungen nur homotypisch vor: DED1:DED1 und DED2:DED2. Gleichzeitig sind Typ-
Il Wechselwirkungen heterotypisch, demnach DED1:DED2 und DED2:DED1. Die
Wechselwirkungen in benachbarten Dreifachstrangen wirken dagegen kontrar, sodass Typ-II
Wechselwirkungen heterotypisch und Typ-Ill Wechselwirkungen homotypisch sind [120] [126].
Insgesamt ermdglichen die verschiedenen Wechselwirkungen zwischen den DEDs eine
Formation von Filamenten, die als Plattform fir die Aktivierung von Caspase-8 dienen [120]
[126] [127].

Als Initiierungsschritt erfolgt eine Procaspase-8-Bindung Uber eine Tasche innerhalb seines
eigenen DED1s mit der exponierten FADD-DED [120]. DED1 ist die Domane, die naher zum
N-Terminus liegt, wahrend sich DED2 naher an der p18-Doméane befindet [120]. Anschliel3end
kénnen weitere Procaspase-8-Proteine rekrutiert werden, indem an eine zweite Procaspase-
8 DED1-Tasche ein weiteres DED2-Motiv durch hydrophobe Wechselwirkungen bindet [87]
[120]. So kénnen die bereits beschriebenen DED-Filamente geformt werden, zu denen
mehrere Procaspase-8-Molekiile gehdren und die eine dreifache Helix-Struktur annehmen [87]
[88] [89] [120] [126] [127]. Die DED ist somit ein Schlisselfragment zur Aktivierung von
Caspase-8 sowie der daraus resultierenden Caspase-Kaskade.

1.2.2.3 Das Protein c-FLIP als Caspase-8 Antagonist

C-FLIP Proteine gehdren zu den Hauptinhibitoren der Procaspase-8—Aktivierung und binden
mit Hilfe der eigenen DED-Motive an dem DISC und den DED-Filamenten [87] [88]
(zusammengefasst in [128]). Wie bereits erwahnt, unterscheidet man c-FLIP in drei
unterschiedliche Isoformen: c-FLIP., c-FLIPs oder c-FLIPr. Jede dieser drei Isoformen besitzt
die charakteristischen DEDs an dem jeweiligen N-Terminus. Aufgrund seiner Isoformen sowie
in Abhangigkeit der Konzentration kann c-FLIP das von Caspase-8 ausgehende Apoptose-
Signal blockieren [126]. Zusatzlich kdnnen kirzere Isoformen von c-FLIP in die formierenden
DED-Ketten eingebaut werden [129]. Diese kurzeren c-FLIP Proteine kdnnen nicht die
Procaspase-8-Filamentbildung hemmen, sondern flihren ihrerseits zu einer Filament- bzw.
Ketten-Bildung [129]. In jungsten Verodffentlichungen konnte gezeigt werden, dass kurze
Isoformen von c-FLIP die Filamente verandern kénnen, wodurch die Bildung unterbunden wird
[130]. Einen bedeutenderen Einfluss hat die Zusammensetzung der DED-Filamente. Ein
hoherer Anteil von kurzen c-FLIP reduziert den CD95L induzierten Zelltod, indem mehr inaktive
Heterodimere gebildet werden [120] [129]. C-FLIP_kann jedoch pro-apoptotisch wirken, falls
ein niedriges Expressionsniveau vorliegt [89] [126] [131] [132]. Anti-apoptotische Effekte durch
c-FLIP. wirken bei einem hdéheren Expressionsniveau [126] [132].

Je nach Level von c-FLIP sowie dessen Isoformen kommt es zu unterschiedlichen Anteilen
der Proteine in den Filamenten. In HeLa CD95 Uberexprimierenden Zellen beispielsweise, ist
das Verhaltnis von Caspase-8 zu c-FLIP zu FADD 4:1:1, es befinden sich also viermal mehr
Caspase-8 Proteine innerhalb der Filamente als die jeweils anderen Proteine. Eine
Uberexpression von c-FLIP, senkt das Verhaltnis der Proteine auf 1:1:1. Somit gibt es genauso
viele c-FLIP Proteine in den Filamenten wie Caspase-8 oder FADD. Eine Uberexpression von
c-FLIPs resultiert in einem Verhaltnis von 1:2:1, wobei zweimal mehr c-FLIP in den Filamenten
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vorhanden ist, verglichen mit Caspase-8 oder FADD [126]. Die Veranderung der Verhaltnisse
kann zu einer Reduzierung der Lange der Filamente fihren [126].

1.2.2.4 Caspase-8 vermittelte nicht-apoptotische Signalwege

Caspase-8 besitzt ein breites Spektrum an Funktionen und Wirkbereichen (siehe Abbildung
6). Neben der wichtigen Funktion von Caspase-8 in Zelltodsignalen (siehe Kapitel 1.2),
Ubernimmt das Protein auch in weiteren Zellprozessen Funktionen. So besitzt Caspase-8
einen Einfluss auf den p53 (Protein 53)-abhangigen G2/ M-Kontrollpunkt des Zellzyklus [133]
[134]. Caspase-8 ist innerhalb des Zyklus nicht nur im Zytosol lokalisiert, sondern interagiert
ebenfalls im Nukleus [133] [134] [135]. Neben der Caspase-8 Beteiligung an der Liganden-
induzierten Apoptose, kann Caspase-8 auch an der NF-KB (engl. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells) -abhangigen Entzindungsreaktionen beteiligt werden
[87]. Unter anderem ist Caspase-8 Teil des sogenannten ,FADDosomes®, welches aulerdem
aus FADD, RIPK1 (engl. Receptor-interacting serine/ threonine-protein kinase 1), TAK1 (engl.
Transforming growth factor beta-activated kinase 1), TAB1 (TGF-beta activated kinase 1),
TAB2/3 (engl. TGF-beta —activated kinase 1 and MAP3k7-binding protein 2/3) und dem IKK
(engl. Inhibitor of nuclear factor KB (IKB) kinase) -Komplex besteht. Mit Hilfe dieses Komplexes
kann IKBa aktiviert werden und anschlie®end kdnnen mit Hilfe von NF-KB inflammatorische
Gene exprimiert werden [136].

In den vorherigen Kapiteln wurde die bedeutende Rolle von Caspase-8 innerhalb der Apoptose
genauer beschrieben. Ein weiterer Zelltod, an dem Caspase-8 beteiligt ist, ist die Nekroptose
(siehe Abbildung 6). Die Nekroptose ist ein RIPK3 (engl. Receptor-interacting serine/
threonine-protein kinase 3) —abhangiger Zelltod, der ebenfalls Gber einen TNF-Rezeptor
initiiert werden kann. Nach der TNFR1 Aktivierung durch Ligandenbindung kommt es zu einer
Signalweiterleitung und der daraus resultierenden Nekrosom-Formierung [137] [138]. Die
Komplexbildung mit RIPK1 und RIPK3 ermoglicht unter der Phosphorylierung von RIPK3 die
Oligomerisierung mit dem Protein MLKL (engl. Mixed lineage kinase domain-like protein).
MLKL kann dadurch stabilisiert und in die Plasmamembran eingebaut werden. Dies fihrt zu
einer Porenbildung und Ruptur der Zellmembran [138] [139] [140]. Sollte es jedoch zu einer
Bindung von Procaspase-8 an den Komplex kommen, so fiuhrt dies zu einer Spaltung von
RIPK1 und RIPK3 [141] [142]. Somit wird die Nekroptose durch Caspase-8 gehemmt, sollte
Caspase-8 seinerseits nicht inhibiert werden.

Ein weiterer Zelltod, auf den Caspase-8 Einfluss nimmt, ist die Pyroptose (siehe Abbildung 6).
Die Pyroptose ist ein Zelltod, der vor allem bei Entzindungsreaktionen durch virale oder
bakterielle Infektionen auftritt und an dessen Endprozess ebenfalls eine Art Aufplatzen der
Zellen durch Porenbildung steht [143] [144]. Auch bei diesem Zelltod spielen Caspasen eine
wichtige Rolle fur die Signalweiterleitung beispielsweise nach einer Detektion von
intrazellularem LPS (Lipopolysaccharide) [145] [146]. Ein Hauptakteur der Pyroptose ist
GSDMD (Gasdermin D). Dieses Protein ermdglicht durch Oligomerisierung eine
Porenformation der Zellmembran [147] [148]. Aktives Caspase-8 kann GSDMD in TAK1-
defizienten Zellen spalten. Die Spaltung kann ebenfalls erfolgen, wenn TAK1 aktiv durch
Pathogene blockiert wird [149] [150]. Durch diese TAK1-Reduzierung kann GSDMD selber
oligomerisieren und anschlielend Zellmembran-Poren bilden (zusammengefasst in [151]
[152]).
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Abbildung 6 Beteiligung von Caspase-8 an den genannten Zellprozessen: Zellprozesse, an denen Caspase-8 direkt beteiligt ist.

Darlber hinaus ist Caspase-8 ebenfalls an dem induzierten Zelltod infolge von Stress des ER
(Endoplasmatischen Retikulums) beteiligt [153]. Dauerhafter Stress des ER flhrt zur Erhéhung
der Autophagie-Signalwege, an denen das Protein p62 (auch SQSTM1 genannt/ engl.
Sequestosome-1) beteiligt ist. Der Anstieg dieses Proteins in der Zelle ermdglicht eine
Stabilisierung von Caspase-8 durch Interaktion miteinander [153]. Zuvor wird die Caspase-8
Ubiquitinylierung von TRIM13 (engl. Tripartite motif 13) reguliert bzw. durch den Cullin3 E3-
Ligasen-Komplex initiiert [153].

Neben den beschriebenen Beteiligungen an verschiedenen Zelltod-Signalwegen, besitzt
Caspase-8 Einfluss auf Entziindungsreaktionen [154]. Unter anderem spaltet Caspase-8 den
Cytokine-Supressor N4BP1 (engl. NEDD4-binding protein1), wodurch die Cytokin-Produktion
gesteigert wird [154]. Des Weiteren kann es einen indirekten Einfluss von Caspase-8 auf das
NLRP3 (engl. NOD-like receptor protein3) -Inflammosom durch die intrinsische Apoptose
geben [155]. Auch die Caspase-8-induzierte Pyroptose kann einen Einfluss auf
inflammatorische Reaktionen und die Cytokin-Ausschittung haben [149] [150]. Eine verstarkte
und UbermafRige Cytokin-Ausschuttung kann zu diversen Erkrankungen fuhren [156]. Somit
besitzt auch Caspase-8 einen vielfaltigen Einfluss auf diverse Erkrankungen.

1.2.2.5 Mutationen in Caspase-8

Caspase-8 ist ein Protein mit multifunktionellen und essentiellen Eigenschaften innerhalb der
Zelltodsignalwege. Wie in allen Proteinen kommen auch in Caspase-8 Mutationen vor. In
seltenen Fallen von Immunschwacheerkrankungen wurden Mutationen von Caspase-8
detektiert [157] [158] [159]. AuRBerdem finden sich Punktmutationen von Caspase-8 in ALPS
(engl. Autoimmune lymphoproliferative syndrome) -Erkrankungen wieder (siehe Tabelle 1).
Defektes Caspase-8 fuhrt zu einer Reduzierung der Apoptose-Effektormechanismen sowie
einer Beeintrachtigung der Aktivierung von T-, B- und NK-Zellen [157].
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In Krebserkrankungen kdnnen verschiedene Mutationen detektiert werden. So tritt in etwa 10%
der Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom-Tumore eine Mutation von Caspase-8 auf [160] [161].
Insgesamt konnte an 21 verschiedenen Punktmutationen innerhalb der Sequenz von
Caspase-8 ein Zusammenhang zu Erkrankungen nachgewiesen werden [162] [163]. An
weiteren 198 AS sind Punktmutationen, die unter Verdacht stehen ebenfalls an Erkrankungen
beteiligt zu sein. Dies verdeutlicht, dass Caspase-8 potenziell an vielen Erkrankungen beteiligt
sein kann, weshalb es ein potenzieller Therapieangriffspunkt ist.

Tabelle 1 Beispiel fiir vorherschende Caspase-8-Punktmutationen in ALPS-Erkrankungen
Modifiziert nach [157] [158] [159] [164] [165].

Caspase- Amino- , Caspase- Amino- .
8 Stelle saure Mutation 8 Stelle séure Mutation

32 Glutamin Q>E 237 Leucin L>V

40 Asparagin- D>E 248 Arginin R>W
saure

53 Methionin M>| 254 Leucin L>R

01 | Clutamin- E>D 350 Glycin G>E
saure

219 Serin S>T 368 Glycin G>A

220 Glutamin Q>R 389 Threonin ™>M

233 Arginin R>Q; R>W 435 Arginin R>*

234 Glycin G>E 437 | Asparagin- D>V

saure

Tabelle 2 Beispiele der vorherschenden Caspase-8-Punktmutationen in Karzinom-Erkrankungen
Modifiziert nach [162] [163] [164] [165].

Caspase-8 Stelle

Aminosaure

Gewebe des Karzinoms

Positionsveranderung

209

Serin

Dickdarm, Eierstock, oberer
Verdauungstrakt

S>L

233

Arginin

Brust, Gebarmutterhals,
Endometrium, oberer
Verdauungstrakt, Harnweg,
Dickdarm, Lunge, Haut

R>Q
R>W

379

Prolin

hamatopoetisches und
lymphatisches Gewebe

P>T

432

Arginin

Endometrium, Magen-Darm-
Trakt, hamatopoetisches und
lymphatisches Gewebe,
Dickdarm, Lunge,
Bauchspeicheldrise, Haut

R>*

435

Arginin

Gebarmutterhals, Endometrium,
Dickdarm, Lunge, Prostata,
Magen, Mund, Kopfhals, Blase

R>*




Einleitung 15

1.3 Posttranslationale Modifikationen von Apoptose-
Proteinen

PTM (Posttranslationale Modifikationen) sind Veranderungen und Modifikationen, die nach der
Proteintranslation erfolgen. Neben Abspaltungen bestimmter Proteinbereiche und
Bestandteile, sind vor allem die Modifikationen wie zum Beispiel Phosphorylierung,
Sumoylierung, Acetylierung, Methylierung oder Ubiquitinylierung besonders haufig. Protein-
PTM ermoglichen eine Erhdhung der funktionalen Vielfalt des Proteoms, z.B. durch das
Hinzuflgen weiterer funktioneller Gruppen und/ oder Proteine, durch die proteolytische
Abspaltung regulativer und Uberschissiger Protein-Untereinheiten oder durch den Abbau
ganzer Proteine.

Somit kann die Phosphorylierung zu einer Inhibierung des intrinsischen Apoptose-
Signalweges fiuhren. Die Bcl-2 inhibitorische Aktivitat agiert solange, bis Bcl-2 phosphoryliert
wird. Eine Bcl-2-Deaktivierung fuhrt zu einer Unterbrechung der inhibitorischen Wirkung auf
pro-apoptotische Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder und ermdglicht dadurch eine Starkung der
Apoptose Signale (siehe Kapitel 1.2) [166].

PTM spielen auch bei der DISC-Formierung eine entscheidende Rolle. Innerhalb der DD von
FADD befinden sich die Ubiquitynilierungsstellen K149 und K153 [167]. Beide Stellen kénnen
daher Einfluss auf die DISC-Formierung nehmen [167]. Des Weiteren gibt es bei FADD
Phosphorylierungsstellen die nicht innerhalb der DED oder DD vorhanden sind [168]. Als
Phosphorylierungsstellen konnten S194, S200 und S203 von FADD identifiziert werden [169]
[170] [171]. Die Phosphorylierungs-Kinasen Plk1 (engl. Polo-like Kinase1) und CKla (engl.
Casein kinase 1 alpha) agieren fir die FADD-AS S191 und CK2 (Casein kinase 2) fir S200
[170] [172]. Diese Phosphorylierungsstellen nehmen Einfluss auf Apoptose-unabhangige
Funktionen von FADD [168]. Die dritte PTM von FADD ist die Sumoylierung, welche an der
mitochondrialen Translokation beteiligt ist [173]. Auch das Protein c-FLIP ist phosphoryliert. An
den AS T166, S193 und S273 konnten Phosphorylierungen erfasst werden [174]. Vor allem
eine Phosphorylierung bei T166 dient flr eine anschlieRende Ubiquitinylierung bei K167.
Damit ist diese PTM die Voraussetzung fir den proteosomalen Abbau von c-FLIP und besitzt
einen verstarkenden Effekt auf den Zelltod [174]. Einen schitzenden Effekt vor einem
proteosomalen Abbau von c-FLIP hat die Phosphorylierung von S193, die eine
Ubiquitynilierung blockiert [175].

1.3.1 PTM von Caspase-8

Neben dem Einfluss der DISC-Formierung und DED-Filamentbildung spielen PTM eine
bedeutende Rolle innerhalb der Aktivierung von Caspase-8 (zusammengefasst in [176]).
Jedoch konnte gezeigt werden, dass die DEDs wahrend der DED-Filamentbildung keinen PTM
ausgesetzt sind [176] [177]. So sind beispielsweise verschiedene Caspasen phosphoryliert
[177] [178] [179]. Procaspase-8 kann an den AS T273, S347, Y380 und Y448 phosphoryliert
werden. Die Phosphorylierung Y380 steht unter Verdacht, an der Freisetzung von Caspase-8
von dem DISC in das Zytosol beteiligt zu sein und damit auch einen Einfluss auf die Apoptose
zu haben [180]. Y380 findet sich innerhalb der Linkerschleife zwischen den Untereinheiten von
p18 und p10 von Procaspase-8. Eine Phosphorylierung dieser Stelle kann die Spaltung von
Procaspase-8 in p43/ p41 blockieren und somit auch die Abspaltung von p18 [180]. Insgesamt
fuhrt somit die Phosphorylierung von Procaspase-8 zu einem inhibitorischen Effekt auf die
Todessignal-Kaskade, was mit mehreren Malignomen in Verbindung gebracht werden kann
[180][181][182] [183]. Inhibitorische Effekte auf die Apoptose sind bei einer Phosphorylierung
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von Y448 beobachtet worden, beide AS werden durch die Tyrosinkinase Lyn phosphoryliert
[184]. Die Phosphorylierung S347 befindet sich in der p18-Untereinheit und fihrt ebenfalls zu
einer Erhdhung der Viabilitat in Krebszellen, wird jedoch durch p38-MAPK reguliert [185]. Die
weitere dokumentierte  Phosphorylierungsstelle von Caspase-8 ist T263. Eine
Phosphorylierung an dieser AS steht unter dem Verdacht, den proteosomalen Abbau von
Caspase-8 einzuleiten [186]. AuRerdem kdnnte diese Aminosaurestelle flr eine Interaktion mit
einem Protein der Src-Kinase-Familie dienen, welches ebenfalls hemmende Effekte hatte
[184].

Besonders haufig werden DED1 und DED2 durch SUMO-1 (engl. Small ubiquitin-related
modifier 1) modifiziert. Anschliefiend erfolgt eine Sumoylierung von K156 des DED2 [135]. Der
Einfluss der Sumoylierung belauft sich jedoch nur auf die nukleare Translokation, ein Einfluss
auf die apoptotische Funktion von Caspase-8 konnte bisher nicht dokumentiert werden [135].

Neben den beschriebenen inhibitorischen und hemmenden Effekten auf den induzierten
Zelltod durch Caspase-8-PTM, kann es auch zu stabilisierenden Effekten von Komplexen oder
Enzymen mit Hilfe von Ubiquitynilierungen des Proteins kommen [180] [187]. Die
Stabilisierung von Caspase-8 und der daraus folgenden Aktivitatssteigerung erfolgt mit Hilfe
einer ersten Ubiquitynilierung der p10-Untereinheit an AS K461 durch Cullin3 [187].
AnschlieRend kann p62 binden, was zu einer Stabilisierung und Aggresome-Formierung fihrt.
Durch Stress des ER kommt es zu einer Erhéhung der Caspase-8-Aktivitat, wobei Caspase-8
durch TRIM13 ubiquityniliert wird [153]. Eine weitere Ubiquitynilierung von Caspase-8 kann an
K63 vorkommen. Die Polyubiquitynilierung kann dort durch HECTD3 (Homologous to the E6-
AP carboxalTerminus3) erfolgen, wodurch die Caspase-8-Aktivitat gesenkt werden kann. Eine
Uberexpression von HECTD3 wurde in Mammakarzinomzellen detektiert [188]. Jedoch kann
auch eine Caspase-8-Ubiquitynilierung einen hemmenden Effekt auf den induzierten Zelltod
haben.

Als zusatzliche Caspase-8-PTM konnte eine Nitrosylierung festgestellt werden. Allerdings ist
kaum etwas Uber diese PTM bekannt, abgesehen von einem hemmenden Effekt auf die
Caspase-8-Aktivitat und damit auf die DR-induzierte Apoptose [189]. Eine Nitrosylierung ist die
Proteinmodifikation durch Bindung eines Stickstoffmonoxids [189].Caspase-8 kann selber zu
einer PTM flihren. Dabei erfolgt die Modifikation vorallem durch die Spaltung zahlreicher
Substrate wie z.B. c-FLIP, Caspase-3, BID oder RIPK1.Eines der wichtigsten Caspase-8
Substrate ist das Bcl-2-Proteinfamilienmitglied BID. BID kann durch aktiviertes Caspase-8 an
den Stellen ’LQTDG®' und ?IEADS’® in tBID gespalten werden. Diese Spaltung ist fur die
proapoptotische Aktivitdt von BID essentiell [190]. Darlber hinaus kann Caspase-8 RIPK1
spalten und dadurch Nekroptose unterbinden. D3?° von murinem RIPK1 besitzt dabei eine
entscheidende Bedeutung. Mutationen an dieser Stelle reduzierten die RIPK1 Spaltung durch
Caspase-8 und erhdhten dadurch den Zelltod in den Versuchstieren [191]

Das nukleus-lokalisierte Caspase-8 ist an der Spaltung des DNA-Reparatur Proteins PARP2
(Poly (ADP-ribose) polymerase 2) innerhalb von apoptotischen Neuronen beteiligt. Dabei kann
die PARP2-Spaltung an zwei potenziellen Spaltstellen ("LEDD'® und '83LQMD'#)
stattfinden. Diese Bereiche stimmen auRerdem mit bevorzugten Spaltstellen von Caspase-8
Uberein. Die Spaltung von PARP2 durch Caspase-8 fuhrt dabei zu der Inaktivierung [192]
[193]. Neben einer Vielzahl an PTM fur Caspase-8 gibt es ein paar, die bisher nicht in
Verbindung mit Caspase-8 gesetzt werden konnten. Dies ist neben der Acetylierung die
Methylierung, die beide nicht in direktem Zusammenhang stehen.
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1.3.2 Methylierung

Bei einer Methylierung von Proteinen werden Methylgruppen (-CHz) an Arginin oder Lysin
Seitenketten des Proteins transferiert [194] [195]. Vor allem Arginin-Methylierungen sind an
verschiedenen Protein-Prozessen innerhalb der Zellen beteiligt. Die Arginin-Methylierung
gehort dabei zu den wichtigsten Bestandteilen von Protein-Protein-Interaktionen, Protein-
Lokalisierungen innerhalb der Zelle und der Protein-Stabilitat [196]. Diese Vielseitigkeit flhrt
zu einem genaueren Blick der Forschenden auf Protein-Methylierungen (zusammengefasst in
[197] [198]). Wahrend die Methylierung in Lysin-Abhangigkeit in Form von Mono-, Di- oder Tri-
Methylierung vorkommt, werden Arginin-Motive Mono- (MMA/ Mono-Methylarginin) oder Di-
Methyliert (DMA/ Di-Methylarginin) (zusammengefasst in [199]). Zusatzlich kommen Di-
Methylierungen in asymmetrischer (aDMA) und symmetrischer (sDMA) Form vor (siehe
Abbildung 7) [199].

Arginin Mono-Methylierung an Arginin asymmetrische Di- symmetrische Di-Methylierung
Methylierung an Arginin an Arginin

CH.
CH

/ /

CH
H:N HN
N
NH,* >: NH HN /
NH NH
HN HN

4; 3 HN HN
\ N, . )
N A
S .

Abbildung 7 Unterteilung der Arginin-Methylierungen: Arginin (Schwarz) kann in verschiedenen Formen methyliert werden. Dabei werden ein
oder zwei Methylgruppen (Rot) an Arginin gebunden. Unterschieden wird von links nach rechts in reines Arginin, Mono-Methylierung,
asymmetrischer Di-Methylierung und symmetrischer Di-Methylierung. Modifiziert nach [200].

Unterschieden wird zwischen Methyltransferasen, bei denen Proteine als Mittler fir eine aktive
Methylierungsmodifikation an andere Proteine dienen und De-Methyltransferasen, die eine
aktive Entfernung von Methylierungen hervorrufen. Zu den Methyltransferasen gehoéren die
Mitglieder der PRMT (engl. Protein arginine methyltransferase) -Protein-Familie.

Basierend auf der Art ihrer ausfuhrenden Modifikationen kann die PRMT-Protein-Familie in
zwei verschiedene Typen unterteilt werden: Typ I-Mitglieder, zu denen die PRMT1-4, 6 und 8
gehdren, erzeugen MMA oder aDMA,; Typ-II-Mitglieder hingegen erzeugen ebenfalls MMA,
jedoch zusatzlich auch sDMA. Mitglieder dieses Typs sind PRMTS, PRMT7 und PRMT9 [201]
[202] [203]. Eine der Methyltransferasen ist PRMTS (engl. Protein arginine methyltransferase
5). PRMTS5 kann unterschiedliche Komplexe bilden, die als Grundlage PRMT5 und WD45
(auch MEP50 (engl. methylosome protein 50) oder WDR77 (engl. WD repeat containing
protein 77) genannt) besitzen [204]. Der Komplex kann aus den Proteinen PRMT5, WD45 und
pICIn (engl. chloride channel nucleotide sensitive 1A) bestehen (siehe Abbildung 8) [205] [206].
Die Methylierung durch aktives PRMTS5 erfolgt bei sogenannten RG-Motiven (Arginin/ Glycin-
Motiven), zum Beispiel bei Sm-Proteinen [207] [208] [209]. Beispielsweise ist PRMT5 flr die
Methylierung von p53 mitverantwortlich [210] [211]. Dartber hinaus kann PRMTS5 den
Rezeptor von EGF (engl. Epidermal Growth Factor) mono-methylieren, dadurch die
Phosphorylierung regulieren und somit indirekt die ERK (engl. extracellular-signal regulated
kinases) -Aktivitat [212]. Dieser Komplex befindet sich fast ausschlieRlich innerhalb des
Nukleus.
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Eine weitere Zusammensetzung des PRMT5-Komplexes besteht aus WD45, PRMTS und
RIOK1 (Protein Kinase RIO1) (siehe Abbildung 8) [213]. RIOK1 ist ein zytosolisches Protein,
welches ebenfalls an der Reifung der 40S ribosomalen Untereinheiten und somit auch an der
ribosomalen Biogenese als Adapterprotein beteiligt ist [214].

WD45

PRMTS5

|

WD45 WD45 WD45
PRMT5 PRMT5 PRMT5

COPRS piCin RIOK1

@ K @

Sm-
Histon H4 I Proteine

Nukleus Zytosol

Abbildung 8 Unterteilung der verschiedenen PRMT5-Komplexe: Die Basis des PRMT5-Komplexes besteht aus den Proteinen PRMT5 und
WD45. In Konkurrenz zueinander und Abhangigkeit der Lokalisation innerhalb der Zelle kénnen Komplexe mit zusatzlichen Proteinen gebildet
werden. Innerhalb des Nukleus (blauer Bereich) ist eine Rekrutierung von COPRS oder pICIn méglich. Die Rekrutierung von COPR5 ermdglicht die
Methylierung des Histons H4 und weiterer Komplexe, eine pICIn Rekrutierung flihrt beispielsweise zu einer Methylierung verschiedener Sm-Proteine.
Innerhalb des Zytosols (gelber Bereich) kann RIOK1 an das Kernstiick rekrutiert werden, wodurch eine Methylierung von Nucleolin und anderen
Komplexen méglich ist. Der PRMT5-Komplex mit RIOK1 kann jedoch zuséatzlich auch in den Nukleus detektiert werden (siehe Pfeil). Abbildung
moadifiziert nach [213].

Allerdings konnte bisher kein PRMT5-Komplex mit RIOK1 und pICIn detektiert worden, beide
Komponenten dienen daher als Adapterproteine [213]. Zudem besteht jeder Komplex aus dem
Verhaltnis von jeweils einem Protein PRMT5, WD45, RIOK1 oder pICIn [205] [207] [213]. Beide
Proteine interagieren mit PRMTS Uber dessen N-Terminus, weshalb ein konkurrierendes
Verhaltnis angenommen wird [213] [215]. Durch die Bindung an den N-Terminus von PRMT5
ist eine Funktion als Bindeglied und Rekrutierungsplattform mdglich [213]. Des Weiteren
interagiert der RIOK1-PRMT5-Komplex mit dem Protein Nucleolin, welches an der Reifung
von Ribosomen beteiligt ist. RIOK1 ermdglicht die Methylierung von Nukleolin und der zuvor
erfolgten Rekrutierung an den PRMT5-Komplex [213].Der dritte PRMT5-Komplex wurde erst
in den letzten Jahren entdeckt. Er besteht neben WD45 und PRMT5 aus COPRS (Coordinator
of PRMT5 and differentiation stimulator) (siehe Abbildung 8). COPRS5 ist dabei fir die
Rekrutierung an das Histon 4 verantwortlich [216].

Weitere Beispiele fir Methylierungen sind die Modifikation der DNA und besonders die
Proteinmodifikation der DNA-nahen Histon-Proteine ist von groRer Bedeutung [217] [218].
Eine herausragende Bedeutung bei der Histon-Modfikation nimmt die Methylierung ein [219].
Neben der hohen Wichtigkeit der DNA-Methylierung, ist die RNA-Modifikation ein besonders
essentieller Aspekt der Modifikation. Methylierungen nehmen etwa 50 % der RNA-
Modifikationen ein und besitzen unterschiedlichste Funktionen, beispielsweise innerhalb der
Genexpression (zusammengefasst in [220]).
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1.4 Autophagie

Autophagie, auch Autophagozytose genannt, ist ein zellularer Prozess, welcher Bestandteile
oder ganze Zellen abbaut und als Typ Il Zelltod definiert wird [10] [221]. Bereits 1962 wurde
der Prozess der Autophagie beschrieben, ein Jahr spater konnte die Wiederverwendung
zellularer Bestandteile in Lysosomen detektiert werden [6] [222]. Unterschieden wird die
Autophagie in Makroautophagie, Mikroautophagie und die CMA (Chaperone mediated
autophagy/ dt. Chaperon-vermittelte Autophagie).

1.4.1 Gruppen der Autophagie

Die wichtigste, umfassendste und am meiste untersuchte Gruppe der Autophagie ist die
Makroautophagie (fortlaufend als Autophagie bezeichnet), die zu einem Abbau und einer
Entfernung von groRRen Zytoplasmenbestandteilen, abnormalen Proteinaggregaten und
Uberschissigen bzw. defekten Zellorganellen dient. Wichtigste Komponenten der Autophagie
sind die Proteine der ATG (engl. Autophagy-related protein) -Familie, die insgesamt 16
Mitglieder umfasst (zusammengefasst in [8]) [223] [224]. Weitere wichtigen Bestandteile sind
mTOR (engl. mechanistsic Target of Rapamycin), ULK1, PI3K (engl. phosphatidylinositol-3
kinase) -Komplex, Beclin-1, das UVRAG Gen und LC3 (engl. Microtuble-associated proteins
1A/1B light chain 3B). Diese Bestandteile haben entweder inhibitorische oder aktivierende
bzw. strukturelle Auswirkung auf die Autophagie-Kaskade [225].

Die Initiierung der Autophagie resultiert aus Nahrstoffmangel, Stress, Infektionen oder
Defekten innerhalb der Zelle (Schritt 1) (zusammengefasst in [8]). Nachfolgend erfolgt die
Phagophorenbildung Uber verschiedene Proteine (Schritt 2). Ein Mechanismus ist der ATG 5/7
unabhangige Signalweg, bei dem durch Inhibierung von mTOR und Aktivierung von AMPK der
ULK1/2 (engl. unc-51-like kinase) -Komplex initiiert wird [226]. Zu diesem Komplex gehoren
zusatzlich noch FIP200 (engl. FAK-family interacting protein of 200kDa), ATG13 sowie ATG101
(zusammengefasst in [227]) [226]. AnschlieRend transloziert der ULK1/2-Komplex zum zuvor
gebildeten PI3K-Komplex und hilft diesen zu aktivieren. Dem PI3K-Komplex gehdren unter
anderem Beclin-1, ATG14, VPS15 (engl. Vacuolar protein sorting associated protein), VPS34
und NRF2 (engl. nuclear factor (erythroid —derived 2) -like 2) an [228]. An den PI3K-Komplex
werden weitere Proteine gebunden, unter anderem interagieren UVRAG (engl. UV radiation
resistance-associated gene protein) sowie Ambra-1 direkt mit Beclin-1 [229] [230]. Mitglieder
des PI3K-Komplexes dienen als Plattform flr die weitere Phagophorbildung [231].
Demgegenuber steht ein aus ATG16L1, ATG12 und ATG5 bestehender Komplex [232]. Mit
Hilfe von ATG7 und ATG10 wird dieser Komplex gebildet, er unterstiitzt die spatere Anheftung
des aktivierten LC3-Il. Dieser Signalweg ist abhangig von ATG5/7 (siehe Abbildung 9) [233]
[234].

Nach der Phagophorenbildung erfolgen die Sequestrierung, Phagophorenexpansion und
Bildung des Autophagosoms. Die defekten oder unbrauchbaren Zellkompartimente werden in
das Innere des Autophagosoms gelagert. An diesem Prozess der Bildung sind neben ATG-
Familienmitgliedern vor allem die Proteine p62 und LC3 beteiligt. ATG4 spaltet LC3 zu LC3-I,
welches anschlieRend durch ATG5/7 zu LC3-Il gespalten werden kann [232]. Mit Hilfe der
Interaktionen von Phosphatidylethanolamin kann LC3-ll an die Membran des Phagophors
gebunden werden. Dies ermdglicht die Erkennung und das UmschlieRen der defekten
Kompartimente durch die Bindung mit p62 [235]. LC3 dient neben der Unterstitzung und
Formierung der autophagosomalen Membran auch der Rekrutierung von Kompartimenten in
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das Innere des Autophagosoms (siehe Abbildung 9) [236]. Das daraus entstehende
Autophagosom wird zu einem Lysosom transportiert, vereinigt sich mit diesem und flihrt zu
einem Verdau des Inhalts [237] [238] [239]. Dadurch kann der Inhalt degradiert und fir neue
Proteine wiederverwendet werden [240].

ATG 5/7 abhéngiger Signalweg ATG 5/7 unabhéngiger Signalweg
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Abbildung 9 Allgemeine Autophagie-Initiierung und wichtigste Schritte der beiden Signalwege: Ablauf der Autophagie-Signalkaskaden.
Autophagosombildung kann entweder ATG5/7-abhangig oder —unabhangig erfolgen. Bei der ATG5/7-unabhangigen Signalkaskade wird der ULK1/2-
Komplex durch die Aktivierung von AMPK sowie Inhibierung von mTORC1 initiiert. Dieser Komplex unterstitzt die Aktivierung des PI3K-Komplexes
und weiterer angehefteter Proteine. Dies ermdglicht die Rekrutierung von Ambra-1, UVRAG sowie Beclin-1 und unterstiitzt die Phagophorenbildung.
Der ATG5/7-abhangige Signalweg erfolgt mit Hilfe eines aktivierten Komplexes aus ATG16L1, ATG12 und ATG5. Dieser Komplex bindet an das
Phagophor und unterstitzt die LC3-Il Bindung. LC3-Il wird aus LC3 gebildet. Fir die Spaltung erfolgen Bindungen mit ATG4, ATG5 und ATG3. Durch
die LC3-II Bindung kommt es zur Autophagosomebildung, bei der die defekten Kompartimente in das Innere gelagert werden. Nach der Translokation
zu einem Lysosom kommt es zur Vereinigung und anschlieBendem Verdau des Inneren des Autophagosoms. Zusatzliche Regulatoren der
Autophagie werden gezeigt Phosphorylierungen werden in dieser Abbildung mit roten Punkten dargsetellt. Modifiziert nach [8].

Bei einer Mikroautophagie werden die defekten oder Uberzahligen Bestandteile durch die
lysosomale Membran direkt in das Lysosom internalisiert. Es kénnen Zytosolbestandteile
sowie komplette Organellen bis hin zu Zellkernkompartimenten aufgenommen und verarbeitet
werden [241]. Wahrend die Mikro- und Makroautophagie vornehmlich fehlerbehaftete oder
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Uberflissige Zellbestandteile durch Vesikel transportiert, werden bei der CMA spezielle
zytosolische Proteine molekiilweise an das Lysosom abgegeben [242]. Die Proteine werden
durch den Chaperon-Komplex erkannt und zum Lysosom transportiert. Ausgeldst wird die CMA
durch anhaltenden Substrat- und Nahrstoffmangel [243]. Substratproteine, die eine
sogenannte KFERQ-Peptidsequenz aufweisen, binden den Chaperon-Komplex, bestehend
aus hsp70 (Hitzeschockprotein 70-kDa), hsp40 (Hitzeschockprotein 40kDa), hsp90, hip
(hsp70-interagierendes Protein) und Hopfen (hsp70-hsp90-organisiertes Protein) [244].
AnschlieRend gelangt der Komplex unter Hilfe des Proteins LAMP-2A (engl. lysosomal
membrane- associated protein 2a) in das Lysosom und wird dort abgebaut [244].

1.4.2 Mitophagie

Eine weitere Untergruppe der Mikroautophagie ist die Mitophagie. Dieser Typ der Autophagie
ist spezifisch durch einen Bezug auf die Mitochondrien und ihre Funktion definiert [11].
Erstmals wurde diese Art der Autophagie 1966 beobachtet [245]. Seit 2006 wird dieser
Autophagie-Typus auch als Mitophagie definiert, bereits 1998 wurde der Begriff Mitophagie
das erste Mal verwendet [246] [247]. Ziel der Mitophagie ist der Erhalt eines mitochondrialen
Gleichgewichts, bei dem die Anzahl der Mitochondrien begrenzt ist und zusatzlich defekte
Mitochondrien entfernt werden (zusammengefasst in [248]). Es handelt sich im Gegensatz zur
Makroautophagie um einen deutlich selektiveren Prozess (zusammengefasst in [249]).

Unterteilt wird die Mitophagie in zwei unterschiedliche Signalwege: den PINK1 (engl.
phosphatase and tensin homolog-induced kinase-1) -Parkin-abhangigen Signalweg sowie den
PINK1-Parkin-unabhangigen Signalweg (siehe Abbildung 10). Innerhalb des PINK1-Parkin-
unabhangigen Signalweges sind die beiden Rezeptoren BNIP3 (engl. BCL2/ adenovirus E1B
19 kDa protein-interacting protein 3) und BNIP3L (engl. BCL2/ adenovirus E1B 19 kDa protein-
interacting protein 3-like), auch NIX genannt, essentielle Bestandteile (siehe Abbildung 9b)
[250] [251] [252]. Normalerweise werden die Rezeptoren BNIP3 und NIX nicht Gbermafig in
der mitochondrialen Membran exprimiert, jedoch kommt es zu einem starken Proteinanstieg
in Folge von hypoxischen Bedingungen [253] [254]. Auch ein Hungern der Zelle durch
Nahrstoffmangel kann eine erhéhte Expression von BNIP3 und NIX auslésen. In Muskelzellen
konnte unter Nahrstoffmangel eine erhdhte Aktivitat von Foxo3 (engl. Forkhead-Box-Protein
03) detektiert werden, welches an den Promotorregionen von BNIP3 und NIX bindet und
ebenfalls zu einer erhéhten Expression der Rezeptoren flhrt [255]. Nach der vermehrten
Ansiedlung und Bindung der Rezeptoren an die Mitochondrien, kdnnen diese mit dem LC3
interagieren [256]. LC3 selber dient unter anderem fur die Erkennung und Rekrutierung von
Kompartimenten in das Lysosom sowie der Foérderung des autophagosomalen
Membranaufbaus [236]. Ahnlich wie bei NIX erfolgt die Mitophagie-Induzierung bei FUNDCA1,
das ebenfalls in der OMM lokalisiert ist. Unter hypoxischen Bedingungen steigt das FUNDC1-
Proteinlevel und dadurch auch eine Rekrutierung von LC3-ll, was somit zu Mitophagie fuhrt
[257]. Nach der Rekrutierung der Mitochondrien in das Innere des Autophagosoms und der
Vereinigung mit einem Lysosom, kdnnen die Fragmente in Doppelmembranstrukturen
verarbeitet und verdaut werden (siehe Kapitel 1.4.1).
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Abbildung 10 Signalwege der Mitophagie: A: Internalisierung und Abbau von PINK1 in Mitochondrien. PINK1 wird durch den TOM-Komplex in
das Mitochondrium geleitet. Dort wird PINK1 durch PARL abgebaut. Die Proteine NIX, FUNDC1 und BNIP3 sind innerhalb der OMM in einem
regulierten MaRe gebunden. B: Einteilung der Mitophagie-Signalwege in Parkin-abhéngige und Parkin-unabhangige Weiterleitung. Der Parkin-
abhangige Signalweg (grauer Bereich) umfasst eine Zunahme und Agglomeration von PINK1 durch Stérung des Imports. Dadurch kann Parkin an
PINK1 rekrutiert und ubiquityniliert (Ub) werden. Anschlieend werden p62, Ambra1 und NBR1 ebenfalls rekrutiert und erméglichen zusammen mit
LC3 eine PI3K-Komplex-Bildung. Diese hilft bei der Aufnahme von mitochondrialen Fragmenten in das Lysosom.

Der PINK1-Parkin-unabhéngige Signalweg (blauer Bereich) wird beispielsweise durch oxidativen Stress hervorgerufen und erhéht die Expression
von BNIP3, NIX und FUNDC1 an der OMM. AnschlieBend wird LC3 rekrutiert und ermdglicht ebenfalls die Fragment-Aufnahme in das Lysosom.
Modifiziert nach [258].

Der zweite Signalweg der Mitophagie ist von PINK1-Parkin-abhangig. Eine Erhéhung des
Parkin-Proteinlevels flihrt zu einem Verlust des mitochondrialen Membranpotenzials und einer
Co-Lokalisation mit dem Autophagie-Marker LC3 [256] [259].

In gesunden Mitochondrien wird PINK1 Uber standigen Import durch das Protein PARL (engl.
Presenilins-associated rhomboid-like protein, mitochondrial) abgebaut und dadurch auf einem
niedrigen Niveau gehalten (siehe Abbildung 10A) [260]. Durch eine Beeintrachtigung des
Imports von PINK1 durch Fehlfunktionen des Mitochondriums (z.B. durch Blockade des TOM
(engl. Translocase of the Outer Membrane) -Komplexes) kommt es zu einer Reduzierung der
Proteinspaltung und gleichzeitiger Steigerung des Proteinlevels [261] [260]. PINK1 bindet an
der auReren Mitochondrienmembran, rekrutiert anschlieRend Parkin und phosphoryliert dieses
[260] [262] [263] [264]. Die Parkinrekrutierung induziert eine Ruptur der OMM in Abhangigkeit
der Proteasomen [265] [266]. Eine gleichzeitige Parkin-Ubiquitinylierung fuhrt zur Rekrutierung
weiterer Adapterproteine, wie z.B. p62 oder NBR1 (engl. neighbor of BRCA1 gene 1 protein)
[267]. Parkin rekrutiert weiterhin das Protein Ambra1 (engl. Activating molecule in BECN1-
regulated autophagy protein1), welches Autophagie fordert, indem der Klasse Il PI3K-
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Komplex aktiviert wird (siehe Abbildung 10B) [268]. Zusatzlich kdnnen weitere Autophagie-
Rezeptoren auch direkt Gber PINK1 an die Mitochondrien gebunden werden. PINK1 rekrutiert
die Proteine OPTN (Optineurin), CALCOCO2 (engl. Calcium-binding and coiled-coil domain-
containing protein 2) und als weiteres Adapterprotein TBK1 (serine/threonine-protein kinase 1)
an die Mitochondrien [269]. Diese Bindung erfolgt ohne Parkin bzw. unter Abwesenheit von
Parkin. Parkin dient somit als Verstarker der PINK1-abhangigen Mitophagie [269].

Durch die Rekrutierung der Autophagie-Rezeptoren OPTN und CALCOCO2 sowie von LC3
kommt es wie bereits beschrieben zur Aufnahme des Mitochondriums in das Autophagosom
[236].

Auch weitere mitochondriale Proteine sind essentiell fir Mitophagie, wie beispielsweise der
TOM-Komplex. Zusammen mit dem kontraren Komplex TIM (engl. Translocase of the Inner
Membrane) dient der TOM-Komplex mit seinen Familienmitgliedern (TOM5, TOM6, TOM?7,
TOM20, TOM22, TOM40, TOM70) dem Import von zytosolischen Proteinen in das
Mitochondrium [270] [271] [272]. Der TOM-Komplex besitzt drei verschiedene Rezeptoren:
TOM20 dient zu der Erkennung von N-terminalen und positiv geladenen Zielsequenzen,
TOM22 bindet selektiv Praproteine mit spezifischer Pre-Sequenz und TOM70 erfasst Ziel-
Sequenzen an der mitochondrialen Membran [273] [274].

Darlber hinaus ist TOM70 essentiell fir den Import von PINK1 um Mitophagie vorzubeugen
[261]. Eine Beeintrachtigung des TOM-Komplexes flihrt zu einer vermehrten Ansammlung von
PINK1 und somit zu Mitophagie [260] [261].

Eine bedeutende Rolle in der Mitophagie-Induzierung spielt ROS (engl. Reactive oxygen
species) [275]. Teilweise Hypoxie und Stérung der Mitochondrien kann zu einem Anstieg von
ROS innerhalb der Zellen fihren [275]. Obwohl NIX als GegenmalRnahme von ROS unter
hypotoxischen Bedingungen exprimiert wird, kann es auch gegenteilig die ROS-Bildung
verstarken und dadurch eine Starkung der Mitophagie hervorrufen [267]. Darlber hinaus kann
NIX zu einer mitochondrialen Depolarisation flihren, was eine CCCP (engl. Carbonyl cyanide
m-chlorophenyl hydrazone) —induzierte Rekrutierung von Parkin an das Mitochondrium
ermdglicht [267].
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1.5 Lactaptin/ RL2

Die verwendeten Krebstherapeutika weisen gravierende Nebeneffekte fur Patienten auf. Aus
diesem Grund wird an sanfteren und effizienteren Therapien geforscht. Eine potenzielle
Strategie ist die Erforschung natirlich vorkommender Proteine, Peptide und Antikorper.
Ein Peptid, das als potenzielles Therapeutikum erforscht wird, ist Lactaptin bzw. sein
rekombinantes Analogon RL2 (engl. recombinant Lactaptin analogon 2/ dt. rekombinantes
Lactaptin Analogon 2) [276] [277]. Lactaptin basiert auf dem humanen Milchprotein K-Casein.
Es weist die AS 57 bis 134 von K-Casein auf, wohingegen RL2 eine Lange von den AS 23 bis
134 besitzt (siehe Abbildung 11) [277]. Bereits das natlrlich vorkommende Peptid Lactaptin
induziert Zelltod in Mammakarzinomzellen, genau wie das kirzere Lactaptin Analogon RL1
(AS 66-134 von K-Casein) [276] [277]. Auch bei dem langeren Analogon RL2 konnte Zelltod
detektiert werden, verglichen mit der Zelltod-Induzierung durch RL1 oder Lactaptin sogar in
einem starkeren Verhaltnis [277]. DarlUber hinaus konnten hemmende bzw. zelltod-
induzierende Effekte in Xenograft-Experimenten nachgewiesen werden [278]. Erste Hinweise
auf den Zelltodtyp konnten mit der Spaltung und Aktivierung von apoptotischen Proteinen 2014
detektiert werden [279]. So konnte nachgewiesen werden, dass RL2-Stimulationen zu einer
Aktivitat von Caspase-3/7 fihren, welches ein wichtiger Bestandteil der Apoptose-Kaskaden
ist (siehe Kapitel 1.2) [278] [279]. Eine eindeutige Bestimmung des Zelltodtyps war jedoch
nicht moglich, sodass der RL2-induzierte Zelltodmechanismus weiterhin unbekannt blieb. Aus
diesem Grund ist die Dekodierung und Entschliisselung des RL2-induzierten Zelltodes ein
essentieller Bestandteil der Erforschung von RL2. Inwiefern es ein Zusammenspiel mit
anderen Zelltodsignalwegen, wie dem extrinsischen Signalweg, gibt, wurde bisher nicht
untersucht.

& 5 8 3 @
NH, COOH
RL1
Lactaptin
RL2

Abbildung 11 Aufbau und Unterteilung von RL2, RL1 und Lactaptin verglichen mit K-Casein: Modifiziert nach [277].
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1.6 Zielstellung

Diese Dissertation beschaftigt sich mit der Analyse von molekularen Mechanismen des DR-
abhangigen Signalweges. Es wird die Bedeutung von unbekannten PTM auf die
Schlisselkomponenten des DISC untersucht. Hauptaugenmerk liegt auf der Rolle der Initiator-
Caspase Caspase-8. Dabei sollen die unbekannten PTM, die potenziell an Procaspase-8
gefunden werden konnen, untersucht werden. Darunter fallt unter anderem die Methylierung
als potenzielles PTM. Fir die Untersuchung sollen biochemische Verfahren angewendet
werden sowie die pharmakologische Inhibition der potenziellen Methylierungen. Aus den
gegebenen Methoden und Hintergrundinformationen ergeben sich mehrere Fragestellungen:

-Welche potenziellen PTM gibt es an der DISC-Schllsselkomponente Caspase-8, die zum
derzeitigen Zeitpunkt nicht erfasst werden konnte?

-Welche Effekte besitzen diese potenziellen PTM auf die Aktivitat von Caspase-87?

-An welchen Regionen von Caspase-8 kdnnen potenzielle PTM gefunden werden?

-Ist es moglich, dass die potenziellen PTM in Verbindung mit Erkrankungen stehen?

Neben der Untersuchung des Einflusses von PTM auf Caspase-8, beinhaltet die Dissertation
einen zweiten Untersuchungsschwerpunkt Der Zelltodsignalweg durch Induzierung des
rekombinanten Analogons RL2 soll untersucht werden. In bisherigen Studien konnte die Art
des Zelltodes durch RL2-Stimulation nicht dekodiert werden. Dazu soll in dieser Arbeit der
Wirkort innerhalb der Zelle untersucht werden sowie die zellularen Effekte einer RL2-
Behandlung auf diverse Mammakarzinomzelllinien. Daflir wird der Einfluss von RL2 auf die
DISC-Formierung sowie der anschlieRenden Caspase-8-Aktivitat untersucht. Fur diese
Untersuchung wird das Zusammenspiel von RL2 mit bereits etablierten extrinsischen
Zelltodinduktoren wie TRAIL durchgefiihrt. Aufgrund der unbekannten Effekte ergeben sich
folgende Fragestellungen beziglich RL2:

-Welche RL2-Effekte gibt es auf Mammakarzinomzellen?

-Was sind die potenziellen Interakteure von RL2 in der Zelle?

-Welchen Einfluss besitzt RL2 auf die DISC-Formierung

-Welchen Einfluss besitzt RL2 auf die Caspase-Kaskade?

-Welches Zusammenspiel gibt es mit dem DL TRAIL?

-Welche Auswirkungen gibt es auf intrinsische Zelltodinduktoren?
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2 Material und Methoden

Alle beschriebenen Methoden wurden nach dem Standardprotokoll der Arbeitsgruppe
Translationale Entziindungsforschung der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg erstellt
und bei individuellen Anderungen modifiziert.

2.1 Material
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Alle verwendeten Chemikalien wurden unter hdchster Reinheit nach der Qualitat pro analysi
verwendet und von den angegebenen Unternehmen bezogen.

2.1.1 Material fur Zellkultur und Experimente

Tabelle 3 Materialien fiir die Zellkultivierung und Experimente

(Karlsruhe, Deutschland)

Materialien Hersteller Bestellnummer
75 cm? Zellkulturflasche (T75- Sarstedt AG &Co 83.3911.002
Flask) fur adharente Zellen (Numbrecht, Deutschland)
2 -
175 cm Z?Ilkultg.rflasche (T175 ) Sarstedt AG &Co 83.3912.002
Flask) fur adharente Zellen (NUmbrecht, Deutschland)
75 cm? Zellkulturflasche (T75- Sarstedt AG &Co 83.3911.502
Flask) fur Suspensionszellen (Numbrecht, Deutschland)
2 -
175 cm %ellkultun‘la.sche (T175 ) Sarstedt AG &Co 83.3912.502
Flask) fur suspensions Zellen (Numbrecht, Deutschland)
10 cm Zellkulturschale Greiner BIO-O?B Interpat|on§| GmbH 664160
(Kremsmiinster, Osterreich)
Sarstedt AG &Co
6-Well Platte (Nimbrecht, Deutschland) 83.3920.500
Sarstedt AG &Co
-Well PI
96-Well Platte (NUmbrecht, Deutschland) 655098
. . VWR International (Radnor, USA) 700-5239
1 | Reak f
5 ml Reaktionsgefals Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 0030125150
VWR International
. R (Radnor, USA) 525-0150
15 mi Zentrifugenrohrchen Greiner Bio-One International GmbH 188 261
(Kremsmiinster, Osterreich)
VWR International
) R (Radnor, USA) 525-0156
50 mi Zentrifugenrohrchen Greiner Bio-One International GmbH 227 270
(Kremsminster, Osterreich)
613-0364
. . . VWR International 613-0240
Pipettenspitzen: 0,1-5 ml (Radnor, USA) 613-0272
613-0830
Corning Incorporated 4487
5-25 ml serologische Pipette (steril) (Coming, USA) 4488
4489
10 ml serologische Pipette (un- neolLab Migge GmbH 7-2032
steril) (Berlin, Deutschland)
. . . neolLab Migge GmbH
50 ml serologische Pipette (steril) (Berlin, Deutschland) 7-4036
Counting Slides, Dual Chamber for Bio-Rad Laboratories, Inc. 1450011
Cell Counter (Hercules, USA)
. . Sarstedt AG &Co
Halb-Mikro-Kuvette (Nambrecht, Deutschland) 67.742
Zellschaber Carl Roth GmbH + Co.KG EKX9.1
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2.1.2 Medien und Chemikalien fur die Zellkultivierung

Tabelle 4 Medien und Chemikalien fiir die Zellkultivierung
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Name Hersteller Bestellnummer
DMEM/Ham’s-F12 (1:1) PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, P04-41154
Deutschland)
. ) Carl Roth GmbH + Co.KG
DMSO (Dimethylsulfoxid) (Karlsruhe, Deutschland) A994.2
. Thermo Fisher Scientific Inc.
FBS (Fetale Bovine Serum) (Waltham, USA) 10270106
PBS (Phosphate buffered saline) . .
Dulbecco wio Ca?*, Mg?* Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland) L1825
Trypanblau Thermo Fisher Scientific Inc (Walham, 15250-061
USA).
0,05 % Trypsin- EDTA (Ethylendiamintetra-essig- Thermo Fisher Scientific Inc (Walham,
i 25300096
saure)(1x) USA).
RPMI (Roswell Park Memorial Institut)-Medium Gibco/ Thermo Fisher Scientific Inc (Wal- 21875-034
ham, USA).
. . Thermo Fisher Scientific Inc.
Leibovitz —Medium (Waltham, USA) 1839054
MEM (Minimum Essential Medium) / NEAA (non essential | Gibco/ Thermo Fisher Scientific Inc (Wal- 11140-035
aminoacids) ham, USA).
) Gibco/ Thermo Fisher Scientific Inc (Wal-
Natrium-Pyruvat ham, USA). 11360-039
o . Biochrom GmbH
Penicillin / Streptomycin (P/S) (Berlin, Deutschland) A2213
2.1.3 Zelllinien
Tabelle 5 Verwendete Zelllinien
Zelllinie Typ Kultivierungsmedium Herkunft
Epitheliale Mammakar- RPMI-Medium DK!::al:glcc‘) Pigth“rr:aI:df;;
BT549 prne +10 % FBS g'e,
zinomzellen - . von Prof. Dr. Dagmar
+1 % Penicillin/Streptomycin
Kulms
DMEM/Hams-F12 Medium
. . +10 % FBS
Hela-CD95 Zervixkarzinomzellen +1 % Penicillin/Streptomycin [280]
+10 ng/ml Puromycin
. . . DMEM/Hams-F12 Medium .
Zervixkarzinomzellen mit Erzeugung innerhalb
Hela-CD95- . +10 % FBS
einem Knockout von - . des Labors durch
C8-KO +1 % Penicillin/Streptomycin ) .
Caspase-8 . Corinna Koénig
+10 ng/ml Puromycin
Mammakarzinomzellen, DSMZ-German
MDA-MB- TGF (Transforming Leibovitz-Medium Collection of
231 growth factor) und EGF +10 % FBS Microorganisms and
(Epidermal growth factor) +1 % Penicillin/Streptomycin Cell Cultures GmbH,
Uberexprimierend Braunschweig
o RPMI-Medium Klinik und F?Ollkhr‘llk fur
Epitheliale Dermatologie, Dresden
SKBR3 . +10 % FBS
Mammakarzinomzellen - . von Prof. Dr. Dagmar
+1 % Penicillin/Streptomycin
Kulms
SKW 6.4 RPMI-Medium DKEch;fHS'rdilztf? f—ivon
’ B-Zell-Lymphoma +10 % FBS P-(rar.nmer ’
+1 % Penicillin/Streptomycin
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Zelllinie Typ Kultivierungsmedium Herkunft
o RPMI-Medium Klinik und Ppllklmlk fur
Epitheliale Dermatologie, Dresden
T47D ) +10 % FBS
Mammakarzinomzellen - . von Prof. Dr. Dagmar
+1 % Penicillin/Streptomycin Kulms

2.1.4 Liganden und Inhibitoren zur Zellstimulation

Tabelle 6 Liganden und Inhibitoren zur Zellstimulation

Ligand Stock-

konzentration konzentration

Arbeits- Hersteller

Bestellnummer oder
Referenz

CD95L 5000 ng/ml

200-1000 ng/ml

Hergestellt in der Ar-
beitsgruppe Translatio-
nale Entziindungsfor-
schung / OVGU

[132]

DXR (Doxorubicin 20 mM

Thermo Fisher Scientific
0,5-3 pM Inc.
(Waltham, USA)

10512955

EPZ015666

(GSK3235025) 500 pmol/mi

Selleck Chemicals
GmbH, Planeck,
Deutschland)

5 nmol/ml

S7748

KillerTRAIL™ 0,5 mg/ml

50 bis 100 ng/ml

Enzo Life Sciences, Inc.
St. Louis,
USA

ALX-201-073

RL2 2,8 bis 3,0 mg/ml 100 bis 300 pg/ml

Von Dr. Richter, Institut

fur biologische Chemie

und fundamentale Medi-
zin (Novosibirsk)

[276]

zVAD-fmk 50 mM

Bachem Holding AG
50 uM (Bubendorf,
Schweiz)

N-1510.0005

2.1.5 Material fur SDS-PAGE und Western Blot

Tabelle 7 Materialien fiir SDS PAGE (Polyachrylamide gel electrophoresis) und Western Blot

Name

Hersteller

Bestellnummer

Rotiphorese® NF-Acrylamid/Bis-Lésung

Carl Roth GmbH + Co. KG

Al124.2
30 % (29:1) (Karlsruhe, Deutschland)
. N Bio-Rad Laboratories, Inc.
Bradford-Proteinassay Farbekonzentrat (Hercules, USA) 500-0006
. - Carl Roth GmbH + Co. KG
APS (Al If 2.
S (Ammoniumperoxidisulfat) (Karlsruhe, Deutschland) 9592.3
Carl Roth GmbH + Co. KG
EDTA (Karlsruhe, Deutschland) CNo6.2
Dithiothreitol OMNILAB-Laborzentrum GmbH & CO KG APP A2948.0005
(Bremen, Deutschland)
. Carl Roth GmbH + Co. KG
I 783.1
Glycerin (Karlsruhe, Deutschland) 3783
. OMNILAB-Laborzentrum GmbH & CO KG
Glycin (Bremen, Deutschland) APP A1067,1000
Carl Roth GmbH + Co. KG
HEPE HN77.
S (Karlsruhe, Deutschland) 3
KCl (Kaliumchlorid) Carl Roth GmbH + Co. KG 6781.2

(Karlsruhe, Deutschland)
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Name

Hersteller

Bestellnummer

Carl Roth GmbH + Co. KG

(Karlsruhe, Deutschland)

KH,PO, (Kaliumhydrogenphosphat) (Karlsruhe, Deutschland) 3904.1
. Bio-Rad Laboratories, Inc.
4x Laemmli-Probenpuffer (Hercules, USA) 1610747
. Merck Millipore
Luminata™ Forte Western HRP Substrat S WBLUF0500
(Billerica, USA)
Carl Roth GmbH + Co. KG
B-Mercaptoethanol (Karlsruhe, Deutschland) 4227.2
Milchpulver Carl Roth GmbH + Co. KG T145.4

Na;HPO, [Dinatriumhydrogenphosphat)

OMNILAB-Laborzentrum GmbH & CO KG
(Bremen, Deutschland)

APP A3599,1000

Carl Roth GmbH + Co. KG

(Karlsruhe, Deutschland)

NaNj3 (Natriumazid) (Karlsruhe, Deutschland) K305.1
Precision Plus Protein™ Dual Color Thermo Fisher Scientific, Inc 26616
Standards (Waltham, USA)
N Carl Roth GmbH + Co. KG
Salzsaure (Karlsruhe, Deutschland) 4326.1
. Carl Roth GmbH + Co. KG
SDS (Natriumlaurylsulfat) (Karlsruhe, Deutschland) 4360.2
N Carl Roth GmbH + Co. KG
TEMED (Tetramethylethylendiamin) (Karlsruhe, Deutschland) 2367.3
Trans-Blot® Turbo™ RTA Transfer Kit, Bio-Rad Laboratories, Inc. 1704159
Nitrocellulose Membrane (Hercules, USA)
. AppliChem GmbH + Co. KG
Tris (Darmstadt, Deutschland) A2264,1000
Triton® X 100 Carl Roth GmbH + Co. KG 3051.4

Tween® 20

OMNILAB-Laborzentrum GmbH & CO KG
(Bremen, Deutschland)

APP A4974,1000

Tabelle 8 Zusammensetzung des Lyse-Puffers

Chemikalie

Zielkonzentration flr einen

Stock Liter

Hersteller und Num-
mer

Tris HCI, pH 7,4

15M 20mM

AppliChem GmbH +
Co. KG
(Darmstadt, Deutsch-
land)
A2264,1000

NaCl (Natrium chlorid)

5M 137 mM

Carl Roth GmbH + Co.
KG
(Karlsruhe, Deutsch-
land)
#HN77.3

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

200 mM 2mM

Carl Roth GmbH + Co.
KG
(Karlsruhe, Deutsch-
land)
#CNO06.2

Glycerin

100 % 10 %

3783.1

Triton X100

10 % 1%

Carl Roth GmbH + Co.
KG
(Karlsruhe, Deutsch-
land)

3051.4
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Chemikalie Stock Zlelkonzentrfatlon fur einen Hersteller und Num-
Liter mer
Carl Roth GmbH + Co.
KG
PMSF 100 mM 1mM™m (Karlsruhe, Deutsch-
land)
6367.3
Merck/ Millipore (Bur-
PIC (Protease Inhibitor Cocktail) 100 % 4% lington, USA)
11836145001
Tabelle 9 Zusammensetzung des 20x PBS-T-Puffers
Chemikalie Menge Hersteller Bestellnummer
Carl Roth GmbH + Co. KG
NaCl 1 | 7.2
ac 609/ (Karlsruhe, Deutschland) 395
Carl Roth GmbH + Co. KG
KCI 49/l 781.2
c 9 (Karlsruhe, Deutschland) 678
Na;HPO, ohne H,O (Dinatriumhy- Carl Roth GmbH + Co. KG
drogenphosphat) 2849/l (Karlsruhe, Deutschland) P030.3
. Carl Roth GmbH + Co. KG
KH,PO, (Kaliumhydrogenphosphat) 4 g/l (Karlsruhe, Deutschland) 3904.1
Tween® 20 10 ml AppliChem GmbH (Darmstadt, A4974
Deutschland)

Tabelle 10 Zusammensetzung der SDS-Gele und Konzentrationen der verwendeten Chemikalien

Gel Substanzen Menge fiir 2 Gele [ul]
ddH,O 3280
Tris 1,5 M pH 8,8 2500
Acrylamide 4060
0,
Trenngel (12,5 %) 10 % SDS 100
10 % APS 100
TEMED 75
ddH,O 3100
Tris 1,5 M pH 6,8 1250
Sammelael Acrylamide 500
9 10 % SDS 50
10 % APS 25
TEMED 7,5
Tabelle 11 Blockade-Puffer fiir Western Blot Membranen
Gel Milch o/l
PBS-T 5% 50
TBS-T 5% 50
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Tabelle 12 CHAPS/HEPES-Puffer fiir Caspase-8-Aktivitdts-Assays

Chemikalie

Menge

Hersteller

Bestellnummer

HEPES

2ml

Carl Roth GmbH +
Co. KG
(Karlsruhe,
Deutschland)

6763.2

CHAPS

2 pl mit 10
mg/ml

AppliChem GmbH
+ Co. KG
(Darmstadt,
Deutschland)

A1099,0050

DTT

0,003085 g

AppliChem GmbH
+ Co. KG
(Darmstadt,
Deutschland)

A2948,0005

Tabelle 13 LDH-Ladepuffer

Chemikalie

Menge/ Konzentration

Hersteller

Carl Roth GmbH + Co. KG

200 mM Tris-Hel. (7.3 pH) i (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH + Co. KG
Glycerol 10% (Karlsruhe, Deutschland)
#3783.1
AppliChem GmbH + Co. KG
BSA 1% (Darmstadt, Deutschland)
(A6588,0100)
2.1.6 Antikorper fur Western Blot
Tabelle 14 Primarantikorper fiir Western Blots
Pr:(n.c;?;z:“_ Sekundarantikdrper Verdinnung Hersteller Bestellnummer
a-Rabbit IgG-HRP
Actin (Horseradish peroxi- 1:4.000 Sigma-Aldrich A2103
dase)
AIF a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 Cell Signaling Technology sc-5318
(Cambridge, UK)
Bax a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 Cell Signaling Technology 5023
(Cambridge, UK)
Bcl-2 a-Mouse IgG-HRP 1:1.000 Santa Cruz Biotechnology Sc-7382
(Santa Cruz, USA)
Bid a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 Cell Signaling Technology 2002
(Cambridge, UK)
. ) Cell Signaling Technology 44060S
BNIP3 a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 (Cambridge, UK)
BNIP3L/ NIX ) . ) . Cell Signaling Technology 12396
(D4R4B) a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 (Cambridge, UK)
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Priméranti-

. Sekundéarantikdrper Verdiinnung Hersteller Bestellnummer
kdrper
Caspase -3 a-Rabbit IgG-HRP 1:2.000 Cell Signaling Technology 9662
(Cambridge, UK)
110 [Scaffidi et al, 1998], Klon
Caspase -8 a-Mouse 1gG2,-HRP (zuvor au.f ereinigt) C15, Bereitgestellt durch -
9 9 Prof. Krammer (DKFZ)
Caspase -10 a-Mouse 1gG;-HRP 1:1.000 Biozol MBL-M095-3
P 951 o (Eching, Deutschland)
. . Cell Signaling Technology
DR4 a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 (Cambridge, UK) 42533
. ) Cell Signaling Technology
Endonuklease G a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 (Cambridge, UK) 4969
[Scaffidi et al, 1998], Klon
FADD a-Mouse 19G;-HRP 1:10 1C4, Bereitgestellt durch -
Prof. Krammer (DKFZ)
. Santa Cruz Biotechnology
GAPDH a-Goat IgG-HRP 1:2.000 (Santa Cruz, USA) Sc-48166
Abcam
- i -R it gG-HRP 1:1. Abl114
k-Casein a-Rabbit IgG 000 (Cambridge, UK) b 06
LCc3 a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 Cell Signaling Technology 3668
(Cambridge, UK)
Mcl-1 a-Rabbit IgG-HRP 1:100 Santa Cruz Biotechnology sc-819
MonoMethyl Ar- . . . . 8711
ginin/ MMA a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 Cell Signaling Technology
. . Cell Signaling Technology Sc-9542
PARP1 a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 (Cambridge, UK)
. ) . 6946
PINK1 a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 Cell Signaling Technology
. . Cell Signaling Technology
PRMTS5 a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 (Cambridge, UK) 2252
RIOK1 a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 Novus Biologicals NBP-30104
9 o (Cambridge, UK)
Dimethyl-Argi- - .
nine, symmetric a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 Merck/ mlrllllpSrSigBurllng 07-412
(SYM-10) '
) . ) . Cell Signaling Technology )
SOD2 a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 (Cambridge, UK) sc-13194
TOM70 a-Rabbit IgG-HRP 1:400 Abcam (Cambridge, UK) Ab89624
WD45 /MEP50 a-Rabbit IgG-HRP 1:1.000 Cell Signaling Technology 2823

(Cambridge, UK)
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Tabelle 15 Sekundarantikorper fiir Western Blot

Sekundérantikérper Verdiinnung Hersteller Bestellnummer
Southern Biotechnology
a-Rabbit IgG-HRP 1:10.000 Associates, Inc. 4030-05

(Birmingham, Alabama, USA)

Santa Cruz Biotechnology

(Santa Cruz, USA) $¢-2060

a-Mouse IgG+-HRP 1:10.000

Southern Biotechnology
a-Mouse 1gG2-HRP 1:10.000 Associates, Inc. 1091-05
(Birmingham, Alabama, USA)

Santa Cruz Biotechnology

a-Goat IgG-HRP 1:10.000 (Santa Cruz, USA) sc-2768
2.1.7 Farbesubstanzen flr zellspezifischen Zelltod
Tabelle 16 Farbesubstanzen und Puffer fiir zellspezifischen Zelltod
Farbung/ Fluoreszenz- e L
Farbstoff Exitation Emission Laser Hersteller und Nummer
. ImmunoTools
Annexin V FITC 488 519 488 (Friesoythe, Deutschland)
31490013
Annexin V Binding Buffer - - - 422201
Pl (propidium iodide) 561 617 561 Sigma-Aldich (ST Louis, USA)
81845

2.1.8 Kits, Assays und Reagenzien fur Zellkompartimentsanalyse

Tabelle 17 Kits, Assays und Reagenzien fiir die Zellkompartimentsanalyse

Kit Hersteller Bestellnummer
Caspase-Glo® 3/7 Assay Promega Corporation (Madison, USA) G8090
Caspase-Glo® 8 Assay Promega Corporation (Madison, USA) G8201
CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay Promega Corporation (Madison, USA) G9241
LDH-Glo® Cytotoxicity Assay Promega Corporation (Madison, USA) J2330
RealTime-Glo™MT Cell Viability Assay Promega Corporation (Madison, USA) G971

Sepharose-A-Beads Abcam (Cambridge, UK) Ab193256

Pierce Co-Immunoprecipitation (Co-IP) Kit Therm(c\)/vlzi:z:f(ilgrgflc, Inc 26149
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2.1.9 Puffer fur die Fraktionierung

Tabelle 18 Zusammensetzung des Puffer A fiir die Fraktionierung

Chemikalie Zielkonzentration Hersteller und Nummer

Carl Roth GmbH + Co. KG
HEPES pH 7,6 10 mM (Karlsruhe, Deutschland)
#HN77.3

Carl Roth GmbH + Co. KG
KCI 10 mM (Karlsruhe, Deutschland)
#6781.2

Merck KGaA, Billerica, USA

MgCl. 2mM #8147330100

Carl Roth GmbH + Co. KG
EDTA 0,1 mM (Karlsruhe, Deutschland)
#CNO06.2

Tabelle 19 Zusammensetzung des Puffer C fiir die Fraktionierung

Chemikalie Zielkonzentration Hersteller und Nummer

Carl Roth GmbH + Co. KG
HEPES pH 7,8 50 mM (Karlsruhe, Deutschland)
#HN77.3

Carl Roth GmbH + Co. KG
KCI 50 mM (Karlsruhe, Deutschland)
#6781.2

Carl Roth GmbH + Co. KG
NaCl 300 mM (Karlsruhe, Deutschland)
#HN77.3

Carl Roth GmbH + Co. KG
EDTA 0,1 mM (Karlsruhe, Deutschland)
#CNO06.2

Carl Roth GmbH + Co. KG
Glycerol 10 % (Karlsruhe, Deutschland)
#3783.1

Tabelle 20 Verwendete Konzentrationen von NP-40 fiir die Zellfraktionierung beziiglich der Zelllinien

Zelllinie NP40-Konzentration
HelLa-CD95-C8-KO 1,7%
MDA-MB-231 0,3%
SKW 6.4 0,43 %
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultivierung

2.2.1.1 Allgemeines Handling und Auftauen der Zelllinien

Die Handhabung und Kultivierung, sdmtliche Experimente sowie das Aussahen erfolgten unter
sterilen Bedingungen.

Die verschiedenen Zelllinien werden bei -150 °C in 90 % FBS und 10 % DMSO als Alliquots
gelagert. Fur das Auftauen wird 10 ml frisches Medium in ein 50 ml Falcon gegeben und auf
37 °C aufgewarmt. Die Zellen werden durch leichtes Schwenken in einem 37 °C warmen
Wasserbad (GFL GmbH (Burgwedel, Deutschland)) aufgetaut und in das vorgewarmte
Medium pipettiert. AnschlielRend werden die Zellen bei 500 x g fur funf Minuten zentrifugiert
(Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)): Centrifuge 5804 R) und das alte Medium entfernt.
Das Zellpellet wird in 10 ml frischem Medium resuspendiert und anschlie®end in einer T75
Zellkulturflasche in insgesamt 20 ml Medium kultiviert. Die Kultivierung erfolgt bei 37 °C mit 95
% Luftfeuchtigkeit und 5 % CO- (falls nicht anders in den folgenden Kapiteln beschrieben) in
einem Thermo Scientific™ BBD 6220 CO2-Inkubator (Thermo FisherScientific Inc. Waltham,
USA). Alle zwei bis drei Tage werden die Zellen neu gesplittet. Dazu wird das alte Medium
unter sterilen Bedingungen abgesaugt und mit 10 ml PBS gewaschen. Anschlieend werden
die Zellen mit 2 ml (T175) oder 1 ml (T75) Trypsin bei 37 °C inkubiert. Die Zellen werden mit 5
ml Medium abgespiilt und in ein neues 50 ml Tube Uberfuhrt. Die Zellen werden bei 500 x g
fur fanf Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und in 10 ml neuem Medium
resuspendiert. Eine Probe (200 upl) wird enthommen und mit Hilfe eines automatischen
Zellzéhlers (TC20 automated cell counter #145-0101, Bio-Rad Laboratories, Inc. Berkeley,
USA) wird die Zellanzahl bestimmt. Dazu werden 10 ul der Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau
gemischt und auf einen Trager pipettiert. Die Zellen werden entsprechend ihres Types und
Zwecks spezifisch ausgesanht.

2.2.1.2 BT549 Mammakarzinomzellen

BT549 Zellen sind invasive Epithelzellen, die einer kaukasischen 72-jahrigen Frau enthommen
und aus deren duktalen Karzinom gezlchtet wurden. Zusatzlich verfugt die Zelllinie Gber
Estrogenrezeptoren [281]. In der Regel belauft sich die typische Verdopplungszeit auf 24-30
Stunden. Die Zellen werden in RPMI-Medium mit 10 % FBS und 1 % P/S unter den bereits
beschriebenen Bedingungen kultiviert. Die Zellen werden fir die Kultivierung mit
Konzentrationen zwischen 2*10° Zellen in 20 ml (T75) und 3*10° Zellen in 30 ml (T175)
Medium passagiert. Die Zellanzahl fiir die verschiedenen Versuche richtet sich spezifisch nach
den jeweiligen Protokollen.

2.2.1.3 MDA-MB-231 Mammakarzinomzellen

MDA-MB 231 ist eine Brustkrebszelllinie, die aus einer 51-jahrigen europaischen Patientin
isoliert wurde und keine Chromosomen N8 und N15 besitzt [282] [283]. Die Zellen exprimieren
sowohl den EGF als auch den TGF alpha [284]. Des Weiteren vermehren sich die
Mammakarzinomzellen stark invasiv in fibroblastoider, weit gestreckter Form, weshalb flir die
Kultivierung praparierte Zellkulturflaschen fir adharente Zellen verwendet werden.

Die Zellen werden in Leibovitz-Medium mit 10 % FBS und 1 % P/S (Penicilin/Streptavidin) bei
37 °C kultiviert. Es findet wahrenddessen kein Gasaustausch statt, weshalb die Kulturflaschen
keine Filter besitzen und die Deckel komplett verschlossen sind.
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Fir die Zellkutivierung werden die Zellen wie bereits beschrieben geerntet und transferiert. Die
MDA-MB-231 Zellen werden mit einer Konzentration zwischen 0,5*108 Zellen in 20 ml (T75)
und 1*10° Zellen in 30 ml (T175) passagiert. Die Zellanzahl fiir die verschiedenen Versuche
richtet sich spezifisch nach den jeweiligen Protokollen.

2.2.1.4 HeLa-CD95 und HelLa-CD95-C8-KO Zellen

Die HeLa-CD95 (urspringlich HeLa-12 genannten) Zellen sind epithele Zervixkarzinomzellen
und CD95 uberexprimierende Zellen [280] [287]. Die verwendeten HeLa-CD95-C8-KO Zellen
entstammen urspringlich aus der Zelllinie HeLa-12, jedoch wurde das Gen fir Caspase-8 mit
Hilfe des Verfahrens CRISPR/ Cas aus den Zellen entfernt (Bearbeitung durch Corinna Konig).
Beide HelLa-Zelllinien, HeLa-CD95 und HelLa-CD95-C8-KO, werden auf die gleiche Weise
kultiviert. Dazu werden die Zellen mit Konzentrationen zwischen 1*108 Zellen in 20 ml (T75)
und 2*108 Zellen in 30 ml (T175) Medium ausgeséaht. Das Medium besteht aus DMEM/
HamsF12 Medium mit 10 % FBS, 1 % P/S und 10 ng/ml Puromycin. Die Zellanzahl fur die
verschiedenen Versuche richtet sich spezifisch nach den jeweiligen Protokollen.

2.2.1.5 SKBR3 Mammakarzinomzellen

SKBR3 Zellen sind Epithelzellen einer Brustkrebserkrankung, die einer kaukasischen 43-
jahrigen Frau entnommen und aus deren Mammakarzinomzellen gezlichtet wurden. Die
Zelllinie besitzt HER2 [281]. In der Regel belauft sich die typische Verdopplungszeit auf 24-30
Stunden. Die Zellen werden in RPMI-Medium mit 10 % FBS und 1 % P/S unter den bereits
beschriebenen Bedingungen kultiviert. Die Zellen werden fir die Kultivierung mit
Konzentrationen zwischen 2*10® Zellen in 20 ml (T75) und 3*10° Zellen in 30 ml (T175)
Medium passagiert. Die Zellanzahl fir die verschiedenen Versuche richtet sich spezifisch nach
den jeweiligen Protokollen.

2.2.1.6 SKW 6.4 B-Lymphozytenzellen

SKW 6.4 Zellen sind maligne B-Lymphozyten, welche im Gegensatz zu den oben genannten
Zelllinien Suspensionszellen sind. Fur diese Zellen werden daher spezifische, nicht-gecodete
Flaschen verwendet. Sie werden mit einer Konzentration von 2*10* Zellen/ ml in 50 ml (T75)
bis 200 ml (T175) ausgesaht. Als Medium wird RPMI-Medium mit 10 % FBS und 1 % P/S
verwendet. Die Zellen werden alle zwei bis drei Tage gesplittet. Fur die Kultivierung werden
die Zellen unter sterilen Bedingungen in 50 ml Tubes uberfuhrt. AnschlieBend werden sie bei
500 x g fur finf Minuten abgefugt und in 10 ml frischem Medium resuspendiert. 200 pl der
Zellsuspension werden als Probe genommen und wie oben beschrieben gemessen. Die
Zellanzahl fur die verschiedenen Versuche richtet sich spezifisch nach den jeweiligen
Protokollen.

2.2.1.7 T47D Zellen

T47D Zellen sind Epithelzellen, die einer kaukasischen 54-jahrigen Frau enthommen und aus
deren duktalen Karzinom gezuchtet wurden. Innerhalb der Zelllinie wird der Progesteron
Rezeptor nicht durch Estradiol reguliert [281]. In der Regel belduft sich die typische
Verdopplungszeit auf 24-30 Stunden. Die Zellen werden in RPMI-Medium mit 10 % FBS und
1 % P/S unter den bereits beschriebenen Bedingungen kultiviert. Die Zellen werden fir die
Kultivierung mit Konzentrationen zwischen 2*10° Zellen in 20 ml (T75) und 3*10° Zellen in 30
ml (T175) Medium passagiert. Die Zellanzahl fur die verschiedenen Versuche richtet sich
spezifisch nach den jeweiligen Protokollen.
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2.2.2 Zellviabilitats-Assays

2.2.2.1 ATP-Zellviabilitidts-Assay

Fir die Bestimmung der Zellviabilitat zu spezifischen Stimulationszeitpunkten wird die Menge
von ATP innerhalb einer Zellpopulation bestimmt. Nach Zugabe des Substrats Luciferase wird
zellulares ATP und O im Beisein von Mg?* Luciferase oxidiert, wodurch AMP, PPi, CO, und
Licht entstehen. Die Menge des erfassten Lichts einer spezifischen Wellenlange kann erfasst
und gemessen werden. Die erfasste Menge Licht und oxidierter Luciferase hangen dabei von
der ATP-Menge und somit auch von der Zellzahl ab. Die erzeugte Lumineszenz bildet ein
stabiles Signal, wodurch der ATP-Gehalt der Zellpopulation robust und prazise gemessen
werden kann. Fir die Durchfiihrung werden 1,2*10* adhéarente Zellen/ 100 ul pro Vertiefung
einer 96-Well-Platte am Vortag des Experiments ausgesaht. Fir die Suspensionszellen
werden 2*10* Zellen/ 50 pl pro Vertiefung am selben Tag des Experiments ausgesaht. Fir alle
Experimente werden fir jede Bedingung Duplikate verwendet.

Die Zellen werden entsprechend der experimentellen Bedingungen in einem Gesamtvolumen
von 50 pl stimuliert. Nach Ablauf der spezifischen Zeitpunkte werden 50 ul Luciferase Substrat
in jedes Well pipettiert und das Lumineszenz-Signal mit einem Infitie M200 PRO (Tecan Group
AG) nach zwei Minuten Schutteln und zehn Minuten Inkubation in Dunkelheit gemessen. Fur
die Bestimmung des experimentell bedingten ATP-Gehalts werden die Einzelwerte der
Duplikate mit dem Mittelwert normalisiert. Zusatzlich wird die Standardabweichung der
normalisierten Werte untereinander bestimmt. Die Zellviabilitat wird in RU (engl. relative unit)
angegeben.

2.2.2.2 MT Zellviabilitidts-Assay

Fir die Bestimmung der Zellviabilitdt durch die metabolische Aktivitat wird das RealTime-GLO
MT Zellviabilitats-Assay Kit von Promega (Madison USA) verwendet. Das Assay beruht auf
der Erfassung des metabolischen Stoffwechsels nach der Zugabe eines zellpermanenten Pro-
Substrats und der NanoLuc® Luziferase. Beide Stoffe zusammen ergeben das MT
Zellviabilitatsstubstrat. Das Pro-Substrat kann in die Zellen diffundieren, dort kann es
gespalten und in den extrazellularen Raum transportiert werden. In diesem kann das
NanoLuc® Enzym zusammen mit dem neuen Substrat agieren und ein Lumineszenz-Signal
ermoglichen. Dieses Signal ist proportional zu dem Metabolismus der Zellen und somit auch
proportional zu der Zellviabilitdt. Nur lebende Zellen kdnnen das Substrat intrazellular spalten
und in der Folge zu einem Lumineszenz-Signal fuhren. Dabei erfolgt die Messung durch das
Zusammenspiel eines Enzyms und des Substrats. Das Substrat diffundiert von dem Medium
in die Zelle hinein und wird durch das zugegebene Substrat unter Berticksichtigung der
Aktivitdt der metabolischen Enzyme gespalten, sodass ein Lumineszenz-Signal freigesetzt
wird. Dieses Lumineszenz-Signal kann detektiert und dartber die Viabilitat der Zellpopulation
bestimmt werden, da nur vitale Zellen das Substrat spalten und ein Signal erzeugen kénnen.
Die erzeugte Lumineszenz bildet ein stabiles Signal, wodurch die Viabilitatsrate der
Zellpopulation robust und préazise gemessen werden kann. Fur die Durchfuhrung des
Experiments werden 1,2*10* adharente Zellen/ 100 ul pro Well einer 96-Well-Platte am Vortag
des Experiments ausgesaht. Fir die Suspensionszellen werden 2*10* Zellen/ 50 ul pro
Vertiefung am selben Tag des Experiments ausgesaht. Fur jede Bedingung des Experiments
werden Duplikate verwendet. Vor der Stimulation wird das Substrat mit dem Enzym wie in dem
Herstellerprotokoll angegeben vorbereitet. Anschlieend werden die Zellen spezifisch der
experimentellen Einstellungen stimuliert. Die Messung der Lumineszenz-Signale erfolgt mit
einem Infinitie M200 PRO (Tecan Group AG) nach jeweils 30 Sekunden Schiitteln zu
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spezifischen  Zeitpunkten. Fir die Bestimmung der experimentell bedingten
Zellviabilitatsanderungen werden die Einzelwerte der Duplikate mit dem Mittelwert
normalisiert. Zusatzlich wird die Standardabweichung der normalisierten Werte untereinander
bestimmt. Die Metabolische-Aktivitat wird in RU angegeben.

2.2.3 Caspase-Aktivitats-Assays

2.2.3.1 Caspase-8-Aktivitats-Assay mit Zellen

Die Bestimmung der Caspase-8-Aktivitat wird durch die Spaltung des Assay-Substrats und der
daraus hervorgehenden Lumineszenz in Abhangigkeit detektiert. Durch die Aktivierung von
Caspase-8 wird das dazugegebene Assay-Substrat gespalten. AnschlieRend erfolgt eine
Zelllyse, wodurch die aus der Spaltung entstandene Aminoluciferase in den extrazellularen
Bereich gelangen kann. Dort kommt es im Beisein von ATP und O; zu einem Lumineszenz-
Signal, das ausgehend von der Luciferase erzeugt wird. Dieses Lumineszenz-Signal kann von
dem Detektor erfasst und dadurch die Menge des Signals bestimmt werden. Das erzeugte
Signal ist proportional zu der Menge an vorhandener Caspase-8-Aktivitat. Zur Durchflihrung
des Versuchs werden 1,2*10° adharente Zellen/ 100 ul pro Vertiefung einer 96-Well-Platte am
Vortag des Experiments ausgesaht. Fiir Suspensionszellen werden 2*10° Zellen/ 50 pl pro
Vertiefung am selben Tag des Experiments ausgesaht. Bei samtlichen dieser Experimente
werden fir jede Bedingung Duplikate verwendet. Das Experiment wird in 50 pl frischem
Medium mit der spezifischen Stimulationskonzentration durchgefihrt. Nach Ende der
Stimulationszeit werden 50 ul des Substratgemischs zu jedem Well pipettiert, in dem
Messgerat fir zwei Minuten geschiittelt und fir weitere 30 Minuten in Dunkelheit inkubiert. Die
Messung der Lumineszenz-Signale erfolgt mit einem Infitie M200 PRO (Tecan Group AG). Das
Hinzufigen des Proteosom-Inhibitors MG132 dient zu der Reduzierung von
Hintergrundsignalen. Fur die Bestimmung der experimentell bedingten Caspase-8-Aktivitat
werden die Einzelwerte der Duplikate mit dem Mittelwert normalisiert. Zusatzlich wird die
Standardabweichung der normalisierten Werte untereinander bestimmt. Die Caspase-8-
Aktivitat wird in RU angegeben.

2.2.3.2 Caspase-8-Aktivitats-Assay mit IP (Immunprazipitation)

Die IP wird wie in Kapitel 2.2.5.1 durchgefiihrt. Nachdem der restliche Uberstand von den
Beads entfernt wurde, werden diese jeweils mit 95 ul CHAPS/HEPES-Puffer versetzt. Der
Puffer wird frisch vor der Verwendung angesetzt. Die Beads werden mit Hilfe des Puffers auf
eine 96-Well-Platte Ubertragen. Eine IP entspricht dabei einer Vertiefung. In jede Vertiefung
werden zusatzlich 100 ul Caspase-8-Substrat pipettiert und das Lumineszenz-Signal mit Hilfe
eines Infinite M200 PRO (Tecan Group AG) gemessen. Die Caspase-8-Aktivitat wird in RU
angegeben.

2.2.3.3 Caspase-3/7-Aktivitidts-Assay

Die Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitat wird durch die Spaltung des Assay-Substrats und
der daraus hervorgehenden Lumineszenz in Abhangigkeit detektiert. Durch die Aktivierung von
Caspase-3/7 wird das dazugegebene Assay-Substrat gespalten. AnschlieRend erfolgt eine
Zelllyse, wodurch die aus der Spaltung entstandene Aminoluciferase in den extrazellularen
Bereich gelangen kann. Dort kommt es im Beisein von ATP und Oz zu einem Lumineszenz-
Signal, das ausgehend von der Luciferase erzeugt wird. Dieses Lumineszenz-Signal kann von
dem Detektor erfasst und dadurch die Menge des Signals bestimmt werden. Das erzeugte
Signal ist proportional zu der Menge an vorhandener Caspase-3/7-Aktivitat. Zur Durchflihrung
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des Versuchs werden 1,2*10° adharente Zellen/ 100 pl pro Vertiefung einer 96-Well-Platte am
Vortag des Experiments ausgesaht. Fiir die Suspensionszellen werden 2*10° Zellen/ 50 pl pro
Vertiefung am selben Tag des Experiments ausgesaht. Bei samtlichen dieser Experimente
werden flr jede Bedingung Duplikate verwendet. Das Experiment wird in 50 pl frischem
Medium mit der spezifischen Stimulationskonzentration durchgefihrt. Nach Ende der
Stimulationszeit werden 50 pl des Substrats zu jedem Well pipettiert, in dem Messgerat fur 30
Sekunden geschiittelt und fir weitere 30 Minuten in Dunkelheit inkubiert. Die Messung der
Lumineszenz-Signale erfolgt mit einem Infite M200 PRO (Tecan Group AG). Fur die
Bestimmung der experimentell bedingten Caspase-3/7-Aktivitat werden die Einzelwerte der
Duplikate mit dem Mittelwert normalisiert. Zusatzlich wird die Standardabweichung der
normalisierten Werte untereinander bestimmt. Die Caspase-3/7-Aktivitat wird in RU
angegeben.

2.2.4 Bestimmung der OCR

2,5*10° MDA-MB- 231 Zellen werden am Vortag in 10 ml Medium auf einer 10 cm-Platte
ausgesaht. Am Tag des Experiments wird das alte Medium entfernt und durch 3 ml frischem
Medium ersetzt. Die Zellen werden 200 pug/ml RL2 fir acht Stunden stimuliert. Wahrend der
Stimulation werden die Zellen bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wird das alte Medium entfernt
und die Zellen mit warmen PBS gewaschen. Danach werden die Zellen mit 1000 ul Trypsin flr
funf Minuten bei 37 °C inkubiert und die gelésten Zellen in zwei neue Tubes transferiert. Durch
ein zusatzliches Abwaschen mit 1000 ul frischem Medium werden auch die restlichen Zellen
Uberfuihrt. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen fur fiunf Minuten bei 500 x g wird der
Uberstand entfernt und das Zellpellet in 500 pl frischem Medium resuspendiert. Die Messung
der OCR (engl. oxygen consumption rate/ dt. Sauerstoffverbrauchsrate) erfolgt mit der Clark-
type Elektrode innerhalb eines Oxytherm Systems (Hansatech Instrumentsltd, Norfolk, UK).
Die Messung erfolgt bei 37 °C, weshalb die Zellen dauerhaft temperiert werden mussen.
Zellstimulation und -ernte wurden durch Fabian Wohlfromm durchgefiihrt. Die Messung der
OCR wurde von Lado Otrin (Max-Planck-Institut fir dynamische Komplexe in technischen
Systemen) vorgenommen. Die OCR wird in RU angegeben.

2.2.5 LDH-Assay

Die Bestimmung der LDH (engl. /lactate dehydrogenase) -Freisetzung wird durch die Spaltung
des Assay-Substrats und der daraus hervorgehenden Lumineszenz in Abhangigkeit detektiert.
LDH wird in beschadigten Zellen freigesetzt. Dadurch kann es die Oxidation von Laktat
katalysieren, wobei gleichzeitig NAD+ zu NADH durch eine Reduktase beeinflusst wird.
Luciferin kann anschlieRend durch die Reduktase, NADH und das Reduktasesubstrat erzeugt
werden. Darauffolgend wird unter Beisein der Ultra-Glo™ rlLuciferase und ATP ein
biolumineszenz-Signal mit Hilfe der Luciferase erzeugt.

Zur Durchfiihrung des Versuchs werden 1,2*10° adharente Zellen / 100 ul pro Vertiefung einer
96-Well-Platte am Vortag des Experiments ausgesaht. Bei samtlichen dieser Experimente
werden fur jede Bedingung Duplikate verwendet. Das Experiment wird in 50 pl frischem
Medium mit der spezifischen Stimulationskonzentration durchgefuhrt. Nach Ende der
Stimulationszeit werden 2 ul Uberstand jeder Probe mit 198 ul LDH-Lagerpuffer vermengt. Der
Lagerpufer wird mit 0,01% BSA am Tag der Messung angereichert. 50 yl des Gemischs
werden mit 50 pyl LDH-Reaktionsgemischs in einem Well einer 96-Well-Platte pipettiert. Das
LDH-Reaktionsgemisch wird wie im Protokoll angegeben vorher zusammen pipettiert. Die 96-
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Well-Platte wird danach 30 Minuten in Dunkelheit inkubiert. Die Messung der Lumineszenz-
Signale erfolgt mit einem Infite M200 PRO (Tecan Group AG). Fir die Bestimmung der
experimentell bedingten LDH-Freisetzung werden die Einzelwerte der Duplikate mit dem
Mittelwert normalisiert. Zusatzlich wird die Standardabweichung der normalisierten Werte
untereinander bestimmt. Die LDH-Freisetzung wird in RU angegeben.

2.2.6 Protein-Analyse

2.2.6.1 Zellernte, Zelllyse und Bestimmung der Proteinkonzentration

Fur die Analyse von Proteinen in adharenten Zellen werden 1*108 Zellen pro Well in 2 ml
frischem Medium auf einer 6-Well-Platte am Vortag ausgesaht. Die Stimulation erfolgt
konzentrationsabhangig in einem Volumen von 500 pl innerhalb eines Inkubators unter
Zellkulturbedingungen.

Fur die Analyse von Suspensions-Zellen werden am Tag des Experiment 2*10° Zellen pro Well
in 0,5 ml frischem Medium auf einer 6-Well-Platte ausgesaht. Die Stimulation erfolgt
konzentrationsabhangig in einem Volumen von 1 ml innerhalb eines Inkubators unter
Zellkulturbedingungen. Nach Ablauf der Stimulationszeit werden die Proben auf Eis gestellt
und mit 500 ul (Adharente Zellen) oder 1000 pl (Suspensionszellen) eiskaltes PBS abgestoppt.
Die Suspensionszellen kdnnen direkt in ein gekihltes 15 ml Tube Uberflihrt werden, die Plates
werden jeweils mit 1000 pl eiskaltem PBS nachgesplilt und ebenfalls in das Tube transferiert.
Die adharenten Zellen werden durch das Schaben mit einem Zellschaber von der Oberflache
geldst und in ein 1,5 ml Tube Uberfuhrt. Mit 500 pl eiskaltem PBS wird das Well nachgesplilt
und die Suspension anschlielend ebenfalls in das Tube pipettiert.

Die Zellsuspensionen werden bei 500 x g und 4 °C fur finf Minuten gefugt. Anschliel3end wird
der Uberstand verworfen und die Zellen in 1 ml eiskaltem PBS resuspendiert. Die
Zellsuspension wird in ein neues 1,5 ml Tube pipettiert und wieder bei 500 x g und 4 °C fir
funf Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wird ebenfalls verworfen und in 25 pl Lyse-Puffer
mit 4 % PIC resuspendiert. Die Zellen werden 30 Minuten auf Eis inkubiert und alle zehn
Minuten resuspendiert. Nach der Inkubation wird das Lysat bei 17.000 x g und 4 °C fir 15
Minuten abgefugt. Das Lysat wird in ein gekihltes, neues 1,5 ml Tube pipettiert und das
Zellpellet verworfen.

Fir die Proteinbestimmung wird das Protokoll nach Bradford verwendet. Dazu werden 2 pl
Zelllysat in eine Quarzkuvette pipettiert und mit 1 ml Bradford-Substrat vermischt. Nach
funfminuUtiger Inkubation bei Raumtemperatur und anschlieBendem Vortexen wird die
Mischung in einem Gene Quant 1300 (General Electric) bei einer Wellenlange von 595 nm
gemessen. Durch die Komplexbildung des enthaltenen Farbstoffs mit der Menge der Proteine
kommt es zu einer Stabilisierung und Verschiebung des Absorptionsmaximums auf 595 nm.
Diese Verschiebung ist gekoppelt an die Menge der Proteine, woruber die
Proteinkonzentration erfasst werden kann.

2.2.6.2 SDS-PAGE und Western Blot

Far die Protein-Analyse mit SDS-PAGE und anschlieBender Western Blot Analyse werden die
Gesamtzell-Lysate mit 4x Laemmli-Puffer und Lyse-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 18 ul
gemischt, sodass die Proteinkonzentration 20 pg/ pl betragt. Die Proben werden fur funf
Minuten bei 95 °C aufgekocht (Denaturierung und Zerstérung der Sekundar- und
Tertiarstruktur) und danach auf einem 0,5 % SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Bei
Spannungen zwischen 80 V bis 120 V werden die Proben aufgetrennt, sodass die Proteine
ausreichend separiert werden (90-130 Minuten). Durch die zuvor erfolgte Denaturierung ist es
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maoglich, die Proteine entlang des Spannungsverlaufs in ihr Masse-/ Ladungsverhaltnis
aufzutrennen. Die negativ geladenen Molekiile wandern dabei in Richtung der Anode entlang
des Elektronenflusses. Proteine mit einer niedrigen molekularen Masse wandern in einer
héheren Geschwindigkeit, wodurch sie eine groRere Strecke innerhalb des Gels zurticklegen.
Nach Abschluss der Elektrophorese erfolgt das Western Blot Verfahren nach semi-dry Technik
mit einem Power Pac™ (HC Biorad laboratories Inc). Die Nitrozellulosemembrane werden vor
Beginn in den Transferpuffer (1x aus 5x Tran-Blot Turbo Transfer Buffer, Bio Rad) durchgesplilt
und auf Pufferpapier auf der Graphit-Platte des Gerats platziert. Der Transferpuffer wird wie in
dem Protokoll des Kits von Bio Rad angesetzt (Trans-Blot Turbo RTA Mini Transfer Kit,
#1704270). Das entnommene Gel wird ohne Luftblasen auf die Membran gelegt und mit
Pufferpapier bedeckt. Nach dem Schliel3en der Kassette wird eine Stromstarke von 2,5 A flr
zwoIf Minuten angelegt. Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes wandern die Proteine
entlang des Feldes auf die Membran.

Nach Ende des Blot-Vorgangs wird die Membran fir eine Stunde in 5 % Milch im PBS-T
inkubiert, um die freien Stellen zwischen den Proteinen auf der Membran zu blockieren.
AnschlieRend wird die Membran dreimal mit 1x PBS-T gewaschen und kann fir weitere
Anwendungen genutzt werden.

2.2.6.3 Bestimmung der Signalstédrke von Western Blot Aufnahmen

Fir die Auswertung der Signalstarke wird das Programm ImageLab (Version 5.1) der Firma
BioRad verwendet. Die zu quantifizierenden Signale werden auf der Rohaufnahme markiert,
sodass nur das spezifische Signal gemessen wird. Die Signalstarke wird von dem Programm
automatisch bei gleicher Belichtungszeit und ohne Uberbelichtung gemessen. AnschlieRend
werden die einzelnen Proben gegen die Kontrolle (unstimulierte Probe bei Pro-Formen der
Proteine; stimulierte Probe bei Spaltprodukten) normiert. Darauffolgend werden die normierten
Werte in eine weitere Tabelle Ubertragen und in das Verhaltnis zu den Werten der
Ladungskontrolle (z.B. Actin) gesetzt. Dadurch kann eine Tendenz der Signalstarke ermittelt
werden.

2.2.6.4 Zellulédre Fraktionierung

Die Fraktionierung der Zellen erfolgt in mehreren Schritten:

1. Schwellschritt

2. Aufplatzen der Zellen

3. Entfernen des Zytosols

4. Entfernen des Nukleus

5. Auffangen der Mitochondrienfraktion

Am Vortag des Experiments werden 2,5*108 adharente Zellen in 10 ml Medium auf einer 10
cm Platte ausgesaht. Am Tag des Experiments wird das alte Medium entfernt und der Versuch
in einem Gesamtvolumen mit 2 ml frischem Medium und der entsprechenden Stimulation
durchgefuhrt. Fur die Fraktionierung werden die Puffer frisch mit NP-40 und PIC angesetzt,
sodass Puffer A und Puffer C jeweils 4 % PIC enthalten. Zusatzlich wird ein NP-40 auf 1 %
durch die Zugabe von Puffer A verdinnt. Nach der Stimulationszeit wird das Medium entfernt.
Die Zellen werden mit 5 ml Raumtemperatur warmem PBS gewaschen, welches danach
entfernt wird. Danach werden die Zellen mit 1 ml Trypsin und einer funfminGtigen Inkubation
bei 37 °C von der Platte geldst. Anschlielend werden die Zellen in ein 2 ml Tube uUberflhrt und
die Platten mit 0,5 ml eiskaltem PBS nachgespdlt. Die weiteren Schritte der Fraktionierung
erfolgen auf Eis bei 4 °C. Die Zellen werden bei 500 x g fir finf Minuten und 4 °C gefugt, der
Uberstand wird verworfen und die Zellen mit Hilfe von 0,5 ml eiskaltem PBS in ein 1,5 ml Tube
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Uberfuhrt. Darauffolgend werden die Zellen wieder bei 500 x g und 4 °C fir funf Minuten gefugt.
Nach Entfernen des Uberstandes erfolgt als erster Schritt das Anschwellen der Zellen. Dazu
werden die Zellen mit 500 pl Puffer A (mit 4 % PIC) far finf Minuten bei 4 °C inkubiert.
AnschlieRend werden jeweils 6 ul des vorverdinnten NP-40 zu den Proben gegeben, durch
Pipettieren vermischt und exakt eine Minute auf Eis inkubiert. Danach werden die Proben bei
17.000 x g fir eine Minute gefugt und der Uberstand in ein neues, vorgekuhltes 1,5 ml Tube
transferiert. Der Uberstand entspricht der Zytosol-Fraktion. Das vorhandene Pellet wird mit
500 pl Puffer A (+4 % PIC) gewaschen und bei 17.000 x g fur 15 Sekunden abgefugt. Der
Uberstand wird verworfen. Das Pellet wird in 40 pl Puffer C (+ 4 % PIC) resuspendiert und 30
Minuten auf Eis inkubiert. Dabei wird die Zellsupension alle zehn Minuten mit einer Pipette
durchmischt. AnschlieRend werden die Proben finf Minuten bei 4 °C und 17.000 x g gefugt.
Der Uberstand wird in ein neues 1,5 ml Tube transferiert. Dieser Uberstand ist die Zytosol-
Fraktion. Das Pellet wird zweimal gewaschen indem es in 500 pl eiskaltem PBS resuspendiert
und anschlieRend bei 17.000 x g eine Minute abgefugt wird. Das Pellet entspricht der
Mitochondrien-Fraktion und kann durch Zugabe von 50 pl 1x Laemmli-Puffer und
anschlieRender zehnminutiger Renaturierung (95 °C) fir die Western Blot-Analyse verwendet
werden. Die Proteinkonzentrationen der fertigen Zytosol- und Nukleus-Fraktionen kénnen
durch das Bradford-Assay bestimmt werden (siehe Kapitel 2.2.4.1). Alle Fraktionen werden
wie in Kapitel 2.2.4.2 und 2.2.4.4 beschrieben analysiert.

Die Fraktionierung von Suspensionszellen erfolgt nach dem gleichen Protokoll, jedoch werden
am Tag des Experiments 2,5*10° Zellen pro 10 cm Platte in 10 ml Medium ausgesaht. Eine
Trypsinierung ist nicht erforderlich, stattdessen werden die Zellen in 50 ml Tubes transferiert
und die Platten mit 10 ml eiskaltem PBS nachgespdlt. Die Zellen werden ebenfalls fur funf
Minuten bei 4 °C und 500 x g abgefugt. Die darauffolgenden Schritte sind identisch zu dem
Protokoll mit adharenten Zellen.

2.2.6.5 Protein-Detektion und -Analyse

Nach dem Blocken der Membran durch Blocking-Puffer (5 % Milch in PBS) wird die Membran
dreimal mit 1x PBS-T gespult, wodurch der restliche Blocking-Puffer entfernt wird.
AnschlieRend wird die Membran mit Primarantikérpern fir zwei Stunden bei Raumtemperatur
oder bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Je nach Protokoll werden die Antikérper spezifisch in PBS-
T oder TBS-T mit 10 % NaNOs verdinnt. Vorbereitend werden die Membranen zuvor in 1x
PBS-T oder 1x TBS-T gereinigt. Nach der Inkubation werden die Gberschissigen Antikérper
durch dreimaliges Spullen mit 1x TBS-T oder 1x PBS-T entfernt. AnschlieBend wird die
Membran fur ein bis zwei Stunden mit 5 % Milch (in TBS-T oder PBS-T) und dem spezifischen
Sekundarantikérper inkubiert. Danach werden die Membranen wieder dreimal mit 1x PBS-T/
TBS-T gespult.

Fir die Detektion der Proteine wird die Membran mit 1 ml Lumineszenz—Substrat
(Luminata™Forte Western HRP Substrate (Millipore ™)) betraufelt.

Das Detektionsprinzip beruht auf der Immunmarkierung durch indirekte Chemolumineszenz.
Uber die spezifische Bindung des Primérantikérpers an das membrangebundene Protein
durch dessen Epitop kann ein weiterer Antikdrper an den Primarantikorper binden und dadurch
auch indirekt an das Protein. Der Sekundarantikorper besitzt eine Kopplung fur HRP (engl.
horseradish peroxidase), wodurch das Substrat gespalten werden kann. Die Spaltung setzt
unter einer Chemolumineszenzreaktion Licht frei, welches erfasst und detektiert werden kann.
Dabei wird unter anderem die Intensitat des Lichtsignals detektiert, wodurch sowohl qualitative
als auch quantitative Analysen méglich sind. Die Lage der Signale wird Uber einen Lade-
Marker bestimmt und die Masse in kDa (Kilo Dalton) angegeben.
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2.2.7 IP (Immunprazipitation)

2.2.7.1 Protokoll 1

Fir die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen bzw. von Peptid-Protein-Interaktionen
werden IP verwendet. Die Zellen werden wie in Kapitel 2.2.4.1 beschrieben geerntet, lysiert
und die Proteinkonzentration wird gemessen. AnschlieBend wird die gleiche
Proteinkonzentration fur alle Proben in einem neuen 1,5 ml Tube pipettiert und mit Lysepuffer
vermengt. Nachfolgend wird die spezifische Konzentration des Antikdrpers und 10 pl Beads
zu dem Lysat dazu pipettiert. Fur die Kontrolle, ob die Interaktionen spezifisch sind, werden
jeweils Proben mit reinen Beads und Lysat verwendet. Die Bindung unspezifischer Proteine
kann dadurch Uberprift werden. Alle Proben werden Uber Nacht bei 4 °C unter Rotieren
inkubiert. Am nachsten Tag werden die Proben flinf Minuten bei 500 x g abzentrifugiert, sodass
die Beads an dem Grund des Tubes abgelagert werden. Das Lysat wird aspiriert und die Beads
mit 1 ml eiskaltem PBS resuspendiert. Durch das mehrfache Resuspendieren in 1x PBS-T und
Abzentrifugieren werden leichtgebundene Proteine entfernt. Dieser Schritt wird insgesamt
sechs Mal durchgeflihrt und die Beads anschliel3end durch das Entfernen des Rest-Puffer mit
Hilfe einer 50 ul Hamilton Pipette trockengelegt. AnschlieRend werden die Proben bei -20 °C
eingefroren, in 40 pl 1x Laemmli-Puffer aufgekocht und wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben fur
die Analyse verwendet.

2.2.7.2 Protokoll 2

Die Zellen werden wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben lysiert und die Proteinkonzentration wird
bestimmt. Bei jeder Probe wird die gleiche Proteinkonzentation mit dem gleichen Volumen
verwendet. Anschlielend wird die spezifische Menge Antikdrper zu dem Lysat pipettiert und
die Proben Uber Nacht bei 4 °C und kontinuierlicher Rotation inkubiert. Zusatzlich werden
Bead-Kontrollen erzeugt, die wie die Ubrigen Proben behandelt werden. Am nachsten Morgen
werden 10 pl Beadlésung zu der Lysat-Antikérper-Suspension pipettiert und fir zwei Stunden
bei 4 °C und kontinuierlicher Rotation inkubiert. Anschliel’end werden die Proben funf Minuten
bei 500 x g abzentrifugiert, sodass die Beads an dem Grund des Tubes abgelagert werden.
Das Lysat wird aspiriert und die Beads mit 1 ml eiskaltem PBS resuspendiert. Durch das
mehrfache Resuspendieren in 1x PBS-T und Abzentrifugieren werden leichtgebundene
Proteine entfernt. Dieser Schritt wird insgesamt sechs Mal durchgefiuihrt und die Beads
anschlie®end durch das Entfernen des Rest-Puffer mit Hilfe einer 50 ul Hamilton Pipette
trockengelegt. Anschlielend werden die Proben bei -20 °C eingefroren oder in 40 pl 1x
Laemmli-Puffer aufgekocht und wie in Kapitel 2.2.4 dargestellt fir die Analyse verwendet.

2.2.7.3 Protokoll 3/ Protein Pulldown

Mit Hilfe des Pierce™-Co-IP Kits kénnen Antikdrper und Peptide kovalent an Protein A-
Sepharose Beads gebunden werden. Das Peptid wird wie im Protokoll des Kitsatzes
beschrieben an die Protein A-Sepharose Beads gebunden. Dieser Schritt erfolgt am Vortag
des Experiments. Die Zellen werden wie in Kapitel 2.2.3 dargestellt lysiert und die
Proteinkonzentration wird bestimmt. Bei jeder Probe wird die gleiche Proteinkonzentation mit
dem gleichen Volumen verwendet. Fur die Kontrolle ob die Interaktionen spezifisch sind,
werden jeweils Proben mit reinen Beads und Lysat verwendet. Die Bindung unspezifischer
Proteine kann dadurch Uberprift werden. Die Proben werden Uber Nacht bei 4 °C unter
Rotieren inkubiert. Am nachsten Tag werden die Proben finf Minuten bei 500 x g
abzentrifugiert, sodass die Beads an dem Grund des Tubes abgelagert werden. Das Lysat
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wird aspiriert und die Beads mit 1 ml eiskaltem PBS resuspendiert. Durch das mehrfache
Resuspendieren in 1x PBS-T und Abzentrifugieren werden leichtgebundene Proteine entfernt.
Dieser Schritt wird insgesamt sechs Mal durchgefuhrt. Innerhalb des letzten Wasch-Schrittes
werden die Beads in ein neues 1,5 ml Tube Uberflhrt. Die Beads werden abzentrifugiert und
anschlielRend durch das Entfernen des Rest-Puffer mit Hilfe einer 50 yl Hamilton Pipette
trockengelegt. AnschlieRend werden die Proben bei -20 °C eingefroren oder in 40 pl 1x
Laemmli-Puffer aufgekocht und wie in Kapitel 2.2.4 erlautert fir die Analyse verwendet. Neben
der Western Blot Analyse kénnen die Proben auch massenspektrometrisch analysiert werden
(siehe Kapitel 2.2.6).

2.2.7.4 Protokoll 4/ Co-IP (Co-Immunpraézipitation)

Fur die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen bzw. von Peptid-Protein-Interaktionen
werden Co-IP verwendet. Die Zellen werden wie in Kapitel 2.2.4.1 beschrieben geerntet, lysiert
und die Proteinkonzentration wird gemessen. Anschlielend wird die gleiche
Proteinkonzentration fir alle Proben in einem neuen 1,5 ml Tube pipettiert und mit Lysepuffer
vermengt. Der Antikorper wird wie im Protokoll des Kitsatzes beschrieben an die Protein A-
Sepharose Beads gebunden. Dieser Schritt erfolgt am Vortag des Experiments. Die Zellen
werden wie in Kapitel 2.2.3 dargestellt lysiert und die Proteinkonzentration wird bestimmt. Bei
jeder Probe wird die gleiche Proteinkonzentation mit dem gleichen Volumen verwendet. Fur
die Kontrolle, ob die Interaktionen spezifisch sind, werden jeweils Proben mit reinen Beads
und Lysat verwendet. Die Bindung unspezifischer Proteine kann dadurch Uberprift werden.
Alle Proben werden Uber Nacht bei 4 °C unter Rotieren inkubiert. Am nachsten Tag werden die
Proben funf Minuten bei 500 x g abzentrifugiert, sodass die Beads an dem Grund des Tubes
abgelagert werden. Das Lysat wird aspiriert und die Beads mit 1 ml eiskaltem PBS
resuspendiert. Durch das mehrfache Resuspendieren in 1x PBS-T und Abzentrifugieren
werden leichtgebundene Proteine entfernt. Dieser Schritt wird insgesamt sechs Mal
durchgefiihrt. Innerhalb des letzten Wasch-Schrittes werden die Beads in ein neues 1,5 ml
Tube Uberfuhrt. Die Beads werden abzentrifugiert und anschlieRend durch das Entfernen des
Rest-Puffer mit Hilfe einer 50 pyl Hamilton Pipette trockengelegt. AnschlieRend werden die
Proben bei -20 °C eingefroren oder in 40 pl 1x Laemmli-Puffer aufgekocht und wie in Kapitel
2.2.4 erlautert fur die Analyse verwendet. Neben der Western Blot Analyse kénnen die Proben
auch massenspektrometrisch analysiert werden (siehe Kapitel 2.2.6).

2.2.7.5 Protokoll 5/ Denaturierungs IP

Die IP erfolgt nach einer vorherigen Denaturierung der Proben. Nachfolgend werden diese IP
Den.-IP genannt (Denaturierungs-IP). Fiur die Durchfihrung werden die Zellen wie in Kapitel
2.2.3 beschrieben lysiert. Anschlieliend werden sie mit 10 % SDS versetzt, sodass eine finale
Konzentration von 1 % SDS vorliegt. Darauffolgend werden die Proben fiunf Minuten bei 95 °C
denaturiert. Dadurch werden aneinanderbindende Proteine voneinander getrennt und PTM
verbleibt an den Proteinen. Nach der Denaturierung erfolgt die Bestimmung der
Proteinkonzentration. Bei jeder Probe wird die gleiche Proteinkonzentation mit dem gleichen
Volumen verwendet. AnschlieRend wird die spezifische Menge Antikérper zu dem Lysat
pipettiert und die Proben Uber Nacht bei 4 °C und kontinuierlicher Rotation inkubiert. Am
nachsten Morgen werden 10 pl Beadlésung zu der Lysat-Antikdrper-Suspension pipettiert und
fir zwei Stunden bei 4 °C und kontinuierlicher Rotation inkubiert. Fiir die Kontrolle, ob die
Interaktionen spezifisch sind, werden jeweils Proben mit reinen Beads und Lysat verwendet.
Diese Kontrollproben werden exakt wie die tbrigen Proben behandelt. Anschlielliend werden
die Proben funf Minuten bei 500 x g abzentrifugiert, sodass die Beads an dem Grund des
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Tubes abgelagert werden. Das Lysat wird aspiriert und die Beads mit 1 ml eiskaltem PBS
resuspendiert. Durch das mehrfache Resuspendieren in 1x PBS-T und Abzentrifugieren
werden leichtgebundene Proteine entfernt. Dieser Schritt wird insgesamt sechs Mal
durchgefiihrt und die Beads anschliel3end durch das Entfernen des Rest-Puffer mit Hilfe einer
50 uyl Hamilton Pipette trockengelegt. AnschlieRend werden die Proben bei -20 °C eingefroren
oder in 40 pl 1x Laemmli-Puffer aufgekocht und wie in Kapitel 2.2.4 dargestellt fur die Analyse
verwendet.

2.2.8 Massenspektrometrische Analyse

Die in Kapitel 2.2.5 eingefrorenen Proben werden fir die Analyse mit Hilfe von MS
(Massenspektrometrie) verwendet. Die Durchfiihrung der MS-Messung und -Analyse erfolgt
durch Dr. Thilo Kahne (Institut fur Experimentelle Innere Medizin, Magdeburg,
Massenspektrometrie).

Die MS-Analyse erfolgt durch die Bildung von lonen aus der Probe, der Auftrennung der
erzeugten lonen und einer anschlieRenden Messung des Masse-/ Ladungsverhaltnisses.
Fir die Analyse der Proben wurde das Verfahren der LC-MS/MS (Liquid-Chromatographie-
Massenspektrometrie/Massenspektrometrie) mit nachgeschalteter lonenfalle verwendet. Die
lonisation erfolgt anhand einer ESI (Elektrospray-lonisation) und dabei innerhalb eines
elektrischen Feldes unter atmospharischem Druck, indem die Flussigkeit der Proben durch
eine Stahlkapillare in Mikrotropfchen zerstaubt wird und das Lésungsmittel entlang des
elektrischen Feldes verdampft. Dadurch kommt es zu einem Anstieg der Ladung innerhalb des
Tropfchens bis hin zur Stabilitatsgrenze, auch Rayleigh-Limit genannt. Dies erméglicht die
AbstoRung gleicher Ladungen, wodurch Coulomb-Explosionen hervorgerufen werden. Dabei
werden die Tropfchen immer weiter verkleinert, bis sie einen Durchmesser von wenigen
Nanometern erreichen. Die gebildeten lonen werden nachfolgend in der lonenfalle analysiert.
Eine lonenfalle besteht aus 2zwei Ringelektroden und zwei Endkappen.
Die Analyse erfolgt indem die lonen durch das Anlegen einer Frequenz zu Schwingungen auf
einer stabilen Kreisbahn entlang des elektrischen Feldes verleitet werden. Ein unterschiedlich
grolRes Masse-/ Ladungsverhaltnis fuhrt dabei zu individuellen Kreisbahnen. Durch spezifische
Frequenzanderungen kénnen die Kreisbahnen verandert und dadurch die lonen zielgerichtet
isoliert werden.

Die nachfolgende Detektion flihrt zu genauer Erfassung des Masse-/ Ladungsverhaltnisses.
Anhand der Coverage % kann die Gute und Wertigkeit der erfassten Proteine bestimmt werden,
indem der angegebene Wert die Ubereinstimmung zwischen gemessenen Peptiden und einer
Datenbank zeigt. Ein hoher Wert entspricht einer hohen Ubereinstimmung der spezifischen
Peptide mit der Datenbank.

2.2.9 Quantitative Zelltod-Analyse durch bildgebende
Durchflusszytometrie

Am Vortag des Experiments werden 6,5*10° Zellen in 2 ml Medium pro Vertiefung einer 6-Well-
Platte ausgesaht. Fiur das Experiment wird das alte Medium entfernt und der Versuch mit
spezifischen Konzentrationen in einem Gesamtvolumen von 1 ml durchgefihrt. Nach Ablauf
der Stimulationszeit wird der Uberstand in ein gekiihltes 2 ml Tube transferiert, die Zellen mit
500 ul PBS gewaschen und anschlielend ebenfalls in dasselbe Tube transferiert. Die Zellen
werden durch die Zugabe von 500 pl Trypsin und finfmindtiger Inkubation bei 37 °C von der
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Platte geldst und ebenfalls in das Tube pipettiert. Anschlielend werden die Zellen bei 4 °C
behandelt und flinf Minuten bei 500 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wird aspiriert und die
Zellen mit 1 ml eiskaltem PBS gewaschen. Nach funfminitigem Abzentrifugieren bei 500 x g
und Entfernen des Mediums werden die Zellen durch Zugabe von Zellfarbstoff und 20 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur eingefarbt. Die Farbung erfolgt dabei mit Hilfe der
Farbesubstanzen aus Tabelle 15. Fir die Farbung wird Pl 1:30 vorverdinnt. AnschlielRend
werden flr jede Probe 1,4 pl der vorverdiinnten Pl-Farbung mit 5 pl Annexin V FITC in 70 pl
Puffer vermengt. Fur die Kompensationsproben werden 1,4 pl vorverdiinnte Pl-Farbung oder
5 pl Annexin V FITC mit 70 ul Puffer gemischt und wie beschrieben mit den Zellen inkubiert.
Nach der Inkubation werden die Zellen bei 500 x g fur finf Minuten abzentrifugiert, der
Uberstand aspiriert und das Zellpellet in 100 pl Binding Buffer resuspendiert. Zuvor wird das
Messgerat AMNIS (mittlerweile Luminex Corporation, Austin, USA) vorbereitet und kalibriert.
Mit Hilfe des Programms FlowSight (mittlerweile Luminex Corporation, Austin, USA) werden
die Zellen bzw. die Fluoreszenzsignale bei Wellenlangen von 488 nm und 541 nm detektiert.
Pro Probe werden 10.000 Zellen gemessen, dabei bleiben die Einstellungen (z.B.
Durchflussgeschwindigkeit, Laserintensitat) nach der einmaligen Einstellung fir die erste
Probe unverandert. Die gemessenen Daten werden mit Hilfe des Programms IDEAS (Version
6.2) (Merck KGaA, Billerica, USA) analysiert, wobei eine Kompensationsprobe als Grundlage
dient und danach die Einstellungen angepasst werden. AnschlieBend werden diese
Einstellungen auf alle weiteren Proben Ubertragen und eine prozentuale Auswertung
vorgenommen. Fur die Analyse kdnnen die prozentualen Messwerte der Proben verwendet
werden oder diese entgegen der unstimulierten Probe normiert werden, um die Effekte der
Stimulation auf den Zelltod zu verdeutlichen.

Die Hinweise auf Zelltod-Prozesse werden mit Hilfe der beiden oben gennanten Farbstoffe
Annexin V FITC und Pl erfasst. Dabei kann Annexin V FITC an das Phosphatidylserin binden,
welches normalerweise an der Innenseite der Zellmembran angelagert ist. Annexin V FITC
kann nicht in die Zelle gelangen. Durch die Induktion der Apoptose wird Phosphatidylserin an
der AulRenseite der Membran freigelegt, Annexin V FITC kann dort binden und gemessen
werden. Der Farbstoff Pl hingegen bindet direkt an der DNA, kann allerdings nur durch
Schaden an der Membran in die Zelle gelangen. Diese Membranschadigungen erfolgen
vorallem in spaten apoptotischen und friihen nekrotischen Ereignissen [27].

2.2.10 Caspase-8-Transfektion in HeLa-CD95-C8-KO Zellen

Fir die Untersuchung der Caspase-8 werden pcDNA3-Caspase-8a (WT, R233H und R435Q)
in HeLa-CD95-C8-KO Zellen transfiziert (HeLa-CD95-Caspase-8 Knockout). Die HeLa-CD95-
C8-KO Zellen wurden von Corinna Konig (Translationale Entziindungsforschung, Otto-von-
Guericke-Universitat, Magdeburg) mit Hilfe des CRISPR/ Cas (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats/ CRISPR-associated) -Verfahrens aus HelLa-12 Zellen
modifiziert. Die AS wurden in silico durch Dr. rer. nat. Nikita lvanisenko (Translationale
Entzindungsforschung, Otto-von-Guericke-Universitat, Magdeburg) bestimmt. Die Mutationen
wurden durch die Firma Genscript in der pcDNA3-Caspase-8a eingeflhrt.

Es handelt sich um Mutationen an potenziellen Stellen fur die posttranslationale Modifikationen
R233H und R435Q von Procaspase-8a. Als Kontrolle fir den Einfluss der Transfektion wird
ein Vektor verwendet, der keine Plasmide enthalt. Die verwendeten Plasmide sind:
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- pcDNA3 (Addgene, MA, USA), nachfolgend Vektor genannt

- Procaspase-8a-R233H (GenScript Biotech Corp; USA); nachfolgend R233H genannt
- Procaspase-8a-R435Q (GenScript Biotech Corp; USA); nachfolgend R435Q genannt
- Procaspase-8a WT (11816 wild-type) (Addgene, MA, USA); nachfolgend WT genannt

Fur die Transfektion werden am Vortag 1*10° Zellen in 10 ml Medium auf einer 10 cm-Platte
ausgesaht. 24 ul DreamFect-Gold (OZBIOSCIENCES, San Diego USA) werden mit 250 pl
OPTIMEM (Gibco™, USA) vorverdinnt. 2 ug jedes Plasmids (Vektor, R233H, R435Q, WT)
werden jeweils mit 250 yl OPTIMEM vorverdunnt und anschlieRend mit dem DreamFect-Gold-
Gemisch vermengt. Danach wird das DNA-DreamFect-Gold-OPTIMEM-Gemisch 20 Minuten
bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wird das verbrauchte Medium aspiriert und 8 ml frisches,
antibiotikafreies Medium auf die Zellen pipettiert. Nach der 20-minutigen Inkubation wird das
DNA-DreamFect-Gold-OPTIMEM-Gemisch tropfchenweise auf die Zellen pipettiert, sodass es
auf der ganzen Platte gleichmaRig verteilt wird. Die Zellen werden zwei Stunden inkubiert.
AnschlieRend werden alle transfizierten Zellen jeweils mit 100 uM zVAD stimuliert. Die Zellen
werden weitere 22 Stunden kultiviert.

Far kleinere Versuche werden die Zellen innerhalb von 6-Well-Platten transfiziert. Am Vortag
werden 0,25*10° Zellen in 2 ml Medium pro Well ausgesaht. 4 pl DreamFect-Gold
(OZBIOSCIENCES, San Diego USA) werden mit 100 yl OPTIMEM (Gibco™, USA)
vorverdinnt. 0,5 ug jedes Plasmids (Vektor, R233H, R435Q, WT) werden jeweils mit 100 pl
OPTIMEM vorverdinnt und anschliefend mit dem DreamFect-Gold-Gemisch vermengt.
Danach wird das DNA-DreamFect-Gold-OPTIMEM-Gemisch 20 Minuten bei RT inkubiert. In
der Zwischenzeit wird das verbrauchte Medium aspiriert und 2 ml frisches, antibiotikafreies
Medium auf die Zellen pipettiert. Anschliel3iend werden die Zellen wie zuvor beschrieben weiter
behandelt und verwendet. Sowohl in 6-Well-Platten, als auch in 10 cm-Platten wird die gleiche
Menge Plasmid pro Zellpopulation vewendet (2 ug / 1*10° Zellen).

Fir die Uberprifung des KO wird eine Platte mit Hela-CD95-C8-KO nicht transfiziert, aber
ansonsten gleichbehandelt. Nach Ablauf der restlichen Inkubation kénnen die Zellen wie in
den oberen Kapiteln beschrieben fiir Versuche verwendet werden.

2.2.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe des Programms GraphPad Prism (Version 8.3.0).
Fir die statistische Uberpriifung des gesamten Datensatzes wird ein ordinary one-way ANOVA
Test durchgefiihrt. Die Uberpriifung zweier Datensatze miteinander erfolgt anschlieRend
anhand eines Tukey—Tests. Fur den Vergleich eines Experiments mit nur zwei Variablen wird
der unpaired student t-test verwendet. Die verwendeten Methoden werden in den einzelnen
Abbildungen benannt. p-Values basieren auf der folgenden Einteilung: ns (not significant; p >
0.05), * (significant; p < 0.05), ** (significant; p < 0.01), *** (significant; p < 0.005), ****
(significant; p < 0.001).
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2.2.12 Berechnung des ICso-Wertes und Cl (Combinatorial
Index)

Der Wert von ICsg gibt die mittlere inhibitorische Konzentration einer Substanz an. Fur die
Bestimmung des [Cso-Wertes wird eine Dosis-Wirkungskurve mit Hilfe einer
Konzentrationsreihe bestimmt. Die Auswertung erfolgt mit dem Programm GraphPad Prism
(Version 8.3.0), dabei werden nicht logarithmierte Konzentrationen verwendet. Gleichzeitig
wird der R>-Wert bestimmt, welcher die Gite der berechneten Dosis-Wirkungskurve angibt.
Dabei liegt eine hohe Gute durch Annaherung an den Faktor 1 vor. Mit Hilfe des ICso-Wertes
kénnen Isobologramme nach Loewe bestimmt werden [288]. Die jeweiligen ICso-Werte zweier
Stimulanzien werden auf die Achsen aufgetragen und erzeugen daher einen Grenzbereich in
denen die Stimulanzien synergetische, additive oder antagonistische Effekte aufweisen.

Dariuber hinaus konnen die Cl beider Stimulanzien bestimmt werden. Die Formel nach Loewe
Dosis A DosisB _ 1
ICsq A ICsoB

lautet:

Zusatzlich kann der Cl anhand von gemessenen Werten bestimmt werden. Dabei wird der CI
anhand der response additivity (ra) berechnet und wie folgt klassifiziert:
ClI > 1 (antagonistisch); Cl = 1 (additiv); Cl < 1 (synergetisch) [288]. Dieser Cl nach response
additivity wird im folgenden Cl.. genannt. Die response additivity berechnet sich aus der
Summe der Effekte der jeweiligen Einzeldosen in Kontrast zu dem Effekt aus der Co-

Stimulation [288]. Die Berechnung wird mit folgender Formel durchgefuhrt:
ClL. = Effekt Dosis A + Effekt Dosis B
ra = Effekt Dosis AB
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung von Caspase-8 auf eine bisher nicht
identifizierte PTM

An Caspase-8 konnten bereits diverse PTM entdeckt werden, die einen Einfluss auf das
Protein und dessen Aktivitat besitzen (siehe Kapitel 1.3). Jedoch konnten nicht alle PTM mit
einem Bezug auf Caspase-8 erfasst werden. In diesem Kapitel soll daher ein weiteres
potenzielles PTM dahingehend untersucht werden, ob es gegebenfalls einen Einfluss auf
Caspase-8 hat. Dazu wird zusatzlich die etwaige Caspase-8-Interaktion mit den
entsprechenden Enzymen des potenziellen PTM untersucht. Diese Dissertation konzentriert
sich auf den Einfluss von Caspase-8 auf den Zelltod, weshalb der Effekt des potenziellen PTM
auf die Caspase-Kaskade untersucht wird.

3.1.1 Potenzielles Zusammenspiel zwischen Caspase-8 und dem
PRMT5-Komplex

Zum Zweck der Interaktionsuntersuchung werden Caspase-8-Co-IP mit Lysaten von
unstimulierten und CD95L-stimulierten Zellen durchgefihrt (siehe Abbildung 12) (siehe Kapitel
2.2.5.4). Die SKW 6.4 Zellen werden 15 Minuten mit 166 ng/ml CD95L stimuliert und
anschlielend lysiert. Das Lysat dient als Grundlage fir die Co-IPs (siehe Abbildung 12A, 12C,
Caspase-8-Co-IP). Zuvor wird der spezifische anti-Caspase-8-Antikdrper an Beads des Co-
IP-Kits nach dem beigefliigten Protokoll gekoppelt. Zusatzlich werden CD95-Co-IP
durchgefuhrt (siehe Abbildung 12B). Dabei wird sowohl fir die Caspase-8-Co-IP als auch fur
die CD95-Co-IP das gleiche Lysat verwendet. AnschlieBend kdnnen die Co-IP mit
verschiedenen Methoden analysiert werden.

Eine Methode der Co-IP-Analyse ist die MS (siehe Kapitel 2.2.8). Dabei kbnnen Peptide und
Proteine erfasst werden, die mutmallich mit Caspase-8 interagieren. Da die
massenspektrometrischen Analysen mit Hilfe einer Caspase-8-Co-IP durchgefiihrt werden,
besitzt Caspase-8 als detektiertes Protein die hdchste Coverage in unstimulierter und
stimulierter Probe (siehe Abbildung 12A). Allerdings sind auch Proteine des PRMT5-
Komplexes mit einer hohen Coverage (£) gemessen worden (PRMT5 (42,7 ); WD45 (36,84
2); RIOK1 (34,51 %)). Diese Komplexmitglieder kdénnen ebenfalls nach einer CD95L-
Stimulation an Caspase-8-Co-IP detektiert werden, wobei ihre Coverage fast unverandert
bleibt (siehe Abbildung 12A). Neben PRMT5 kann ebenfalls PRMT1 an Caspase-8-Co-IP in
beiden Proben detektiert werden, welches ebenfalls Mitglied der PRMT-Familie ist. Die
Analyse durch MS zeigt, dass der PRMT5-Komplex mit den Mitgliedern PRMT5, WD45 und
RIOK1 moglicherweise mit Caspase-8 interagieren kann. Dies konnte sowohl nach einer
CD95L-Stimulation als auch unstimuliert festgestellt werden (siehe Abbildung 12A). Andere
Komponenten des PRMT5-Komplexes, beispielsweise das Protein plCIn, kénnen nicht
detektiert werden. Dieser beschriebene Versuch wurde von Dr. rer. nat. Sabine Pietkiewicz
(Translationale  Entzindungsforschung, Otto-von-Guericke  Universitat, Magdeburg)
durchgefuhrt und von Prof. Dr. Thilo Kahne (Institut fur Experimentelle Innere Medizin,
Magdeburg, Massenspektrometrie) analysiert. Ahnliche Effekte kénnen nach einer CD95-Co-
IP beobachtet werden (siehe Abbildung 12B). Dabei kdbnnen sowohl vor als auch nach einer
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CD95L-Stimulation die mutmallichen Signale von Komponenten des PRMT5-Komplexes
detektiert werden.

Um die vorherige massenspektrometrische Untersuchung zu validieren, werden zusatzliche
Analysen mit Hilfe des Western Blot Verfahrens mit verschiedenen Co-IP (siehe Kapitel
2254) und IP (siehe Kapitel 2.2.5.1) durchgefuhrt. In den Versuchen der
massenspektrometrischen Analysen der Caspase-8-Co-IP und CD95 Co-IP werden jeweils die
gleichen Lysate verwendet: eine unstimulierte Probe sowie eine Probe mit 15 Minuten 166
ng/ml CD95L-Stimulation. Die verwendeten Lysate werden als Kontrolle gewertet (siehe
Abbildung 12C, Input). Innerhalb des Lysats ist zu erkennen, dass die potenziellen Signale von
PRMTS5, RIOK1, WD45 und FADD Uber die Zeit der Stimulation leicht abnehmen. Gleiches gilt
fur Procaspase-8a/b, dessen typisches Doppelsignal zur Stimulation leicht abnimmt. Dieser
Effekt kann durch die Formierung des DISC und einer einhergehenden Spaltung erklart
werden, selbst wenn keine Caspase-8 Spaltprodukte detektiert werden. Innerhalb der
Caspase-8-Co-IP kdonnen FADD Signale erfasst werden. Diese Signale konnen auf die
Formierung des DISC hindeuten, zusatzlich aber auch auf andere Komplexe wie Komplex Il.
Die unstimulierte Probe innerhalb der Caspase-8-Co-IP weist ein schwaches FADD-Signal auf,
jedoch ist eine Zunahme des Signals nach 30 Minuten der Stimulation sowie ein weiterer,
verstarkter Anstieg nach 60 Minuten méglich. Potenzielle Signale der Mitglieder des PRMT5-
Komplexes (PRMT5, WD45 und RIOK1) werden ebenfalls mit den starksten Signalen nach 60
Minuten Stimulation detektiert. In unstimulierten Proben sind dagegen schwachere Signale
sichtbar. Insgesamt ist der Anstieg aller Signale ebenfalls an Procaspase-8 zu sehen. Dieser
Anstieg nimmt Uber die Zeit zu. Dies ist durch unterschiedliche Mengen des gebundenen
Antikérpers an die Beads maoglich. Mégliche Signale einer Mono-Methylierung von Caspase-8
sind nicht detektierbar. Die vorhandenen Signale des Mono-Methylierungs Antikérpers werden
in allen Proben detektiert, teilweise innerhalb der Bead-Kontrolle (siehe Abbildung. 12C).
Far eine Untersuchung der etwaigen Interaktionen werden PRMT5-Co-IP durchgeflhrt (siehe
Abbildung 12D) (siehe Kapitel 2.2.5.4). Es konnten innerhalb der PRMT5-Co-IP potenzielle
Signale von WDA45 detektiert werden. Des Weiteren konnten wahrscheinliche Procaspase-8-
Signale erfasst werden, diese nehmen mit der CD95-Stimulation ab. Somit konnten Hinweise
auf eine etwaige Interaktion zwischen Caspase-8 und Mitgliedern des PRMT5—Komplexes
erfasst werden. Nachdem erste Hinweise auf eine mégliche Interaktion zwischen dem PRMT5-
Komplex und Caspase-8 beobachtet werden konnten, soll als nachstes Uberprift werden, ob
potenzielle Caspase-8 Signale innerhalb einer I[P mit spezifischem Mono-
Methylierungsantikdrper detektierbar sind (siehe Kapitel 2.2.5.1). Die Methyltransferase
PRMT5 fuhrt zu Mono- und Di-Methylierungen (siehe Kapitel 1.3.2). Daher soll als erstes die
mogliche Mono-Methylierung von Caspase-8 untersucht werden. Die Uberpriifung der
Monomethylierung erfolgt mit Hilfe einer IP mit einem anti-Mono-Methyl-Arginin-Antikdrper
(MMA-IP) (siehe Abbildung 12E). Signale der Mitglieder des PRMT5-Komplexes konnten an
der IP detektiert werden. Jedoch kdnnen keine potenziellen Signale von Caspase-8, FADD
oder Caspase-10 erfasst werden. Auch spezifische Methylierungssignale kénnen nicht in der
Caspase-8-Co-IP detektiert werden (siehe Abbildung 12C). Somit sind diese Proteine
wahrscheinlich nicht mono-methyliert bzw. es konnte keine Mono-Methylierung der DISC-
Proteine detektiert werden.

Insgesamt kénnen innerhalb dieser Versuche erste Hinweise auf eine potenzielle Interaktion
zwischen Mitgliedern des PRMT5-Komplexes und Caspase-8 erfasst werden. Eine mdgliche
Abhangigkeit spezifisch zu einer CD95L-Stimulation ist nicht messbar gewesen. Zusatzlich ist
die mutmaliliche Interaktion zwischen beiden Komponenten schwacher als die bereits erfasste
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und etablierte FADD-Caspase-8 Interaktion, die mit der Formierung des DISC oder von
Komplex Il einhergeht. Eine etwaige Mono-Methylierung von Caspase-8 kann ebenfalls nicht
erfasst werden.
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Abbildung 12 Interaktion zwischen Procaspase-8 und dem PRMT5-Komplex: SKW 6.4 Zellen werden mit 166 ng/ml CD95L fir 15 Minuten (A),
(B) oder die angegebene Zeit (C-E) stimuliert. Die angegebene Zeit (min) entspricht Minuten. Das Zelllysat (Input) wird einer Co-IP mit anti-Caspase-
8-Antikérper (A), (C); anti-CD95-Antikorper (B); PRMT5-Antikérper (D) oder einfacher IP mit MMA -Antikérper (E) unterzogen. Sowohl Lysat als
auch Co-IP werden dargestellt. Die Bead-Kontrolle wird durch ,B*“ markiert. Fir Procaspase-8 werden sowohl kurze Belichtungen (s.e./ short
exposure) als auch langere Belichtungen (l.e./ long exposure) gezeigt. Analyse der Caspase-8-Co-IP und der CD95-IP mit Hilfe der
massenspektrometrischen Methode. Durchgefiihrt von Dr. rer. nat. Sabine Pitkiewiecz (Translationale Entziindungsforschung) und Prof. Dr. Thilo
Kéhne (Institut fir Experimentelle Innere Medizin, Magdeburg, Massenspektrometrie) (A) (B). Gezeigt ist das Ergebnis eines reprasentativen
Versuchs von drei unabhangigen Untersuchungen (A-E). Die verschiedenen IP und Co-IP erfolgen anhand nachfolgender Protokolle: A-D: Co-IP
nach Protokoll 4, siehe Kapitel 2.2.7.4; E: IP nach Protokoll 1, siehe Kapitel 2.2.7.1. (D) Die Heavy-Chain des Antikorpers wird mit IgGn makiert.
Abkirzung: IP: Immunprazipitation; Co-IP: Co-Immunprazipitation; MMA: Mono-Methyl-Arginin; s.e.: short exposure; l.e.: long exposure.
Unspezifische Signale warden mit ,* “ markiert.
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3.1.2 Potenzielle symmetrische Di-Methylierung von Caspase-8

Nachdem Hinweise auf eine mdgliche Interaktion zwischen PRMTS und Caspase-8 detektiert
werden konnten, wird anschlieRend der Methylierungs-Status Uberprift. Eine etwaige Mono-
Mehylierung konnte durch fehlende Signale innerhalb einer MMA-IP nicht bestatigt werden
(siehe Abbildung 12E). Aus diesem Grund wird der potenzielle symmetrische Di-
Methylierungs-Status Uberpriift, da PRMT5 ebenfalls diese Methylierung ermdglicht, nicht
jedoch eine asymmetrische Di-Methylierung (siehe Kapitel 1.3.2).

Unstimulierte Proben und Proben, die eine Stunde mit 250 ng/ml CD95L stimuliert werden,
werden fur IP verwendet, bei denen ein spezifischer Antikérper fur symmetrische Di-
Methylierungen verwendet wird (engl. anti-dimethyl-arginine Antibody, symmetric (nachfolgend
SYM-10 genannt)) (siehe Kapitel 2.2.5.2) (siehe Abbildung 13). Dabei kénnen keine etwaigen
Caspase-8 Signale in der unstimulierten Probe detektiert werden. Jedoch werden potenzielle
Caspase-8 Spaltprodukte p43 und p41 sowie p18 nach einer CD95L-Stimulation in der SYM-
10-IP detektiert (siehe Abbildung 13A, zweite Spalte). Zusatzlich kdénnen auch potenzielle
Signale von Procaspase-8 an der SYM-10-IP erfasst werden (siehe Abbildung 13). Allerdings
werden nur mutmalliche Caspase-8 (p43/ p41 und p18) —Signale innerhalb der SYM-10-IP
beobachtet.

Anhand des Inputs kann die Spezifitat der detektieren Signale innerhalb der IP Uberprift
werden (siehe Abbildung 13B). Procaspase-8a/b kann als Doppelbande innerhalb des Inputs
detektiert werden. Nach der CD95L-Stimulation kommt es zur Spaltung von Procaspase-8a/b
in seine Spaltprodukte p43/ p41, sowie p18 (sieche Abbildung 13B). Die erfassten Banden
stimmen dabei mit den Bereichen innerhalb der IP Uberein.

Fir die Uberpriifung der eventuellen Caspase-8-Aktivitat an der SYM-10 IP wird ein Aktivitats-
Assay mit Beads der SYM-10 IP durchgefuihrt (siehe Kapitel 2.2.3.2 und 2.2.5.2). Dabei kann
beobachtet werden, dass die gemessene Aktivitdt von Caspase-8 nach einer CD95L-
Stimulation an der SYM-10 IP steigt (siehe Abbildung 13C). Das Aktivitats-Assay verdeutlicht
daher, dass die Caspase-8 Spaltprodukte an der SYM-10 IP zusatzlich katalytisch aktiv seien
kénnten.
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Abbildung 13 Caspase-8 ist potenziell symmetrisch di-methyliert: SKW 6.4 Zellen wurden mit 250 ng/ml CD95L fir eine Stunde stimuliert. Das
Zelllysat (Input) wird einer IP mit SYM-10-Antikdrper (A) unterzogen. Sowohl Lysat (B) als auch SYM-10-IP werden dargestellt. Die Bead-Kontrolle
wird durch ,B* markiert. Fir Procaspase-8 werden sowohl kurze Belichtungen (s.e./ short exposure) als auch langere Belichtungen (l.e./ long
exposure) gezeigt. Die dargestellten Abbildungen zeigen ein reprasentatives Experiment von drei unabhangigen Versuchen (A, B). SKW 6.4 Zellen
werden mit 250 ng/ml CD95L fiir eine Stunde stimuliert (C). AnschlieRend erfolgt die Durchfiihrung einer SYM-10-IP nach Protokoll 2 (siehe Kapitel
2.2.5.2). Die Caspase-8-Aktivitat wurde mittels Caspase-8-Assays bestimmt (siehe Kapitel 2.2.3.2). Die gemessene Aktivitat wird gegen die jeweilige
unstimulierte Probe normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von unabhangigen, normierten Triplikaten und die entsprechende
Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe des unpaired Student t-Tests. Beurteilung des Tests siehe Kapitel 2.2.11. (A) Die
IP erfolgen durch folgendes Protokoll: IP nach Protokoll 2 (siehe Kapitel 2.2.7.2). Die Heavy-Chain des Antikérpers wird mit IgGn markiert. Abkirzung:
IP: Immunprazipitation; s.e.: short exposure; |.e.: long exposure; RU: relative unit.

Fir eine Uberprifung der etwaigen Caspase-8 Bindung an den SYM-10 Antikdrpern wird
anschlielend eine Denaturierungs-IP mit einem anti-Caspase-8-Antikérper durchgefiihrt
(Den.-Casp.-8-IP). Mit Hilfe der so genannten ,Denaturierung‘ vor der IP und der zusatzlichen
Behandlung mit 10 % SDS kdnnen Protein-Protein-Interaktionen getrennt werden. Dies erhoht
die Wahrscheinlichkeit schwachere Signale von beispielsweise PTM zu detektieren, da diese
weiterhin kovalent an Caspase-8 verknUpft sein kdnnen. Durch die Den.-IP werden somit nur
Caspase-8 und die daran haftenden PTM aus dem Lysat gebunden. Fiir die Uberpriifung der
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potenziellen symmetrischen Di-Methylierung werden die Zellen unstimuliert bzw. mit CD95L
stimuliert lysiert und fur die Den.-Casp.8-IP verwendet (siehe Abbildung 14). Sowohl in den
stimulierten Proben, als auch in der unstimulierten Probe sind starke Signale der IgGh des
Antikérpers zu sehen. Potenzielle Signale der Spaltprodukte von Procaspase-8a/b kénnen in
der unstimulierten Probe nicht detektiert werden. Erst durch die Stimulation werden
mutmaliliche Caspase-8 Spaltprodukte (p43/ p41 und p18) mit dem SYM-10 Antikérper
detektiert. Die erfassten Signale weisen die gleichen Bereiche auf wie die Caspase-8-
Spaltprodukte, die durch den anschlielenden anti-Caspase-8 Antikorper detektiert werden
konnen (siehe Abbildung 14A).
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Abbildung 14 Caspase-8 ist potenziell symmetrisch di-methyliert: SKW 6.4 Zellen werden mit 250 ng/ml CD95L fiir 30 Minuten oder eine Stunde
stimuliert. Das Zelllysat (Input) wird denaturiert (den.) und anschlieend einer IP mit anti-Caspase-8 Antikorper (A) unterzogen. Sowohl Lysat (B),
als auch Den.-Caspase-8 IP (Den.-Casp.-8-IP) werden dargestellt. Die Bead-Kontrolle wird durch ,Beads” markiert. Fir Anti-Sym-10 und
Procaspase-8 werden sowohl kurze Belichtungen (s.e./ short exposure) als auch langere Belichtungen (l.e./ long exposure) gezeigt. Die
dargestellten Abbildungen zeigen ein reprasentatives Experiment von drei unabhangigen Versuchen. (A) Die Den.-IP erfolgen durch folgendes
Protokoll: Den.-IP nach Protokoll 5 (siehe Kapitel 2.2.7.5). Die Heavy-Chain des Antikérpers wird mit IgGn markiert. Abkirzungen: Den.-Casp.8-IP:
Denaturierungs-Caspase-8-Immunoprazipitation; s.e.: short exposure; l.e.: long exposure.
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Innerhalb des Lysats kdnnen keine spezifischen Banden in der Region von p43 und p41 mit
Hilfe des SYM-10 Antikorpers erfasst werden (siehe Abbildung 14B). Jedoch zeigt die anti-
Caspase-8 Western Blot Analyse, dass die spezifischen Signale innerhalb der IP den gleichen
Bereich wie im Lysat besitzen (siehe Abbildung 14B). Mit Hilfe der Den.-Casp.8-IP konnten die
zuvor erfassten, potenziellen symmetrischen Di-Methylierungen von Caspase-8 unabhangig
von der SYM-10-IP gezeigt werden. Die Ergebnisse geben daher weitere Hinweise auf eine
mogliche symmetrische Di-Methylierung von Caspase-8.

3.1.3 Hemmung der Caspase-8-Aktivitat als Resultat der PRMT5
Inhibierung

EPZ (EPZ015666 (GSK3235025)) ist ein spezifischer Inhibitor fur die Aktivitat von PRMTS5,
welcher somit die Methylierung seiner Zielproteine verhindern kann. Da Hinweise auf eine
mdgliche Interaktion zwischen dem PRMT5-Komplex und Caspase-8 erfasst werden konnten
und Caspase-8 potenziell symmetrisch di-methyliert wird, soll der Effekt einer
pharmakologischen Inhibition von PRMT5 auf die Caspase-8-Aktivierung untersucht werden.
Dazu wird die Spaltung von Procaspase-8a/b sowie von Procaspase-3 mit Hilfe einer CD95L-
Stimulation unter Einfluss von EPZ untersucht (siehe Abbildung 15).

Eine Einzelstimulation mit 200 ng/ml CD95L von SKW 6.4 Zellen fuhrt nach 60 Minuten und
120 Minuten zu einer Spaltung von Procaspase-8 (siehe Abbildung 15A). Mit Zunahme der
Stimulationszeit kommt es zu einer Zunahme der Procaspase-8-Spaltung. Der Pan-Caspase-
Inhibitor zZVAD (zVAD-fmk) verhindert diese Spaltung fast vollstandig. Auch die Pra-Stimulation
mit EPZ flhrt zu einer Reduzierung der Procaspase-8 Spaltung. Allerdings ist das
inhibitorische Niveau von EPZ im Vergleich zu der zVAD-Stimulation niedriger (siehe
Abbildung 15A). Bei beiden Inhibitoren werden sowohl die Spaltprodukte Caspase-8 p43/ p41
als auch p18 reduziert und somit reduziert sich die gesamte Spaltung (siehe Abbildung 15A).
Die Effektor-Caspase-3, welche durch Caspase-8 aktiviert wird, wird durch die CD95L—
Stimulation in die Untereinheiten p19 und p17 gespalten (siehe Abbildung 15B). Wie bei
Caspase-8 fuhrt eine Pra-Stimulation mit zZVAD zu einer fast vollstdndigen Reduzierung der
Procaspase-3 Spaltung. Als Pan-Caspase-Inhibitor wird die Caspase-Kaskade blockiert und
dadurch ebenfalls die Spaltung und Aktivierung von Procaspase-3. Zudem kann eine
Reduzierung der Spaltprodukte durch die Co-Stimulation mit EPZ hervorgerufen werden
(siehe Abbildung 15B). Bei der Uberpriifung der Caspase-8 Spaltung und Aktivierung wird die
Caspase-3 Spaltung gleichfalls nicht vollstandig reduziert (siehe Abbildung 15B). Bei allen
durchgefihrten Experimenten konnte keine Spaltung der Procaspasen durch eine
Einzelstimulation mit EPZ detektiert werden, die Gber das Niveau der unstimulierten Probe
hinausgeht (siehe Abbildung 15). Diese inhibitorischen Effekte verdeutlichen, dass die
Inhibierung von PRMT5 auch einen Einfluss auf die Spaltung der Caspasen und ihre Aktivitat
besitzt.
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Abbildung 15 EPZ reduziert die CD95L induzierte Caspase-Spaltung: SKW 6.4 Zellen wurden mit 200 ng/ml CD95L fiir die angegebene Zeit
stimuliert (A, B). Die angegebene Zeit (min) entspricht Minuten. Zwei Stunden vor der CD95L Stimulation werden die Zellen mit 5 yM EPZ stimuliert
oder eine Stunde mit ZVAD vorbehandelt. Fur Procaspase-8, Caspase-8 (p43/ p41), Procaspase-3 und Caspase-3 (p19/ 17) werden sowohl kurze
Belichtungen (s.e./ short exposure) als auch langere Belichtungen (l.e./ long exposure) gezeigt. Die dargestellten Abbildungen zeigen ein
reprasentatives Experiment von drei unabhéangigen Versuchen. Abkirzungen: min: Minuten; s.e.: short exposure; l.e.: long exposure; cl: engl.

cleaved / dt. gespalten |

In SKW 6.4 Zellen konnten Hinweise auf eine potenzielle symmetrische Di-Methylierung von
Caspase-8 (p43/ p41) nach einer CD95L-Stimulation detektiert werden. Anschlielend werden
Hinweise auf eine potenzielle Di-Methylierung von Caspase-8 in HelLa-CD95 Zellen
untersucht. Dazu wird ein Untersuchungssystem mit HeLa-CD95-C8-KO Zellen verwendet, die
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mit unterschiedlichen Vektoren transfiziert werden kénnen. Dafir wird als erstes die mégliche
Bindung des Caspase-8a WT (Wildtyp) an der SYM-10-IP untersucht. Der WT wird in Kontrast
zu Negativ-Kontrollen gestellt (HeLa-CD95-C8-KO Zellen oder HeLa-CD95-Vektor Zellen), um
die Spezifitat der potenziellen Caspase-8-Signale zu testen (siehe Abbildung 16). Nach einer
CD95L-Stimulation sind diverse und mdgliche Caspase-8-Signale an der SYM-10-IP zu
detektieren (siehe Abbildung 16A). Dabei sind die Banden in den Bereichen der Pro-Form
(p55) als auch der Spaltprodukte p43 und p18 von Caspase-8a zu sehen. Nach einer Co-
Stimulation aus CD95L und EPZ kdnnen ebenfalls Banden von moglicher Procaspase-8a
sowie Caspase-8 (p43) detektiert werden. P18 Banden sind nicht zu erkennen. Aulierdem
bewegen sich die anderen Proteinsignale verglichen mit einer Einzelstimulation auf einem
schwacheren Level.
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Abbildung 16 PRMT5-Inhibierung reduziert die potenzielle Methylierung von Caspase-8a-WT: HelLa-CD95-C8-KO Zellen werden nach der
Transfektion mit 1000 ng/ml CD95L fiir eine Stunde stimuliert. Zwei Stunden vor dieser Stimulation werden die Zellen mit 5 yM EPZ stimuliert. Das
Zelllysat (Input) wird einer IP mit SYM-10-Antikdrpern (A) unterzogen. Sowohl Lysat (B) als auch SYM-10-IP werden dargestellt. Die Bead-Kontrolle
wird durch ,B* markiert. V (HeLa-CD95-Vektor) und WT (HeLa-CD95-C8-WT) sind Zelllysate der dazugehérigen Zelllinie, die fiir die Bead-Kontrolle
dienen. Die dargestellten Abbildungen zeigen ein reprasentatives Experiment von drei unabhangigen Versuchen. Die IP erfolgten durch folgendes
Protokoll: IP nach Protokoll 2 (siehe Kapitel 2.2.7.2). Die Heavy-Chain des Antikdrpers wird mit IgGn markiert. Abkirzung: IP: Immunprazipitation;
cl: engl. cleaved / dt gespalten; V: HeLa-CD95-Vektor Zellen; WT: HeLa-CD95-C8-WT Zellen; KO: HeLa-CD95-C8-KO Zellen.
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Gleichzeitig soll Uberprift werden, ob der PRMT5-Inhibitor EPZ einen Einfluss auf die
potenziellen Caspase-8-Signale in der SYM-10-IP besitzt. Signale von Procaspase-8a kénnen
innerhalb der spezifischen Transfektion im Zelllysat nachgewiesen werden (siehe Abbildung
16B). Auch das Spaltprodukt Caspase-8 (p43) kann nach einer CD95L-Stimulation detektiert
werden. Jedoch besitzt EPZ die bereits erfassten inhibitorischen Effekte auch auf HeLa-CD95-
C8-WT Zellen, indem Procaspase-8a weniger gespalten wird (siehe Abbildung 16B).
Zusatzlich findet die Spaltung von PARP1 verglichen mit einer CD95L-Einzelstimulation auf
einem niedrigeren Niveau statt. Die Negativ-Kontrollen der HelLa-CD95-Vektor und Hela-
CD95-C8-KO Zellen besitzen keine Caspase-8-Signale, weshalb die Caspase-8-Signale der
WT-Transfektion spezifisch sind.

Dieser Versuch verdeutlicht, dass Caspase-8a-WT auch nach einer Transfektion
mdglicherweise symmetrisch di-methyliert werden kann und das EPZ ebenfalls einen
hemmenden Einfluss besitzt.

3.1.4 Reduktion der Caspase-8-Kaskade durch Mutationen an
moglichen Methylierungsstellen

Innerhalb der Aminosauresequenz von Procaspase-8a gibt es zwei potenzielle RG-Motive flr
Arginin-Methylierungen: R233 und R435. Beide Arginine sind ebenfalls haufige Bestandteile
von Punktmutationen in Krebserkrankungen sowie in ALPS-Erkrankungen (siehe Tabellen 1
und 2). Arginin-Methylierungen kommen nur als Mono- bzw. Di-Methylierungen vor [199]. An
Caspase-8 konnten keine Hinweise auf Mono-Methylierungen festgestellt werden (siehe
Kapitel 3.1.1), jedoch gibt es Hinweise auf potenzielle symmetrische Di-Methylierungen an
Caspase-8. Aus diesem Grund wird in den folgenden Versuchen die Rolle der potenziellen
Methylierungsstellen untersucht.

Zur Uberprifung, werden HelLa-CD95-C8-KO Zellen wie in Kapitel 2.2.8 beschrieben
transfiziert. Die Mutationen wurden spezifisch jeweils zu Procaspase-8a R233 und
Procaspase-8a R435 durch Dr. rer. nat. Nikita Ivanisenko (Translationale
Entziindungsforschung, Otto-von-Guericke Universitat, Magdeburg) in silico konzipiert und
durch die Firma Genscript generiert (siehe Kapitel 2.2.8).

Die transiente Transfektion erfolgt dabei parallel und die verwendeten Zellen werden aus dem
gleichen Zellstock generiert, um eine moglichst hohe Vergleichbarkeit untereinander zu
erzeugen. Mit Hilfe der Vektoren werden daher unterschiedliche HeLa-CD95-C8 Zellen mit
spezifischen Veranderungen, dem pcDNA3-Vektor oder dem C8-WT erzeugt (siehe Tabelle
21).

Tabelle 21 Namen der verwendeten transient-transfizierten Zellen

Name der transfizierten Vektoren vollstandiger Name der Zellen
pcDNA3-Vektor HelLa-CD95-Vektor
C8-R233H HelLa-CD95-C8-R233H
C8-R435Q HelLa-CD95-C8-R435Q
C8-WT HelLa-CD95-C8-WT
C8-KO HelLa-CD95-C8-KO
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Fir die funktionelle Uberpriifung der Mutationen werden die Zellen nach der Transfektion auf
ihre Procaspase-8-Expression untersucht (siehe Abbildung 17). Dabei wird deutlich, dass die
Proteinlevel von Procaspase-8a nach der Transfektion im Vergleich zwischen den einzelnen
Experimenten unterschiedlich sind. Das Proteinlevel von Procaspase-8a variiert dabei leicht
zwischen den verschiedenen transfizierten Zellen (siehe Abbildung 17A). Als Negativ-Kontrolle
dienen HelLa-CD95-Vektor Zellen, die kein Procaspase-8a generieren sowie HeLa-CD95-C8-
KO Zellen, die nicht transfiziert werden. In beiden Zelltypen kénnen keine Procaspase-8a-
Proteinsignale detektiert werden (siehe Abbildung 17A).

Nach einer einstiindigen Stimulation mit CD95L kann nur in HeLa-CD95-C8-WT Zellen eine
Spaltung von Procaspase-8a nachgewiesen werden (siehe Abbildung 17A). Sowohl in den
HelLa-CD95-C8-R233H Zellen und HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen als auch in HeLa-CD95-C8-
WT Zellen nimmt die Menge von Procaspase-8 nach einer CD95L-Stimulation ab. Jedoch ist
das Proteinlevel in allen Proben auf einem fast gleichen Niveau (siehe Actin).

Die Abnahme von Procaspase-8a ist daher nicht durch eine Reduzierung der
Proteinkonzentration zu erklaren. Allerdings sind keine Spaltprodukte in HelLa-CD95-C8-
R233H oder HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen erfasst worden. Dies deutet daraufhin, dass es zu
einer reduzierten Spaltung von Procaspase-8a durch die CD95L-Stimulation kommt bzw. dass
die Menge des exprimierten Proteins niedriger ist. Diese Resultate zeigen die ersten Hinweise
fur eine mdgliche Beeinflussung der Caspase-8-Prozessierung durch die Mutationen R233H
und R435Q.
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Abbildung 17 Caspase-8 Mutation an potenziellen Methylierungsstellen reduziert Caspase-8-Aktivitiat: HeLa-CD95-C8-KO Zellen werden
nach der spezifischen Transfektion mit 500 ng/ml CD95L fir eine Stunde stimuliert (A). Die gezeigten Abbildungen zeigen ein reprasentatives
Experiment von drei unabhangigen Versuchen. Fir Procaspase-8 werden sowohl kurze Belichtungen (s.e./ short exposure) als auch langere
Belichtungen (l.e./ long exposure) gezeigt. HeLa-CD95-C8-KO Zellen werden mit 500 ng/ml CD95L fur eine Stunde stimuliert (B). Die Caspase-8-
Aktivitat wird mittels Caspase-8-Assays bestimmt. Die gemessene Aktivitat wird gegen die jeweilige unstimulierte Probe normiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte von unabh&ngigen, normierten Triplikaten und die entsprechende Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe
des ordinary one-way ANOVA-Tests und des Tukey-Tests (Umklammerung). Beurteilung des Tests siehe Kapitel 2.2.11. Abkiirzungen: V: HelLa-
CD95-Vektor Zellen; R233H: HelLa-CD95-C8-R233H Zellen; R435Q: HelLa-CD95-C8-R435Q Zellen; WT: HeLa-CD95-C8-WT Zellen; KO: HelLa-
CD95-C8-KO Zellen; s.e.: short exposure; |.e.: long exposure; RU: relative unit. (B) Die Transfektionskontrollen werden in Anhang 1 gezeigt.

In der Folge soll der Einfluss der Aminosaureveranderungen auf die Aktivitat von Caspase-8
Uberprift werden. Dazu wird die Caspase-8-Aktivitat mit Hilfe eines Caspase-8-Aktivitas-



Ergebnisse 60

Assays Uberprift (siehe Abbildung 17B). Die Zellen werden mit 500 ng/ml CD95L fir eine
Stunde stimuliert. Die Aktivitat von Caspase-8 in HeLa-CD95-C8-R233H oder HeLa-CD95-C8-
R435Q Zellen kann kaum durch die CD95L-Stimulation gesteigert werden. Dagegen steigt die
Aktivitat nach der CD95L-Stimulation in HeLa-CD95-C8-WT Zellen verglichen mit HeLa-CD95-
C8-R233H oder HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen auf mehr als das Doppelte an (siehe Abbildung
17B). Somit wird nicht nur die Spaltung von Procaspase-8a durch die Mutationen bei
Procaspase-8a-R233H und -R435Q beeintrachtigt, sondern auch die Aktivitat gehemmt.

Nach der Uberpriifung der Caspase-8-Aktivitat erfolgt die Untersuchung der Initiierung der
Caspase-Kaskade. Die Initierung der Caspase-Kaskade wird anhand der Spaltung von
Procaspase-3 und der Aktivitatsbestimmung mit Hilfe eines Caspase-3/7-Aktivitats-Assays
durchgefiihrt (siehe Abbildung 18). Dazu werden die Zellen mit 500 ng/ml CD95L fur zwei oder
drei Stunden stimuliert (siehe Abbildung 18A, B). Wahrend die Caspase-3/7-Aktivitat in HelLa-
CD95-C8-WT Zellen nach zwei Stunden Stimulation bereits auf etwa das Doppelte ansteigt,
verbleibt die Aktivitdt in HelLa-CD95-C8-R233H und HelLa-CD95-C8-R435Q Zellen auf
niedrigem Niveau (siehe Abbildung 18A). Nach drei Stunden Stimulation nimmt die Aktivitat in
HelLa-CD95-C8-WT Zellen weiter zu (siehe Abbildung 18B). Zwar erhéhen sich auch die
Caspase-3/7-Aktivitaten in HelLa-CD95-C8-R233H und HelLa-CD95-C8-R435Q Zellen,
allerdings nimmt die Caspase-3/7-Aktivitat in HeLa-CD95-C8-WT Zellen noch starker zu.
Zusatzlich gibt es Hinweise, dass die Spaltung von Procaspase-3 innerhalb von HeLa-CD95-
C8-R233H oder HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen niedriger ist als in HeLa-CD95-C8-WT Zellen
(siehe Anhang 3). Sowohl die reduzierte Spaltung von Procaspase-3 als auch die reduzierte
Caspase-3/7-Aktivitat verdeutlichen, dass die CD95L-induzierte Caspase-Kaskade in Hela-
CD95-C8-R233H oder HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen in einem geringeren Malde erfolgt. Die
bereits erfasste Reduzierung der CD95L-induzierte Caspase-8-Aktivitat durch Procaspase-8-
R233H und Procaspase-8-R435Q flihren somit auch zu einer Reduzierung der Caspase-3/7-
Aktivitat.
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Abbildung 18 Mutation an potenzielle Methylierungsstellen reduziert CD95L-induzierte Caspase-3/7-Aktivitdt: HeLa-CD95-C8-KO Zellen
werden nach der Transfektion mit Procaspase-8-R233H, R435Q oder WT mit 500 ng/ml CD95L fir zwei Stunden (A) oder drei Stunden (B) stimuliert.
Die Caspase-3/7-Aktivitdt wurde durch Caspase-3/7-Assays bestimmt. Die gemessene Aktivitat wird gegen die jeweilige unstimulierte Probe
normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von unabhéngigen, normierten Triplikaten und die entsprechende Standardabweichung. Die statistische
Auswertung erfolgt mit Hilfe des ordinary one-way ANOVA-Tests und des Tukey-Tests (Umklammerung). Beurteilung des Tests siehe Kapitel 2.2.11.
Abkirzungen: Vektor: HeLa-CD95-Vektor Zellen; R233H: HeLa-CD95-C8-R233H Zellen; R435Q: HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen; WT: HeLa-CD95-
C8-WT Zellen; RU: relative unit. Die Transfektionskontrollen werden in Anhang 2 gezeigt.

Nachdem der Einfluss der Caspase-8-Mutationen auf die Caspase-Kaskade festgestellt
werden konnte, wird darauffolgend der Einfluss der beiden Caspase-8-Mutationen auf die

Zellviabilitdt und den Zelltod analysiert (siehe Abbildungen 19 und 20). Die Zellviabilitat wird
anhand des ATP-Gehalts oder einer Messung der Aktivitat des Zellmetabolismus erfasst (siehe
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Abbildung 19). Bereits nach sechs Stunden CD95L-Stimulation kann eine Reduzierung des
ATP-Gehalts um etwa ein Drittel in HeLa-CD95-C8-WT Zellen detektiert werden (siehe
Abbildung 19A). Der ATP-Gehalt der Zellen ist bei dieser Messung kontrar mit der Zellviabilitat,
mehr ATP-Gehalt bedeutet daher eine hdhere Zellviabilitdt. Die Reduzierung der Zellviabilitat
erfolgt dabei konzentrationsabhangig. Eine 1000 ng/ml CD95L-Stimulation reduziert die
Zellviabilitat starker als die 500 ng/ml CD95L Stimulation. Innerhalb von HelLa-CD95-C8-
R233H oder HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen fuhrt die CD95L-Stimulation zu keiner bzw. kaum
einer Reduzierung der Zellviabilitat nach sechs Stunden (siehe Abbildung 19A). Auch bei einer
langeren CD95L-Stimulation kann kaum eine Reduzierung der Zellviabilitdt bei HeLa-CD95-
C8-R233H oder HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen detektiert werden (siehe Abbildung 19B). Wie
bei der kirzeren Stimulation kann auch nach 24 Stunden in HeLa-CD95-C8-WT Zellen die
Reduzierung der Zellviabilitdit durch eine CD95L-Stimulation festgestellt werden (siehe
Abbildung 19B). Dabei sinkt der ATP Gehalt durch die 1000 ng/ml CD95 Stimulation um zwei
Flnftel der nomalisierten Zellviabilitat (siehe Abbildung 19A, B). Eine ahnliche Tendenz kann
bei der Messung der Aktivitdt des Zellmetabolismus in HeLa-CD95-C8-WT Zellen erfasst
werden. Sowohl nach sechs Stunden als auch nach 24 Stunden CD95L Stimulation erfolgt
eine Reduzierung der Aktivitdt des Metabolismus (siehe Abbildung 19 C, D). Nach sechs
Stunden Stimulation mit 500 ng/ml CD95L wird die Zellviabilitdt um ein Flnftel reduziert. Nach
24 Stunden Stimulation hat sich die Reduktion bei gleicher Konzentration etwa verdoppelt. Ein
gleichwertiger Zellviabilitatsverlust findet in HelLa-CD95-C8-R233H und HelLa-CD95-C8-
R435Q-Zellen nicht statt (siehe Abbildungen 19C, D). Auch in HeLa-CD95-C8-KO Zellen sowie
in HeLa-CD95-Vektor Zellen kann keine Reduzierung der metabolischen Aktivitat nach einer
CD95L-Stimulation gemessen werden (siehe Abbildung 19C, D).
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Abbildung 19 Caspase-8 Mutationen verhindern die Reduzierung der Zellviabilitit durch CD95L-Stimulation: Durchfiihrung der
Zellviabilitatsassays durch die Messung von ATP (A, B) und der metabolischen Aktivitét (C, D). HeLa-CD95-C8-KO Zellen werden nach der
Transfektion mit Procaspase-8-R233H, R435Q oder WT mit 500 ng/ml oder 1000 ng/ml CD95L fiir sechs Stunden (A) oder 24 Stunden (B) stimuliert.
C, D sind die entnommenen und normierten Daten eines Experiments und entsprechen sechs Stunden (C) und 24 Stunden (D) des Assays. Die
gemessene Aktivitat wird gegen die jeweilige unstimulierte Probe normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von unabhangigen, normierten Triplikaten
und die entsprechende Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe des one-way ANOVA-Tests und des Tukey-Tests
(Umklammerung). Beurteilung des Tests siehe Kapitel 2.2.11. Abkirzungen: Vektor: HeLa-CD95-Vektor Zellen; R233H: HelLa-CD95-C8-R233H
Zellen; R435Q: HelLa-CD95-C8-R435Q Zellen; WT: HelLa-CD95-C8-WT Zellen; KO: HelLa-CD95-C8-KO Zellen; RU: relative unit. Die
Transfektionskontrollen werden in Anhang 4 gezeigt.
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Somit besitzen Procaspase-8a-R233H und Procaspase-8a-R435Q einen hemmenden Effekt
auf die CD95L-induzierte Zellviabilitatsreduzierung. Auch ist Procaspase-8a-WT nétig, um die
metabolische Zellaktivitat zu diesem Zeitpunkt zu reduzieren.

Aufgrund dieser Effekte wird anschlieBend der Einfluss von Procaspase-8a-R233H und
Procaspase-8a-R435Q auf den Zelltod untersucht. Fur die Messung des Zelltodes werden die
Zellen nach der CD95L-Stimulation mit den Zell-Farbstoffen Annexin V FITC und PI gefarbt
(siehe Abbildung 20). Anschliellend erfolgt die Messung der Fluoreszenz-Signale mit Hilfe
eines bildgebenden Durchflusszytometers (siehe Abbildung 20C). Neben den Fluoreszenz-
Signalen koénnen zeitgleich Hellfeldaufnahmen der Zellen erstellt werden, wodurch die
Zellmorphologie beispielhaft gezeigt werden kann. Der Farbstoff Annexin V FITC kann an das
Protein Phosphatidylserin binden, jedoch nicht in die Zelle selbststandig eindringen.
Phosphatidylserin befindet sich an der Innenseite der Membran. Durch die Apoptose-Induktion
wird das Protein an der aul’eren Membran freigelegt, da die zellulare Normalverteilung gestoért
ist. Dadurch kénnen Hinweise auf eine Zelltodinduktion mit Hilfe des Farbstoffes Annexin V
FITC gemessen werden. Der Farbstoff Pl kann direkt an der DNA binden. Jedoch ist eine
Membranschadigung noétig, damit Pl in die Zelle gelangen kann. Wahrend die Anlagerung von
Phosphatidylserin an der AuRenseite der Membran kein Merkmal fur eine
Membranschadigung ist, sind diese Schaden fir eine Anlagerung von Pl an der DNA
notwendig. Diese Schadigungen erfolgen vorallem in spaten apoptotischen oder nekrotischen
Ereignissen [27]. Viable Zellen, in denen keine Zelltodsignale erfolgen, besitzen keine
Fluoreszenz-Signale (siehe Abbildung 20C).

Die Zellen werden mit 1000 ng/ml oder 2000 ng/ml CD9S5L fur sechs Stunden stimuliert und
anschlieflend mit Pl und Annexin V FITC eingefarbt. Nach CD95L-Stimulationen werden vor
allem in HelLa-CD95-C8-KO Zellen, HeLa-CD95-Vektor Zellen sowie in HelLa-CD95-C8-
R233H und HelLa-CD95-C8-R435Q Zellen besonders grole negative Zellpopulationen
gemessen. Die Anzahl der negativen Zellen nimmt trotz der Stimulation nicht ab (siehe
Abbildung 20A). Auch der Anteil an Annexin-positiver oder doppel-positiver Zellen nach einer
Stimulation nimmt nicht zu (siehe Abbildung 20B). Im Gegensatz dazu sinkt die Anzahl
einzelner negativer HelLa-CD95-C8-WT Zellen nach einer CD95L-Stimulation (siehe
Abbildung 20A). Durch die Stimulation mit 1000 ng/ml CD95L nimmt der Anteil einzelner
negativer Zellen um etwa ein Viertel ab. Eine héhere Konzentration von 2000 ng/ml reduziert
den Anteil einzelner negativer Zellen sogar um etwa ein Drittel (siehe Abbildung 20A).

Auch die Effekte auf den Anteil von einzelnen Annexin-positiver oder doppel-positiver Zellen
verhalten sich ahnlich. Die CD95L-Stimulation erhdht den Anteil doppel-positiver Zellen
konzentrationsabhangig um etwa zwei Drittel (siehe Abbildung 20B). Eine CD95L-Stimulation
fuhrt somit im Beisein der Procaspase-8a-WT zu mehr doppel-positiven Zellen und damit auch
zu einer Erhéhung des Zelltodes. Procaspase-8a-R233H und Procaspase-8a-R435Q
hingegen verhindern Zelltod, da die einzelnen doppel-positiven Zellen nach einer CD95L-
Stimulation nicht zunehmen. Zusatzlich kann gezeigt werden, dass die Zellen nach einer 2000
ng/ml CD95-Stimulation in HeLa-CD95-C8-WT Zellen in einzelne doppel-positiv und annexin-
positiv unterschieden werden kdnnen (siehe Abbildung 20B). Nicht alle einzelnen positiven
Zellen sind doppel-positiv, dies kann darauf hinweisen, dass etwa ein Achtel der Zellen frih-
apoptotisch ist und somit gerade im Begriff ist zu sterben.
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Abbildung 20 Caspase-8-R233H und R435Q verhindern den CD95L induzierten Zelltod: HeLa-CD95-C8-KO Zellen werden nach Transfektion
mit Procaspase-8-R233H, R435Q oder WT mit 1000 ng/ml oder 2000 ng /ml CD95L fir sechs Stunden stimuliert. AnschlieBend werden die Zellen
mit Pl und Annexin V FITC gelabelt und die Fluoreszenz mit einem bildgebenden Durchflusszytometer gemessen. Gezeigt werden die Mittelwerte
der einzelnen negativen Zellen (A), die kein Fluoreszenz-Signal aufweisen sowie die einzelnen positiven Zellen (B). Die gezeigten Daten sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhéngigen Versuchen. Fluoreszenzsignale der Propidium lodid (P1)- und Annexin V FITC (An)-
Farbungen (C). Western Blot Analysen der Transfektionskontrolle der verwendeten Versuche (D). Gezeigt wird einer von drei unabhangigen
Versuchen. Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe des ordinary one-way ANOVA-Tests und des Tukey-Tests (Umklammerung). Beurteilung
des Tests siehe Kapitel 2.2.11. Abkirzungen: Vektor: HeLa-CD95-Vektor Zellen; R233H: HeLa-CD95-C8-R233H Zellen; R435Q: HelLa-CD95-C8-
R435Q Zellen; WT: HeLa-CD95-C8-WT Zellen; KO: HeLa-CD95-C8-KO Zellen; An+ = Annexin V FITC positive Zellen; Pl+ = Pl positive Zellen;
Br.=engl. bright field / Hellfeld.

3.1.5 Lokalisierung der Procaspasen-8a-R233H, -R435Q und -WT

Caspase-8 kommt sowohl innerhalb des Zytosols als auch im Nukleus vor [133] [289] [290].
Um die Lokalisierung der mutierten Procaspasen-8a-R233H und -R435Q zu analysieren,
werden die spezifischen Zellen ohne Stimulation in Nukleus- und Zytsosol-Fraktionen separiert
(siehe Abbildung 21). Die Qualitat der Fraktionierung kann anhand spezifischer Proteine
qualifiziert werden. Beispielsweise. ist das Nukleus-Protein PARP1 ausschliel3lich in der
Nukleus-Fraktion konstatiert (siehe Abbildung 21). Somit zeigt die Fraktionierung der
Zelllysate, dass das Gesamtzelllysat in Zytosol- und Nukleus-Fraktionen getrennt wird.

Fir die Lokalisierung der verschiedenen Procaspase-8a Proteine werden unstimulierte Proben
untersucht. Procaspase-8a-Signale von HelLa-CD95-C8-R233H, HeLa-CD95-C8-R435Q und
HelLa-CD95-C8-WT Zellen werden innerhalb der Zytosol-Fraktion detektiert. Dabei ist das
Proteinlevel in HeLa-CD95-C8-WT Zellen am schwachsten. Dieses Niveau geht mit der Menge
an detektiertem FADD einher und kdnnte somit auf eine geringere Proteinkonzentration dieser
Probe zurlckzufuhren sein (siehe Abbildung 21). In der Nukleus-Fraktion sind keine
Procaspase-8a-Signale erfasst worden. Weder in HeLa-CD95-C8-WT Zellen noch in HelLa-
CD95-C8-R233H oder HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen kénnen Signale des Proteins detektiert
werden. Auch Caspase-8-Spaltprodukte sind weder in der Zytosol-Fraktion noch in der
Nukleus-Fraktion nachgewiesen worden. Es erfolgt daher keine ungerichtete Spaltung des
Proteins (siehe Abbildung 21). Die Procaspase-8a-R233H und -R435Q sind somit genau wie
Procaspase-8a-WT im Zytosol lokalisiert.
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Abbildung 21 Procaspase-8-R233H, R435Q und WT sind im Zytosol lokalisiert: Hela-CD95-C8-KO Zellen werden nach Transfektion mit
Procaspase-8-R233H, R435Q oder WT in Nukleus und Zytosol fraktioniert. Dargestellt werden die unstimulierten Proben. Gezeigt wird ein
reprasentatives Experiment von drei unabhangigen Versuchen. Abklrzungen: Vektor: HeLa-CD95-Vektor Zellen; R233H: HeLa-CD95-C8-R233H
Zellen; R435Q: HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen; WT: HeLa-CD95-C8-WT Zellen; KO: HeLa-CD95-C8-KO Zellen.

3.1.6 Mutiertes Procaspase-8 kann nicht an SYM-10-IP erfasst
werden

Procaspase-8a-R233H und Procaspase-8a-R435Q verhindern die Initiierung der Caspase-
Kaskade und reduzieren dadurch den CD95L -induzierten Zelltod (siehe Kapitel 3.1.4). Sowohl
R233 als auch R435 sind potenzielle Arginin-Methylierungsstellen und haufige
Punktmutationen von Procaspase-8 (siehe Kapitel 1.2.2.5). Nachdem der Einfluss der
Punktmutation auf den Zelltod analysiert wurde, soll anschliefend Uberpriuft werden, ob
etwaige Signale von Procaspase-8a-R233H und -R435Q innerhalb von SYM-10-IP erfasst
werden konnen. Ein potenzieller Effekt durch die Inhibierung der mdglichen Caspase-8-
PRMT5 Interaktion konnte bereits mit Hilfe von EPZ gezeigt werden (siehe Kapitel 3.1.3). Da
die Aminosauren R233 und R435 gleichzeitig mdgliche Methylierungsstellen sind, kdnnte das
Fehlen einer Methylierung zu einer Reduzierung mit dem anti-SYM Antikorper fuhren.

Fir die Uberpriifung méglicher Caspase-8 symmetrischer Di-Methylierungen wird eine IP mit
Hilfe des argininspezifischen Di-Methylierungs-Antikérpers SYM-10 durchgefihrt (siehe
Abbildung 22A). Die IP wird sowohl mit unstimuliertem Lysat als auch mit Zelllysat einer
einstindigen Stimulation mit 1000 ng/ml CD95L durchgefuhrt (siehe Abbildung 22). Das
Zelllysat stammt von HeLa-CD95-C8-KO, HeLa-CD95-Vektor, HeLa-CD95-C8-R233H, Hela-
CD95-C8-R435Q und HeLa-CD95-C8-WT Zellen. Potenzielle Procaspase-8a-Signale kdnnen
innerhalb der Lysate in HeLa-CD95-C8-R233H, HeLa-CD95-C8-R435Q und HelLa-CD95-C8-
WT Zellen detektiert werden (siehe Abbildung 22B). Das Niveau von diesen Signalen ist dabei
fast identisch. Nur nach einer CD95L-Stimulation nimmt die Intensitat des Procaspase-8a-
Signals in HeLa-CD95-C8-WT Zellen ab (siehe Abbildung 22B). Die HeLa-CD95-C8-KO und



Ergebnisse 65

HelLa-CD95-C8-Vektor Zellen besitzen keine spezifischen Procaspase-8a-Signale (siehe
Abbildung 22B). Zudem kénnen nur innerhalb der HeLa-CD95-C8-WT Zellen und nach einer
CD95L-Stimulation die Spaltprodukte von Procaspase-8a (p43 und p18) detektiert werden.
Dies reproduziert die vorangegangenen Ergebnisse, nach denen das Niveau der Procaspase-
8a-Spaltung in HelLa-CD95-C8-R233H und HelLa-CD95-C8-R435Q Zellen niedriger als in
HelLa-CD95-C8-WT Zellen ist (siehe Kapitel 3.1.4). Auch die PARP1-Spaltung in HeLa-CD95-
C8-R233H und HelLa-CD95-C8-R435Q Zellen kann nach der CD95L-Stimulation detektiert
werden. Die Spaltung von PARP1 erfolgt in HeLa-CD95-C8-WT Zellen nach einer CD95L-
Stimulation wesentlich starker als in HeLa-CD95-C8-R233H oder HelLa-CD95-C8-R435Q
Zellen (siehe Abbildung 22B). Diese Unterschiede konnten zuvor auch in der Reduzierung der
Zellviabilitat und der Induzierung des Zelltodes erfasst werden, da die Spaltung von PARP1
auf Zelltod hindeutet (siehe Kapitel 3.1.4).

Nachdem die reduzierenden Effekte von Procaspase-8a-R233H und -R435Q auf eine CD95L-
Stimulation erfasst wurden, wird abschlieRend die Fahigkeit fur eine mogliche Caspase-8-
Methylierung untersucht. Potenzielle Caspase-8-Signale kénnen innerhalb der IP mit SYM-10
Antikdrpern nicht in unstimulierten Proben detektiert werden (siehe Abbildung 22A). Davon
betroffen sind die als Negativ-Kontrollen verwendeten Zellen HeLa-CD95-C8-KO, Hela-
CD95-Vektor sowie mit punktmutierter Procaspase-8 HelLa-CD95-C8-R233H und Hela-
CD95-C8-R435Q Zellen (siehe Abbildung 22A, B). Nach einer einstindigen CD95L-
Stimulation kénnen in den HelLa-CD95-C8-WT Zellen moégliche Signale von Procaspase-8a,
Caspase-8 (p43) und Caspase-8 (p18) an der SYM-10-IP erfasst werden. Diese Signale
kénnen nur nach einer CD95L-Stimulation gemessen werden. Dabei kdnnen sowohl
potenzielle Signale von Procaspase-8 detektiert werden als auch mogliche Signale von
Caspase-8 (p43, p18). Da etwaige Signale von Caspase-8 innerhalb der IP gemessen werden
koénnen, ist dies ein weiterer Hinweis auf eine potenzielle symmetrische Di-Methylierung von
Caspase-8 (siehe Abbildung 22A). Die beschriebenen Caspase-8-Signale kénnen jedoch nur
in HeLa-CD95-C8-WT Zellen an der SYM-10-IP erfasst werden.
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Abbildung 22 Mdgliche Signale der Caspase-8-Mutationen werden innerhalb der Methylierungs-IP detektiert: HeLa-CD95-C8-KO Zellen
werden nach der Transfektion mit 1000 ng/ml CD95L fir eine Stunde stimuliert. Das Zelllysat (Input) wurde einer IP mit SYM-10-Antikorper (A)
unterzogen. Sowohl Lysat (B) als auch SYM-10-IP werden dargestellt. Die Bead-Kontrolle wird durch ,B“ markiert. Die dargestellten Abbildungen
zeigen ein reprasentatives Experiment von drei unabhangigen Versuchen. Die Heavy-Chain des Antikdrpers wird mit IgGn markiert. Die IP erfolgten
durch folgendes Protokoll: IP nach Protokoll 2 (siehe Kapitel 2.2.7.2). Abkirzungen: Vektor: HeLa-CD95-Vektor Zellen; R233H: HelLa-CD95-C8-

R233H Zellen; R435Q: HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen; WT: HeLa-CD95-C8-WT Zellen; KO: HeLa-CD95-C8-KO Zellen.
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3.2 Dekodierung des RL2-Mechanismus in
Mammakarzinomzellen

Brustkrebs gehort noch immer zu den haufigsten Karzinomarten innerhalb von Deutschland.
Fir eine sanftere Therapie werden neue Therapieformen auf Basis von natirlich
vorkommenden Proteinen und Peptiden untersucht. Eines dieser Peptide ist RL2, bei dem der
Zelltod-Mechanismus innerhalb von Mammakarzinomzellen bisher unbekannt war. Hauptziel
ist dabei die Entschlisselung des RL2-induzierten Zelltodes und potenziellen Signalweges.
Daruber hinaus soll das Zusammenspiel zwischen RL2 und weiteren Signalwegen, wie
beispielsweise dem extrinsischen Apoptose-Signalweg untersucht werden. Dieses
Zusammenspiel und der Hauptmechanismus sollen im Folgenden entschlisselt werden.

3.2.1 RL2-Translokation an die Mitochondrien

Ein wesentlicher Ansatz flir die Dekodierung des RL2-Mechanismus ist die Lokalisierung des
Peptids innerhalb von Zellen. FUr eine genaue Lokalisierung wird eine Fraktionierung der
Zellen vorgenommen. Dazu werden MDA-MB-231 Mammakarzinomzellen fir eine Stunde
oder drei Stunden mit 300 ug/ml RL2 stimuliert, die Proben in Zytosol-, Nukleus- und
Mitochondrien-Fraktionen getrennt und mit den unstimulierten Proben verglichen (siehe
Abbildung 23A). Die Qualitat der Fraktionierung wird anhand spezifischer Marker-Proteine
Uberprift. SOD2 (Superoxid Dismutase 2) ist ein Enzym, das innerhalb der Mitochondrien
lokalisiert ist, genau wie AIF (Apoptosis-Inducing Factor) oder das bereits benannte Protein
TOMT70 (siehe Kapitel 1.4.2). Als Nukleus-Marker-Protein dient PARP1, das nur innerhalb des
Nukleus vorkommt (siehe Kapitel 1.2). Fir die Zytosol-Fraktion wird Actin als Marker
verwendet. Dieses Protein ist Teil des Zytoskeletts und kommt verstarkt innerhalb des Zytosols
vor. Actin kann allerdings auch zusatzlich innerhalb des Nukleus geortet werden. Unter allen
Versuchsbedingungen ist die Einteilung und Detektion der Mitochondrienproteine gleich.
SOD2 und AlF-Signale sind jeweils in den Mitochondrien-Fraktionen am starksten. Gleiches
gilt fir die Nukleus-Fraktionen, bei denen PARP1 ausschlief3lich in dieser Fraktion detektiert
werden kann. Actin-Signale konnen sowohl bei unstimulierten Proben als auch bei den
stimulierten Proben innerhalb der Nukleus-Fraktion, aber noch starker in der Zytosol-Fraktion
detektiert werden. Nur nach drei Stunden RL2-Stimulation ist das Actin-Signal in der Nukleus-
Fraktion starker als in der Zytosol-Fraktion. So kann nachgewiesen werden, dass in jeder
Fraktion die spezifischen Proteine vorhanden sind und somit die Fraktionierung erfolgreich war
(siehe Abbildung 23A). Innerhalb der Zell-Fraktionierung werden die starksten RL2-Monomer-
Signale jeweils in den Mitochondrien-Fraktionen detektiert. Zusatzlich sind RL2-Signale in der
Nukleus-Fraktion vorhanden. In der Zytosol-Fraktion dagegen sind keine RL2-Signale
vorhanden. Zuséatzlich konnten neben Monomer-Signalen auch Dimer-Signale innerhalb der
Mitochondrien-Fraktion detektiert werden. Sowohl die starken Monomer- als auch die Dimer-
Signale verdeutlichen, dass RL2 an den Mitochondrien lokalisiert werden kann (siehe
Abbildung 23A). Mit Hilfe des Versuches kann gezeigt werden, dass RL2 in die Zellen
transloziert und an den Mitochondrien lokalisiert ist.

Nachdem RL2 an den Mitochondrien lokalisiert wurde, wird anschlielend der RL2-Einfluss auf
die OCR (engl. Oxygen Consumption Rate/ dt. Sauerstoffverbrauchsrate) Uberprift, da die
Mitochondrien als Hauptkraftwerk der Zellen dienen. Die Messung des OCR erfolgt dazu nach
acht Stunden RL2-Stimulation durch Dr. rer. nat. Lado Otrin (Max-Planck-Institut fir
dynamische Komplexe in technischen Systemen). Nach der Stimulation werden die
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unstimulierten Proben mit den RL2-stimulierten Proben und der Messung der OCR verglichen.
Beide Versuchsbedingungen weisen eine fast identische OCR auf (siehe Abbildung 23B).
Somit wird die OCR durch eine achtstiindige RL2-Stimulation nicht verandert.
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Abbildung 23 RL2 transloziert nach der Stimulation an die Mitochondrien: MDA-MB-231 werden mit 300 pg/ml RL2 fur die angegebene Zeit
stimuliert und anschlieBend fraktioniert in Z (Zytosol), N (Nukleus) und M (Mitochondrien) Fraktionen (A). Dargestellt ist ein reprasentatives
Experiment flr drei unabhangige Versuche. Messung der OCR (engl. Oxygen Consumption Rate) nach einer achtstiindigen Stimulation mit 300
ug/ml RL2 (B). Dargestellt sind die Mittelwerte von unabhangigen, normierten Triplikaten und die entsprechende Standardabweichung. Die
statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe des ordinary one-way ANOVA-Tests. Beurteilung des Tests siehe Kapitel 2.2.11. Abklrzungen: Z: Zytosol;
N: Nukleus; M: Mitochondrien; OCR: Oxygen Consumption Rate; RU: relative unit. Abbildung A: modifiziert nach [291]; Abbildung B: modifiziert nach
[292].

Im Zuge einer Veroffentlichung, wurden MS und Western Blot Analysen fiur die Untersuchung
mit Hilfe eines RL2-Pulldowns angefertigt (Pulldown nach Protokoll 3, Kapitel 2.2.7.3). Dabei
konnte das Protein TOM70 als Hauptinteraktionspartner erfasst werden (Daten nicht gezeigt)
[291]. Neben TOM70 kénnen weitere Proteine an dem RL2-Pulldown detektiert werden.
Zudem koénnen weitere Proteine des TIM-Komplexes (Translocase of the Inner Membrane)
(TIM8A; TIM8B) detektiert werden. Dieser Komplex ist kontrar zum TOM-Komplex und dient
ebenfalls dem Import von Proteinen in die Mitochondrien. Der TOM-Komplex befindet sich
dabei an der aufReren Membran, der TIM-Komplex an der inneren Membran. Um die
Interaktion voneinander unabhangig zu validieren wurde eine IP mit einem anti-TOM70-
Antikorper durchgefiihrt. Dabei konnten spezifische Banden von RL2 innerhalb der stimulierten
Probe erfasst werden (Daten nicht gezeigt) [291]. Die Detektionen von TOM70 als
potenziellem Hauptinteraktionspartner und die Konnektivitat zu Proteinen des TIM-Komplex

verdeutlicht die RL2-Lokalisierung an Mitochondrien.
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3.2.2 Induzierung von Mitophagie in MDA-MB-231 Zellen durch RL2

Eine Unterart der Autophagie, die speziell bei Mitochondrien auftritt, ist die Mitophagie (siehe
Kapitel 1.4.2). Innerhalb der Mitophagie kann der TOM-Komplex eine wichtige Rolle spielen.
Er dient dazu, Proteine in das Innere der Mitochondrien zu leiten, sodass diese verdaut werden
kénnen. Eine Beeintrachtigung des TOM-Komplex kann daher zu einer Induzierung der
Mitophagie beitragen und diese auslésen (siehe Kapitel 1.4.2).

Aufgrund der Lokalisierung von RL2 und der Interaktion zwischen RL2 und TOM70 an
Mitochondrien, wird die Wirkung von RL2 auf spezifische mitochondriale Zelltod-Proteine und
Mitophagie Uberprift (siehe Abbildung 24). Die Induzierung von Mitophagie und Autophagie
kann anhand der Zunahme von LC3-Il detektiert werden (siehe Kapitel 1.4.1). Tatsachlich flhrt
die 300 pg/ml RL2-Stimulation bereits nach zwei Stunden zu einer Steigerung des LC3-II
Levels bei gleichzeitiger Abnahme von LC3-l. Auch nach vier Stunden 300 pg/ml RL2-
Stimulation ist das LC3-ll-Level Uber der unstimulierten Probe und zeigt, dass es sich um
keinen zufalligen Effekt handelt (siehe Abbildung 24A). Diese Konvertierung von LC3 gibt
einen Hinweis auf die RL2-induzierte Autophagie oder Mitophagie. Gleichzeitig wird der
Einfluss von RL2 auf die Level von pro-apoptotischen und anti-apoptotischen Proteinen der
Bcl-2-Protein-Familie untersucht (siehe Abbildung 24A). Wichtige pro-apoptotische Proteine
sind Bax sowie Bid, die ebenfalls Hauptbestandteile der intrinsischen Apoptose sind (siehe
Kapitel 1.2). Nach vier Stunden 300 ug/ml RL2—Stimulation kommt es zu einer Reduzierung
dieser Proteine (siehe Abbildung 24A). Dagegen steigt das Level des anti-apoptotischen
Proteins Bcl-2 durch die RL2-Stimulation an. Somit besitzt RL2 einen eher anti-apoptotischen
Effekt auf die Bcl-2-Protein-Familie. Dartber hinaus werden Effekte auf die Caspase-8-
Kaskade untersucht. Allerdings fuhrt RL2 weder zu einer Spaltung von Procaspase-8 noch von
Procaspase-3 (siehe Abbildung 24A).

RL2 ist an den Mitochondrien lokalisiert, zusatzlich kann der TOM-Komplex und vor allem
TOM70 bei der Induzierung von Mitophagie beitragen. Deshalb wird Uberprift, ob RL2
Mitophagie induzieren kann (siehe Abbildung 24B, C). Die Stimulation mit 300 pg/ml RL2
erhoht das jeweilige Niveau von PINK1 und LC3-Il bereits nach zwei Stunden Stimulation
(siehe Abbildung 24B). Auch bei einer niedrigeren Konzentration von 200 ug/ml fihrt RL2 zu
einem Anstieg von LC3-lIl und PINK1. Dabei werden ebenfalls die Protein-Level der
Mitophagie-Marker BNIP3 und NIX erhéht (siehe Abbildung 24C). Die verschiedenen Anstiege
der Mitophagie-Marker-Proteine zeigen deutlich, dass RL2 Mitophagie induziert. Gemeinsam
mit der Lokalisierung und dem Einfluss auf das mitochondriale Potenzial (Daten nicht gezeigt)
zeigt dies, dass Mitophagie ein wesentlicher Mechanismus von RL2 innerhalb der Zellen sein
kann. Neben der Entschlisselung des RL2-Mechanismus in dieser Dissertation, soll das
Zusammenspiel zwischen RL2 und weiteren Zelltod-Induktoren untersucht werden. Fir diesen
Zweck wird der extrinische Apoptose-Induktor TRAIL verwendet. Als erstes wird Uberprift, ob
TRAIL einen Einfluss auf die RL2-induzierte Mitophagie besitzt. Dazu werden MDA-MB-231
Zellen nach TRAIL-Einzelstimulationen und RL2-TRAIL-Doppelstimulationen analysiert (siehe
Abbildung 24B, C). Durch die TRAIL-Stimulation kommt es zu keiner bzw. kaum einer
Erhdhung der Proteinlevels von LC3-Il, PINK1, BNIP3 und NIX (siehe Abbildung 24B, C).
Daruber hinaus kodnnen jedoch Effekte der TRAIL-induzierten Apoptose auf die RL2-
Mitophagie beobachtet werden. So senkt die TRAIL-Behandlung innerhalb der Co-Stimulation
mit RL2 den Anstieg von LC3-1l und PINK1 (siehe Abbildung 24B). Auch bei einer niedrigeren
Konzentration beider Stimulanzien sind die Level der Mitophagie-Marker-Proteine LC3-Il und
PINK1 niedriger als bei einer reinen RL2-Stimulation (siehe Abbildung 24C). AuRerdem
werden die Niveaus der Ubrigen Marker-Proteine BNIP3 und NIX auf einem niedrigeren Level
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detektiert. Somit reduziert die TRAIL-induzierte Apoptose die durch RL2 hervorgerufene
Mitophagie (siehe Abbildung 24B, C).
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Abbildung 24 RL2 induziert Mitophagie: MDA-MB-231 Zellen werden mit RL2 (A) und TRAIL (B, C) in den angegebenen Konzentrationen und
Zeitdauern stimuliert. Zwischen den einzelnen detektierten Antikérpern stehen die Werte der jeweiligen Quantifizierung. Dargestellt wird jeweils ein
reprasentatives Experiment von drei unabhangigen Versuchen. Fir LC3-I und LC3-Il werden jeweils sowohl kurze Belichtungen (s.e./ short
exposure) als auch langere Belichtungen (l.e./ long exposure) gezeigt (A). Abkurzungen: Abbildung: s.e.: short exposure; l.e.: long exposure.
modifiziert nach [292].

Jedoch kommt es auch zu umgekehrten hemmenden Effekten. Die TRAIL-induzierte Apoptose
fuhrt zu einer Spaltung des Enzyms PARP1. Die Zunahme des Spaltproduktes nimmt bereits
nach zwei Stunden Stimulation stark zu und ist ein Hinweis auf die Induzierung von Zelltod
(siehe Abbildung 24B, C). Eine RL2-Behandlung der MDA-MB-231 Zellen flhrt zu einer
geringeren Spaltung von PARP1. Innerhalb der Co-Stimulation aus RL2 und TRAIL ist das
Level der PARP1-Spaltung niedriger als nach einer TRAIL-Behandlung (siehe Abbildung 24B,
C). Zuséatzlich verbleibt das Niveau der PARP1-Spaltung auf einem Level innerhalb der vier
Stunden Co-Stimulation. Fir diese Zeitpunkte ist es daher keine kurzfristige Hemmung, die zu
einer verzogerten Spaltung flhrt, sondern eine langfristigere Hemmung (siehe Abbildung 24B,
C). Somit kdnnten hemmende Effekte in der TRAIL hervorgerufenen Apoptos durch die RL2-
induzierten Mitophagie auftreten.



Ergebnisse 71

3.2.3 Wechselhaftes Zusammenspiel von TRAIL und RL2 Co-
Stimulationen

In ersten Versuchen konnte RL2 innerhalb der Zelle lokalisiert werden (siehe Abbildung 23).
Zudem wurde TOM70 als Interaktionspartner an den Mitochondrien identifiziert und
Mitophagie konnte als wichtigstes Resultat einer RL2-Stimulation dekodiert werden (siehe
Abbildung 23) [291] [292]. Es zeigt sich auch, dass die durch TRAIL versursachte Apoptose
hemmende Effekte auf die Zunahme der Mitophagie-Marker Proteine hat. Zusatzlich kommt
es jedoch auch zu kontrdren und inhibitorischen Effekten der Mitophagie auf die TRAIL-
induzierte Apoptose, indem die Spaltung des Enzyms PARP1 reduziert wird (siehe Abbildung
24).

Im Folgenden werden die Effekte der Co-Stimulation auf die Zellviabilitat und den Zelltod
untersucht. Es soll Gberprift werden, ob die detektierten Effekte einen gréReren Einfluss auf
die Zellen ausiben. Dazu wird die Zellviabilitdt anhand eines metabolischen Assays untersucht
(siehe Abbildung 25). Eine RL2-Stimulation fiihrt nach sechs Stunden zu einer Reduzierung
der metabolischen Aktivitdt um etwa die Halfte. Nach Stimulationen von mehr als 24 Stunden
sogar auf etwa ein Drittel (siehe Abbildung 25). Diese Daten decken sich mit den bereits
etablierten Ergebnissen und verdeutlichen, dass RL2-Behandlungen zu einer Reduzierung der
Zellviabilitat fuhren (siehe Kapitel 1.5, Abbildung 25). Eine starkere Reduzierung der
Zellviabilitat wird durch die Einzelstimulation mit TRAIL hervorgerufen. Bereits nach sechs
Stunden Stimulation reduziert TRAIL die Zellviabilitat auf etwa ein Sechstel der Zellviabilitat
und besitzt starkere Effekte als RL2. Nach 24 Stunden wird die Zellviabilitat weiter reduziert,
was zeigt, dass die Effekte zeitabhangig sind. Nach einer sechsstiindigen Co-Stimulation aus
simultaner Behandlung mit RL2 und TRAIL sinkt die Viabilitdt der Zellen nicht auf das gleiche
Level wie bei einer reinen TRAIL-Stimulation zum gleichen Zeitpunkt (siehe Abbildung 25). Die
zuvor detektierten und hemmenden Effekte auf die Spaltung von PARP1 kénnen daher auf die
frihen Zeitpunkte einer Co-Stimulation (ibertragen werden (siehe Abbildung 24, 25). Uber die
Zeit wechseln die Effekte der Co-Stimulation, denn nach 24 Stunden Co-Stimulation ist die
Reduzierung der Zellviabilitdt auf einem gleichen Level wie nach einer TRAIL-
Einzelstimulation. Zudem sinkt das Niveau der Zellviabilitat fur langere Zeitpunkte noch weiter
ab und ist nach 30 Stunden Co-Stimulation niedriger als bei einer TRAIL-Einzelstimulation
(siehe Abbildung 25). Die hemmenden Effekte einer frihen Co-Stimulation werden zu
sensitiven, langfristigen Effekten umgewandelt. Sie ermdglichen so eine starkere Reduzierung
der Zellviabilitdt durch die Co-Stimulation, verglichen mit den jeweiligen TRAIL- oder RL2-
Einzelstimulationen.
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Abbildung 25 RL2 inhibiert die TRAIL-induzierte Reduzierung der Zellviabilitit in den ersten Stunden, sensitiviert die Zellen jedoch bei
langerer Stimulationsdauer: MDA-MB-231 werden mit 300 pg/ml RL2, 150 ng/ml TRAIL oder gemeinsam stimuliert (A, B). Die metabolische
Aktivitat wird mit Hilfe eines metabolischen Assays erfasst. (B) entspricht den Zeitpunkten aus (A). In (B) erfolgt eine Normalisierung entsprechend
der unstimulierten Proben zu den jeweiligen Zeitpunkten. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment von drei unabhangigen Versuchen.
Abkirzungen: RU: relativ unit; h: Stunden. Abbildung: modifiziert nach [292].

Nachdem die wechselhaften Effekte der Co-Stimulation entdeckt wurden, soll als nachstes
Uberpruft werden, ob diese Effekte auf die Induzierung des Zelltodes Ubertragen werden
kénnen (siehe Abbildung 26). Es werden MDA-MB-231 Zellen mit TRAIL oder der Co-
Stimulation aus RL2 und TRAIL fur sechs Stunden und 48 Stunden stimuliert (siehe Abbildung
26). Der Zelltod wird mit Hilfe des bildgebenden Durchflusszytometers und Pl bzw. Annexin V
FITC-Farbung detektiert (siehe Abbildung 26C, siehe Kapitel 2.2.9). In frlGheren Versuchen
konnte nachgewiesen werden, dass RL2 Zelltod induziert (siehe Kapitel 1.5). Eine TRAIL-
Einzelstimulation steigert die Anzahl der doppel-positiven Zellen um das Dreifache, verglichen
mit der unstimulierten Probe. Hingegen fluhrt eine Co-Stimulation nur zu einer halb so grof3en
Steigerung. Somit kénnen auch fir den Zelltod hemmende Effekte durch die Co-Stimulation
detektiert werden (siehe Abbildung 26A). Nach 48 Stunden Stimulation steigert die Co-
Stimulation die Anzahl der erfassten doppel-positiven Zellen stark an, verglichen mit der
unstimulierten Probe. Im Gegensatz dazu nimmt die Zahl der doppel-positiven Zellen durch
die TRAIL-Einzelstimulation nur um etwa das Sechsfache zu (siehe Abbildung 26B). Die
bereits erfassten sensitiven Effekte der Co-Stimulation lassen sich daher auch auf die
Induzierung des Zelltodes Ubertragen, da verglichen mit einer reinen TRAIL-Stimulation mehr
doppel-positive Zellen vorhanden sind (siehe Abbildung 26B).
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Sowohl innerhalb der Reduzierung der Zellviabilitat als auch in der Induzierung des Zelltodes
kénnen gegensatzlichen Effekte durch die Co-Stimulation aus RL2 und TRAIL beobachtet
werden. Diese Effekte unterliegen einem zeitlichen Einfluss. Dabei kommt es in den ersten
Stunden der Stimulation zu hemmenden Effekten auf die Signalwege. Durch eine langere
Stimulation kénnen hingegen férdernde Effekte auf den Zelltod beobachtet werden.
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Abbildung 26 RL2 inhibiert TRAIL induzierten Zelltod, verstarkt ihn jedoch iiber langere Zeit: MDA-MB-231 Zellen werden mit 75ng/ml TRAIL
stimuliert oder mit 200pug/ml RL2 und TRAIL co-stimuliert. Die Stimulationen erfolgen fiir sechs Stunden (A) oder 48 Stunden (B). AnschlieRend
werden die Zellen mit Pl und Annexin V FITC gelabelt und die Fluoreszenz mit einem bildgebenden Durchflusszytometer gemessen. Gezeigt werden
die normierten Mittelwerte der erfassten einzelnen positiven Zellen (A, B). Die gezeigten Daten sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von
drei unabhangigen Versuchen. Fluoreszenzsignale der Propidium lodid (Pl)- und Annexin V FITC (An)-Farbungen (C). Die statistische Auswertung
erfolgt mit Hilfe unpaired Student t-Tests. Beurteilung des Tests siehe Kapitel 2.2.11. Abklrzungen: An+ = Annexin V FITC positive Zellen; Pl+ = PI
positive Zellen; Br.=eng|. bright field/ dt.Hellfeld; RU: relative unit. Abbildung: modifiziert nach [292].
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3.2.4 Inhibierung der TRAIL-induzierten Caspase-8-Kaskade durch
RL2

Nachdem die unterschiedlichen Effekte der Doppelstimulation mit TRAIL erfasst werden
konnten, erfolgt die Untersuchung der hemmenden und inhibitorischen Effekte. Fir die
Uberpriifung der DISC-Formierung werden IP mit Hilfe des anti-His-Tag-Antikorpers
durchgefiihrt. Das verwendete TRAIL besitzt an einem Epitop ein His-Tag. Uber die Bindung
des Liganden an den Antikorper kdnnen anschlieend der Rezeptor und darauf aufbauend die
weiteren Komponenten des DISC immunprazipitiert werden. Innerhalb der unstimulierten
Probe kénnen keine spezifischen DISC-Mitglieder detektiert werden. Es fehlt der Ligand, der
DR4 aktiviert und somit erfolgt keine DISC Formierung und Detektion. Gleiches gilt fur eine
reine RL2-Stimulation (Daten nicht gezeigt). Die Stimulation der MDA-MB-231 Zellen mit
TRAIL fahrt zu einer DISC-Formierung (siehe Abbildung 27A). Nach der TRAIL-Stimulation
kommt es zu einer Bindung der DISC-Mitglieder Caspase-8, FADD und DR4. Dabei kdnnen
auch die beiden aktiven Caspase-8-Spaltprodukte p43 und p41 erfasst werden, die durch die
DISC-Formierung generiert werden (siehe Abbildung 27A). Nach einer Co-Stimulation aus RL2
und TRAIL kénnen Mitglieder des DISC detektiert werden. Jedoch sind die Signale von FADD,
Procaspase-8, Caspase-8 (p43, p41) und DR4 deutlich schwacher als die spezifischen Signale
nach einer TRAIL-Stimulation. Da das Level der verwendeten Antikdrper identisch ist, zeigt
sich der inhibitorische Effekt von RL2 auf die DISC-Formierung bei einer Co-Stimulation (siehe
Abbildung 27A). Bei der Untersuchung des Lysats fallt auf, dass die Spaltprodukte von
Caspase-8 nach einer Co-Stimulation auf einem niedrigeren Protein-Niveau sind als bei einer
TRAIL-Einzelstimulation. Gleiches gilt auch fir FADD sowie Procaspase-8. Beide Proteine
sind durch die Co-Stimulation innerhalb des Lysats auf einem niedrigeren Level, verglichen
mit der TRAIL-Einzelstimulation (siehe Abbildung 27B). Somit hemmt RL2 nicht nur direkt die
Formierung des DISC, sondern reduziert ebenfalls die Level der DISC-Proteine.
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Abbildung 27 RL2 inhibiert die TRAIL-induzierte DISC-Formierung: MDA-MB-231 Zellen werden mit 100 ng/ml TRAIL und 200 pg/ml RL2 fiir
eine Stunde stimuliert. Das Zelllysat (Input) wurde einer IP mit His-Tag-Antikérpern (DISC-IP) (A) unterzogen. Sowohl Lysat (B) als auch DISC-IP
werden dargestellt. Die Bead-Kontrolle wird durch ,B* markiert. Fur Procaspase-8 werden sowohl kurze Belichtungen (s.e./ short exposure) als auch
langere Belichtungen (l.e./ long exposure) gezeigt. Die dargestellten Abbildungen zeigen ein reprasentatives Experiment von drei unabhangigen
Versuchen. Die Heavy-Chain des Antikérpers wird mit IgGn makiert. Die IP erfolgten durch folgendes Protokoll: IP nach Protokoll 1 (siehe Kapitel
2.2.7.1). Abkirrzung: IP: Immunprazipitation; DISC: engl death-inducing signalling complex; DR4: engl. death receptor 4/ dt. Todesrezeptor 4. s.e.:
short exposure; l.e.: long exposure; B: Bead-Kontrolle. Abbildung: modifiziert nach [292].
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Nach der Feststellung der DISC-Reduzierung durch RL2 soll Gberprift werden, ob die niedrige
Menge des DISC ausreichend ist, um die Caspase-Kaskade zu induzieren. Daflr wird die
Spaltung von Caspase-8 und dessen Aktivitat analysiert (siehe Abbildung 28). Eine RL2-
Stimulation reduziert das Level an Procaspase-8 leicht, gleiches ist nach einer TRAIL-
Behandlung zu sehen. Jedoch wird durch die TRAIL-Stimulation Procaspase-8a/b gespalten,
sodass ebenfalls die Spaltprodukte p43/ p41, p30 und p18 zu detektieren sind. Diese
Spaltprodukte sind nicht innerhalb der RL2-Stimulationen zu sehen. RL2 reduziert daher das
Procaspase-8a/b-Level, ohne dass es zu stabilen Spaltprodukten kommt. Innerhalb der Co-
Stimulation kénnen ebenfalls die genannten Spaltprodukte detektiert werden. Allerdings sind
die Level dieser Proteine innerhalb der Co-Stimulation auf einem niedrigeren Level, verglichen
mit der reinen TRAIL-Stimulation (siehe Abbildung 28A).
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Abbildung 28 RL2 reduziert die TRAIL-induzierte Caspase-8 Spaltung und Aktivierung: MDA-MB-231 Zellen werden fiir die angegebene Zeit
mit den angegebenen Konzentrationen von RL2, TRAIL und zVAD stimuliert. Die Western Blot Analyse zeigt sowohl die quantifizierten Werte der
Signale (zwischen den Zeilen) als auch kurze Belichtung (s.e./ short exposure) und langere Belichtung (l.e./ long exposure) von Procaspase-8a/b
und Caspase-8 (A). Dargestellt wird ein Experiment, représentativ flir drei weitere Versuche. Die Caspase-8-Aktivitat wurde mittels Caspase-8-
Assays bestimmt (B). Die gemessene Aktivitat wird gegen die jeweilige unstimulierte Probe normiert. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment
von drei unabhangigen Versuchen. Abkirzungen: s.e.: short exposure; |.e.: long exposure; RU: relative unit. Abbildung: modifiziert nach [292].
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Neben der Spaltung von Procaspase-8 wird die Aktivitat des Proteins mit Hilfe eines Assays
Uberprift. Die TRAIL-Stimulation fiihrt zu einem starken Anstieg der Caspase-8-Aktivitat, eine
Steigerung der Aktivitat kann durch RL2 nicht beobachtet werden (siehe Abbildung 28B).
Gleiche Effekte werden bei einer zVAD-Stimulation beobachtet, welche als Pan-Caspase-
Inhibitor als Negativ-Kontrolle dient. Die Co-Stimulation aus TRAIL und zVAD resultiert in
einem starken inhibitorischen Effekt, bei der die Caspase-8-Aktivitat auf das Niveau der
unstimulierten Probe gesenkt wird. Auch die bereits detektierten inhibitorischen Effekte von
RL2 innerhalb der Co-Stimulation kénnen bei einer Uberpriifung der Caspase-8-Aktivitat
beobachtet werden. Die Caspase-8-Aktivitat erreicht nach der gemeinsamen Stimulation
lediglich ein leicht erhdhtes Niveau (siehe Abbildung 28B). RL2 fuhrt somit zu einer
Reduzierung der Aktivitat und Caspase-8-Spaltung.

Darlber hinaus konnten weitere hemmende Effekte von RL2 auf die TRAIL-induzierte DISC-
Formierung detektiert werden. Nun soll untersucht werden, ob die reduzierte Caspase-8-
Aktivitat ausreichend ist, um die Effektor-Caspase-3 zu spalten und zu aktivieren. Dazu werden
Aktivitats-Assays und die Spaltung des Proteins betrachtet (siehe Abbildung 29). Die TRAIL-
Behandlung fihrt zu einer deutlichen Erhdhung der Caspase-3/7-Aktivitdt um etwa das
Funffache (siehe Abbildung 29A). Auch eine RL2-Behandlung ermdglicht einen leichten
Anstieg der Aktivitat. Dieser betragt jedoch nur das Doppelte, verglichen mit der unstimulierten
Probe und liegt daher deutlich unter der Caspase-Aktivierung durch TRAIL. Die Aktivitat von
Caspase-3/7 ist nach einer RL2+TRAIL-Co-Stimulation groRer angestiegen als nach einer
reinen RL2-Stimulation, zugleich aber auch niedriger als nach einer einzelnen TRAIL-
Stimulation (siehe Abbildung 29A). Die Uberpriifung der Spaltprodukte mit Hilfe der Western
Blot Analyse bestétigt die zuvor erfassten inhibitorischen Effekte von RL2 auf TRAIL (siehe
Abbildung 29B).

Da es sich bei der Stimulation um eine simultane Behandlung handelt, wird ebenfalls die Pra-
Stimulation Uberpruft (siehe Abbildung 29A). Eine Einzelstimulation mit TRAIL fuhrt
konzentrationsabhangig zu einem Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitdt auf das Zehnfache. Im
Gegensatz dazu steigt die Aktivitat durch RL2 kaum an. Die simultanen Stimulationen zeigen
die gleichen inhibitorischen Effekte wie zuvor. Die Aktivitat steigt zwar an, liegt aber unter der
reinen TRAIL-Stimulation. Fast die gleichen Effekte werden nach einer RL2-Pra-Stimulation
detektiert. Somit fuhrt auch eine Pra-Stimulation mit RL2 zu inhibitorischen Effekten mit fast
identischen Effekten wie eine simultane Co-Stimulation (siehe Abbildung 29A).

In friheren Versuchen konnte gezeigt werden, dass eine RL2-Behandlung zu einer Spaltung
und Aktivierung von Procaspase-3 fuhrt (siehe Kapitel 1.5) [278] [279]. Diese Daten kdnnen
mit den Mammakarzinomzellen reproduziert werden (siehe Abbildung 29). Dabei flhrt eine
RL2-Stimulation zu einer leichten Spaltung von Procaspase-3 (siehe Abbildung 29B). Die
Behandlung mit TRAIL fihrt zu einer starkeren Spaltung von Procaspase-3 und damit zu einem
Anstieg der Proteinlevel von Caspase-3 (p19/ p17). Eine Co-Stimulation aus TRAIL und RL2
resultiert ebenfalls in einer Spaltung von Procaspase-3. Das Niveau der Spaltprodukte liegt
dabei hoher als bei einer reinen RL2-Behandlung, ist jedoch niedriger als bei einer reinen
TRAIL-Stimulation (siehe Abbildung 29B).

Dieser Versuch verdeutlicht daher, dass auch die TRAIL-induzierte Spaltung von Procaspase-
3 durch RL2 gehemmt werden kann.
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Abbildung 29 RL2 inhibiert die TRAIL-induzierte Caspase-3-Aktivitdt: MDA-MB-231 Zellen werden fiir die angegebene Zeit mit den
angegebenen Konzentrationen von RL2 und TRAIL stimuliert. Die Caspase-3/7-Aktivitat wird mittels Caspase-3/7-Assays bestimmt (A). Die Co-
Stimulation erfolgt simultan oder in der gezeigten Vorstimulation (pre-RL2/ eine Stunde vor TRAIL-Stimulation). Die gemessene Aktivitat wird gegen
die jeweilige unstimulierte Probe normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von unabhangigen, normierten Triplikaten. Die statistische Auswertung
erfolgt mit Hilfe des ordinary one-way ANOVA-Tests und des Tukey-Tests (Umklammerung). Beurteilung des Tests siehe Kapitel 2.2.11. Die Western
Blot Analyse zeigt die Spaltung von Procaspase-3 nach TRAIL und RL2 sowie Co-Stimulation (B). Abkiirzungen: RU: relativ unit. Abbildung:
Modifiziert nach [292].

3.2.5 Gegenseitige Behinderung von RL2 und TRAIL

Die Caspase-Kaskade ist einer der wichtigsten DR-Signalwege, der unter anderem durch
TRAIL aktiviert werden kann. Innerhalb der intrinsischen Apoptose spielt die Bcl-2-Protein-
Familie eine besonders wichtige Rolle (siehe Kapitel 1.2). Daher wird im Folgenden Uberpruft,
welchen Einfluss eine Co-Stimulation aus RL2 und TRAIL auf die Bcl-2-Protein-Familie haben
kann. Es werden das pro-apoptotische Protein Bax sowie die anti-apoptotischen Proteine Bcl-
2 und Mcl-1 nach Einzel- und Co-Stimulation Uberprift (siehe Abbildungen 24A, 30A). Die
reine RL2-Behandlung der Mammakarzinomzellen fuhrt zu einem leichten Anstieg der Level
der anti-apoptotischen Proteine Mcl-1 und Bcl-2. Die gleichen Effekte werden in der Co-
Stimulation mit TRAIL beobachtet. Eine reine TRAIL-Stimulation flihrt hingegen nicht zu einem
Anstieg dieser Proteine. Demzufolge erfolgen der Proteinanstieg und damit ebenfalls die
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einhergehenden hemmenden Effekte auf die Apoptose in Folge der RL2-Stimulation. Dagegen
fuhren eine RL2-Stimulation oder die Doppelbehandlung zu einer Reduzierung der Bax-
Signale. Eine TRAIL-Stimulation resultiert in einem etwas niedrigeren bzw. fast
gleichbleibenden Signal des pro-apoptotischen Proteins Bax. Dies verdeutlicht ebenfalls die
inhibitorischen Effekte von RL2 auf die Apoptose-Signale durch TRAIL (siehe Abbildung 30A).

Neben den synergetischen und gegenseitigen Effekten auf die Signalwege von TRAIL und
RL2, spielt der Wirkort ebenfalls eine wichtige Rolle. Dabei konnte gezeigt werden, dass RL2
nicht die Menge des DR4 reduziert (siehe Abbildung 27B). Daher kann TRAIL an den Rezeptor
binden, ohne dass es durch RL2 inhibiert wird. Jedoch wird das Niveau des Adapterproteins
FADD durch RL2 reduziert, genau wie die Menge von Caspase-8. Dies flhrt zu einer Senkung
der DISC-Formierung und so zu indirekten inhibitorischen Effekten auf den Wirkort von TRAIL
(siehe Abbildung 27B).

Darauffolgend soll der Effekt von TRAIL auf die Lokalisierung von RL2 Uberprtft werden (siehe
Abbildung 30B). Dazu werden Fraktionen spezifisch fur das Zytosol, den Nukleus und die
Mitochondrien durchgefuhrt. Die Reinheit der Fraktionen wird anhand der Marker-Proteine
Actin (Zytosol), SOD2 (Mitochondrien) und EndoG (Nukleus) Uberpruft. Die starksten EndoG-
Signale kénnen innerhalb der Nukleus-Fraktionen detektiert werden. SOD2-Signale werden
innerhalb der Mitochondrien-Fraktion gemessen. Beide Signale entsprechen ihrer Spezifitat.
Actin-Signale konnen in allen Fraktionen detektiert werden, wobei die starksten Signale
innerhalb der Zytsosol-Fraktion gemessen werden. Insgesamt zeigen die Marker-Proteine,
dass die Fraktionierung erfolgreich ist (siehe Abbildung 30B).

Die Zellen werden vor der Fraktionierung mit RL2, TRAIL oder der Co-Stimulation aus beiden
Zelltodinduktoren behandelt. Verglichen mit der entsprechenden Fraktion nach einer TRAIL-
Stimulation kann dabei eine niedrigere PARP1-Spaltung innerhalb der Nukleus-Fraktion der
Co-Stimulation beobachtet werden. Dies reproduziert die bereits beobachteten inhibitorischen
Effekte von RL2 auf die TRAIL-induzierte Apoptose innerhalb einer Zellfraktionierung.

Durch die Zellfraktionierung soll Uberprift werden, ob RL2 trotz TRAIL-Co-Stimulation
weiterhin innerhalb der Mitochondrien-Fraktion lokalisiert ist. Dabei kdnnen RL2-Monomer-
und RL2-Dimer-Signale innerhalb der Mitochondrien-Fraktion erfasst werden. Die Signale sind
sowohl nach RL2-Einzelstimulationen sichtbar als auch nach RL2-Co-Stimulation (siehe
Abbildung 30B). Jedoch liegt die Protein-Signalstarke von RL2-Monomeren in der Co-
Stimulation unter der Signalstarke in der reinen RL2-stimulierten Probe (siehe Abbildung 30B).
Dennoch kommt es auch nach einer TRAIL-Co-Stimulation weiterhin zu einer Lokalisierung
von RL2 an den Mitochondrien.

Das Ergebnis zeigt, dass RL2 und TRAIL gegenseitige hemmende Effekte auf die jeweils
andere Signalkaskade haben. Die Wirkorte werden dabei nicht beeinflusst, die jeweiligen
Signalkaskaden weisen allerdings hemmende Effekte auf.
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Abbildung 30 RL2 und TRAIL hindern sich gegenseitig in ihren zellularen Prozessen: MDA-MB-231 Zellen werden mit RL2, TRAIL oder einer
Kombination aus RL2 und TRAIL in den angegebenen Konzentrationen und Zeitdauern stimuliert (A). Zwischen den einzelnen detektierten
Antikérpern stehen die Werte der jeweiligen Quantifizierung. Gezeigt wird die Fraktionierung in Zytoplasma, Mitochondrien und Nukleus Fraktionen
nach RL2 (R), TRAIL (T) und RL2+TRAIL (R+T) sowie die unstimulierte Zellprobe (B). Die Zellen werden mit 100 ng/ml TRAIL und 200 pg/ml RL2
fur eine Stunde stimuliert. Fir PARP1 werden jeweils die kurzen (s.e/ short exposure.) und langen (l.e./ long exposure) Belichtungen gezeigt.
Dargestellt wird jeweils ein reprasentatives Experiment von drei unabhangigen Versuchen. Abkiirzungen: K: Kontrolle/ unstimuliert; R= 200 pg/ml
RL2 Stimulation; T= 100 ng/ml TRAIL Stimulation; R+T= 200 pg/mml RL2 Stimulation mit simultaner 100 ng/ml TRAIL Stimulation; Mcl-1L: Mcl-1
long; Mcl-1S: Mcl-1 short cl. PARP1 = cleaved PARP1; s.e.: short exposure; l.e.: long exposure. Abbildung: Modifiziert nach [292].

3.2.6 Einfluss von RL2 auf unterschiedliche
Mammakarzinomzelllinien

In den bisherigen Versuchen sind vor allem MDA-MB-231 Zellen (siehe Kapitel 3.2.1 bis 3.2.5;
Daten nicht gezeigt) mit RL2 stimuliert worden (siehe Kapitel 3.2.1 bis 3.2.5). Um die Effekte
von RL2 auf weitere Mammakarzinomzellen zu untersuchen, werden BT549, SKBR3 und
T47D Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von RL2 behandelt (siehe Abbildung 31).
Dabei zeigt sich, dass die Zellviabilitat von BT549 und T47D Zellen konzentrations- und
zeitabhangig durch die RL2-Stimulation reduziert wird (siehe Abbildung 31A, C). Durch eine
Stimulation mit 300 pg/ml RL2 wird die Zellviabilitat beider Zelllinien nach sechs Stunden um
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etwa ein Drittel abgesenkt. Bei einer héheren Stimulation von 500 pg/ml RL2 nimmt die

Reduzierung der Zellviabilitat weiter zu. Hingegen kann in SKBR3 Zellen keine Reduzierung
der Zellviabilitat erfasst werden (siehe Abbildung 31B).

A B N

| - ==
[ I
= 04 &I I-an 24 h
m6h I
0.8 - 24 h =0,
0,6 S06 -
0,4 I 4
02 -
0,0 - 0,0
0

RL2 [ug/ml] - 100 300 50

o o -
] o] o

norm. Zellviabilitat [RU]
o
S

norm. Zellviabilitat [RU]

o
)

RL2 [pg/ml] - 100 300 500

C
[ |

| |
e T I
I m6h
i 24 h
0,0 - I
RL2 [ug/ml] - 100 300 500

Abbildung 31 RL2 reduziert die Zellviabilitédt in verschiedenen Mammakarzinomzelllinien: BT549 (A), SKBR3 (B) und T47D (C) Zellen werden
fur die angegebene Zeit mit den angegebenen Konzentrationen von RL2 stimuliert. Die Zellviabilitdt wird mittels ATP-Gehalt bestimmt. Die
gemessene Zellviabilitdt wird gegen die jeweilige unstimulierte Probe normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von unabhangigen, normierten
Triplikaten. Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe des ordinary one-way ANOVA-Tests und des Tukey-Tests (Umklammerung). Beurteilung des
Tests siehe Kapitel 2.2.11. Abklrzung: RU: relativ unit. Modifiziert nach [293].
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Neben der Uberpriifung der Zellviabilitat anhand des ATP-Gehalts wird die Viabilitat zusatzlich
durch die metabolische Aktivitdat nach einer RL2-Stimulation tGberprift (siehe Abbildung 32).
Innerhalb von BT549 und T47D Zellen kann dabei jeweils nach sechs Stunden RL2 Stimulation
eine Reduzierung der metabolischen Aktivitat beobachtet werden (siehe Abbildung 32A, C).
Dagegen verhalten sich die Werte in allen Proben von SKBR3 Zellen fast identisch. Die
Messwerte der stimulierten Proben liegen kaum unter den Werten der unstimulierten Probe
und verdeutlichen damit, dass RL2 nicht die Aktivitat des Zellmetabolismus in SKBR3 Zellen
reduzieren kann. Insgesamt zeigen die Versuche, dass BT549 und T47D Zellen sensitiv auf

eine RL2 Stimulation reagieren, SKBR3 Zellen hingegen resistent gegen die RL2-Stimulation
sind (siehe Abbildung 32B).
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Abbildung 32 RL2 reduziert die metabolische Aktivitat in verschiedenen Mammakarzinomzelllinien: BT549 (A), SKBR3 (B) und T47D (C)
Zellen werden flr die angegebene Zeit mit den angegebenen Konzentrationen von RL2 stimuliert. Die metabolische Aktivitat wird mit Hilfe eines
metabolischen Assays bestimmt. Die gemessene Zellviabilitat wird gegen die jeweilige unstimulierte Probe normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte
von unabhéangigen, normierten Triplikaten. Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe des ordinary one-way ANOVA-Tests und des Tukey-Tests
(Umklammerung). Beurteilung des Tests siehe Kapitel 2.2.11. Abkiirzung: RU: relativ unit. Modifiziert nach [293].

Neben der Zellviabilitat wird die Induzierung der Mitophagie durch RL2 Uberprift. Dazu werden
die Zellen bis zu sechs Stunden stimuliert und anschlieend wird das Niveau der Mitophagie-
Markerproteine LC3 I, BNIP3 und NIX analysiert. Vor allem in BT549 Zellen nimmt die Menge
an LC3 II, NIX und BNIP3 nach einer RL2-Behandlung zu. Auf einem niedrigeren Niveau finden
diese Zunahmen auch in SKBR3 und T47D Zellen statt (siehe Abbildung 33A). Die gezeigten
Steigerungen werden durch die Quantifizierungen der Proteinsignale bestétigt (siehe
Abbildung 33B, C). Insgesamt kann vor allem in den sensitiven Zelllinien eine Zunahme der
Mitophagie-Markerproteine erfasst werden, wobei das Niveau dieser Proteine dort bereits in
den unstimulierten Proben erhoht ist. Daher ist die Induzierung der Mitophagie durch eine RL2-
Stimulation in BT549 Zellen besonder sichtbar.
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Abbildung 33 Induzierung von Mitophagie in verschiedenen Zellen: BT549, SKBR3 und T47D Zellen werden fiir die angegebene Zeit mit der
angegebenen Konzentrationen von RL2 stimuliert (A). Gezeigt wird ein reprasentatives Experiment, stellvertretend fir drei weitere unabhangige
Versuche. Fir die Signale von LC3-1 und LC3-llwerden kurze Belichtungen (s.e./ short exposure) und lange Belichtungen (l.e./ long exposure)
dargestellt. Die Quantifizierungen der Proteinsignale LC3-Il (B) und BNIP3 (C) werden fiir diesen Versuch dargestellt. Abkirzungen: s.e.: short
exposure; l.e.: long exposure; RU: relative unit. Modifiziert nach [293].
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3.2.7 DXR Co-Stimulation mit RL2 fuhrt zu einem erhohten Effekt in
BT549 Zellen

RL2 zeigte in friheren Versuchen sensitivierende Effekte auf Co-Stimulationen im Hinblick auf
eine erhdhte Reduzierung der Zellviabilitat bei langeren Stimulationszeiten (siehe Kapitel
3.2.3). Deshalb soll nachfolgend untersucht werden, ob diese steigernden Co-Effekte mit
weiteren Stimulanzien erzielt werden kénnen. Eine potenzielle Co-Stimulation mit RL2 ist das
etablierte und bereits in der Karzinom-Therapie verwendete DXR (Doxorubicin). DXR ist ein
Interkalant, welches auf die DNA und RNA wirkt, wodurch die DNA-Synthese gestort wird und
es zu einer Radikalbildung kommt [294]. Zwar wird DXR bereits seit den 1960er Jahren
verwendet, jedoch besitzt es weitreichende Nebenwirkungen fur den Patienten [294]. Die
gegenseitigen Effekte von RL2 und DXR werden anhand der Zellviabilitat Gberpruft. Dazu wird
als erstes der additive Effekt der Co-Stimulation in RL2-sensitiven Zellen erfasst. Die
Zellviabilitat von BT549 Zellen wird durch 10 yM DXR-Behandlung um etwa ein Drittel nach
24 h reduziert. Die RL2-Behandlung fuhrt zu einer Reduzierung der Zellviabilitat um etwa das
gleiche Niveau. Innerhalb der Co-Stimulation wird die Zellviabilitdt starker als die
Einzelstimulationen reduziert, was dadurch die additiven Effekte zeigt (siehe Abbildung 34A).
DXR wirkt in SKBR3 Zellen hingegen weitaus potenter (siehe Abbildung 34B). Die Zellen sind
weiterhin nicht sensitiv beziiglich einer RL2-Behandlung. Jedoch liegt die Reduzierung der
Viabilitat durch die Co-Stimulation auf dem gleichen Niveau wie eine reine DXR-Behandlung.
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Somit kommt es weder zu additiven noch hemmenden Effekten von RL2 auf DXR in SKBR3
Zellen (siehe Abbildung 34B). Aufgrund der starken Viabilitits-Reduzierung werden
darauffolgend die Effekte durch niedrigere DXR-Konzentrationen analysiert (siehe Abbildung
34C, D). Auch bei einer niedrigen Konzentration von 1,5 yM DXR kénnen innerhalb der Co-
Stimulation mit RL2 in BT549 Zellen nur additive Effekte gemessen werden (siehe Abbildung
34C). Innerhalb von SKBR3 Zellen kdnnen weder sensitivierende noch hemmende Effekte
durch RL2 auf die Co-Stimulation mit DXR beobachtet werden. Somit kann gezeigt werden,

dass RL2 keinen Einfluss auf die Reduzierung der Zellviabilitdt von SKBR3 Zellen durch DXR
besitzt.
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Abbildung 34 DXR Co-Stimulation sensitiviert SKBR3 Mammakarzinomzellen nicht fiir eine RL2-Behandlung: BT549 (A, C) und SKBR3 (B,
D) Zellen werden fiir die angegebene Zeit mit den angegebenen Konzentrationen von RL2 stimuliert. Die Zellviabilitdt wird mittels ATP-Gehalt
bestimmt. Die gemessene Zellviabilitat wird gegen die jeweilige unstimulierte Probe normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von unabhangigen,
normierten Triplikaten. Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe des ordinary one-way ANOVA-Tests (Linie) und des Tukey-Tests
(Umklammerung). Beurteilung des Tests siehe Kapitel 2.2.11. Abkurzung: RU: relative unit. Modifiziert nach [293].

In friiheren Versuchen konnten inhibitorische Effekte von RL2 auf die Caspase-Kaskade nach
einer TRAIL-Stimulation beobachtet werden (siehe Kapitel 3.2.4). Diese Effekte kdnnen nicht
in Co-Stimulationen von RL2 und DXR beobachtet werden. In BT549 Zellen steigt das Niveau
der Caspase-3/7-Aktivitat durch die DXR-Stimulation stark an. Auch nach einer RL2-
Behandlung nimmt die Aktivitat leicht zu. Durch die Co-Stimulation steigt die Aktivitat weiter

an, verglichen mit den Einzelstimulationen. Somit sind auch bei der Caspase-3/7-Aktivitat
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additive Effekte zu sehen (siehe Abbildung 35). Innerhalb von SKBR3 Zellen steigt das Level
der Caspase-3/7-Aktivitat durch eine RL2-Stimulation leicht an. Demgegentber steigt die
Aktivitat durch eine DXR-Behandlung starker an und erhoht sich innerhalb der Co-Stimulation
weiter. Es kdnnen daher leicht sensitivierende Effekte durch RL2 auf die DXR-induzierte
Caspase-3/7-Aktivitat in SKBR3 Zellen gemessen werden (siehe Abbildung 35). Jedoch ist
insgesamt das Niveau der Caspase-3/7-Aktivitat in SKBR3 Zellen niedriger, verglichen mit
BT549 Zellen.
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Abbildung 35 RL2 verstarkt teilweise die DXR-induzierte Caspase-Kaskade: BT549 und SKBR3 Zellen werden fiir sechs Stunden mit den
angegebenen Konzentrationen von RL2 und DXR stimuliert. Die Caspase-3/7-Aktivitat wird mittels Caspase-3/7-Assay bestimmt. Die gemessene
Aktivitat wird gegen die jeweilige unstimulierte Probe normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von unabhangigen, normierten Triplikaten. Die
statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe des ordinary one-way ANOVA-Tests und des Tukey-Tests (Umklammerung). Beurteilung des Tests siehe
Kapitel 2.2.11. Abkiirzung: RU: relative unit. Modifiziert nach [293].

Die Caspase-3/7-Aktivitat konnte mit Hilfe von Assays bestimmt werden. Zusatzlich soll die
Spaltung der Procaspasen-3 und -8 Gberprift werden (siehe Abbildung 36). BT549 und SKBR3
Zellen werden wie zuvor mit RL2, DXR oder der Co-Stimulation fir 24 Stunden behandelt und
durch das Western Blot Verfahren analysiert. Dabei kann in BT549 Zellen gezeigt werden,
dass sowohl DXR als auch RL2 zu einer Spaltung von Procaspase-3 fuhren, wobei RL2 eine
schwachere Spaltung induziert. Wie zuvor innerhalb der Aktivitats-Assays, kann die Co-
Stimulation zu einer verstarkten Spaltung und mehr Spaltprodukten von Procaspase-3 flhren
(siehe Abbildung 36). Procaspase-8 wird ebenfalls durch DXR in BT549 Zellen gespalten, die
Zunahme der Spaltprodukte ist jedoch geringer. Innerhalb von SKBR3 Zellen kommt es zu
einer geringeren Procaspase-3-Spaltung nach DXR Behandlung und keiner Spaltung durch
RL2. Jedoch nehmen die Spaltprodukte ebenfalls durch die Co-Stimulation zu. Verglichen mit
BT549 Zellen besitzen SKBR3 Zellen ein héheres Proteinniveau an Procaspase-8. Wie zuvor
bei Procaspase-3, wird Procaspase-8 nur durch DXR gespalten, allerdings nehmen die
Spaltprodukte auch in der Co-Stimulation zu. Gleiche Tendenzen kénnen bei der Spaltung von
PARP1 detektiert werden (siehe Abbildung 36). Insgesamt verdeutlichen diese Versuche, dass
es in BT549 zu additiven Effekten zwischen RL2 und DXR auf die Caspase-Kaskade kommt.
In SKBR3 Zellen fuhrt eine Co-Stimulation von DXR und RL2 hingegen lediglich zu einem
leichten Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitat.
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Abbildung 36 Induzierung der Caspase-Kaskade in BT549 und SKBR3 Zellen: BT549 und SKBR3 Zellen werden fiir die angegebene Zeit mit
den angegebenen Konzentrationen von RL2 und DXR fiir 24 Stunden stimuliert. Gezeigt wird ein reprasentatives Experiment, stellvertretend fiir
drei weitere unabhangige Versuche. Fir die Signale von Caspase-3 und Caspase-8 werden jeweils kurze Belichtungen (s.e./ short exposure) und
lange Belichtungen (l.e./ long exposure) gezeigt. Abklirzungen: s.e.: short exposure; l.e.: long exposure. Modifiziert nach [293].

3.2.8 RL2- und DXR-Co-Stimulationen erhohen die LDH-
Ausschiuttung in BT549 Zellen

Nach einer Uberpriifung der Effekte von RL2 und DXR Co-Stimulationen in BT549 und SKBR3
Zellen auf die Zellviabilitdt und die Induzierung der Caspase-3-Aktivitat, soll anschliel3end
erfasst werden, ob die Co-Stimulation additive Effekte auf die Zytotoxizitat besitzt (siehe
Kapitel 2.2.5). Dazu wird die LDH (engl. lactate dehydrogenase) -Freisetzung nach 24-
stindiger Stimulation von RL2, DXR oder der Co-Stimulation bestimmt (siehe Abbildung 37).
Innerhalb von BT549 Zellen fihren RL2- und DXR-Einzelstimulationen zu einer Verdoppelung
der LDH-Freisetzung, verglichen mit der unstimulierten Probe. Eine fiinffache Freisetzung von
LDH kann nach der Co-Stimulation aus RL2 und DXR gemessen werden (siehe Abbildung
37A). Somit kommt es im Vergleich zu den Einzelstimulationen zu einer noch starkeren LDH-
Freisetzung durch die Co-Stimulation. Dadurch kann gezeigt werden, dass die Co-Stimulation
zu einer Erhéhung der Zytotoxizitat flhrt (siehe Abbildung 37A). In SKBR3 Zellen kann
ebenfalls eine Verdopplung der LDH-Freisetzung durch DXR beobachtet werden. Jedoch wird
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kein zusatzliches LDH mit Hilfe von RL2 ausgeschittet (siehe Abbildung 37B). Auch die in
BT549 Zellen gemessene Steigerung der Zytotoxizitat durch die Co-Stimulation kann nicht in
SKBR3 Zellen detektiert werden. Insgesamt ist das normierte Niveau der LDH-Freisetzung in
SKBR3 Zellen niedriger als in BT549 Zellen (siehe Abbildung 37). Obwohl die Co-Stimulation
aus DXR und RL2 die Caspase-3/7-Aktivitat in SKBR3 Zellen erhéht, kann kein Einfluss auf
die Zellviabilitat oder die Zytotoxizitat gemessen werden. Insgesamt konnte daher nur in
BT549 Zellen eine Steigerung der Zytotoxizitat durch die Co-Stimulation mit RL2 und DXR
erfasst werden, nicht jedoch bei den Einzelstimulationen.
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Abbildung 37 RL2 und DXR fiihren zu einer Erh6hung des Zelltodes in BT549 Zellen: BT549 (A) und SKBR3 (B) Zellen werden fiir 24 Stunden
mit den angegebenen Konzentrationen von RL2 und DXR stimuliert. Die Erhdhung der Zytotoxizitat wird mit Hilfe der Ausschittung von LDH
innerhalb eines LDH-Assays (LDH-Glo® Cytotoxicity Assay) bestimmt. Die gemessene Freisetzung wird gegen die jeweilige unstimulierte Probe
normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von unabhangigen, normierten Triplikaten. Die statistische Auswertung erfolgt mit Hilfe des ordinary one-
way ANOVA-Tests und des Tukey-Tests (Umklammerung). Beurteilung des Tests siehe Kapitel 2.2.11. Abkilrzung: LDH =engl. lactate
dehydrogenase; RU: relative unit. Modifiziert nach [293].

3.2.9 RL2- und DXR-Co-Stimulationen fiihren zu synergetischen
Effekten

Nachdem festgestellt wurde, dass RL2 und DXR Co-Stimulationen zu einer starkeren
Erhdhung der Zytotoxizitat fuhren und die Zellviabilitdt vermehrt reduzieren koénnen, soll
untersucht werden, ob die Effekte synergetisch, additiv oder antagonistisch sind. Dazu wird
mit Hilfe des ICso (mittlere inhibitorische Konzentration) -Wertes der Cl (engl. combinatorial
index) nach Loewe berechnet (siehe Kapitel 2.2.12). Die Berechnung der jeweiligen ICso -
Werte von RL2 und DXR erfolgen mit Hilfe der Messung der Zellviabilitadt durch den ATP-Gehalt
(siehe Abbildung 38A, B). Dabei konnte bestimmt werden, dass der ICso-Wert von RL2 bei
etwa 366 pg/ml liegt, wahrend DXR eine mittlere inhibitorische Konzentration von etwa 6,5 yM
in BT549 Zellen aufweist. In friheren Studien konnte ein ICso-Wert von etwa 300 pg/ml RL2 in
MDA-MB-231 Zellen erfasst werden [295]. Somit ist eine hdhere Konzentration von RL2 nétig,
um den mittleren inhibitorischen Effekt in BT549 Zellen zu erreichen. Nach der Berechnung
der ICso-Werte werden die zuvor verwendeten Konzentrationen auf synergetische Effekte
Uberprift (siehe Kapitel 2.2.12 und Abbildung 38C). Dabei zeigen die verwendeten
Konzentrationen (300 pg/ml RL2; 1,5 uM DXR; 5 yM DXR und 10 uyM DXR) keine
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synergetischen Tendenzen (siehe Abbildung 38D, E). Nur die Kombination aus 300 ug/ml RL2
und 1,5 uM DXR weist additive Tendenzen auf (siehe Abbildung 38D, E). Um zu Uberprifen,
in welchen Konzentrationen von RL2 und DXR synergetische Effekte moglich sind, werden
potenzielle Konzentrationen verwendet, um den CI zu bestimmen (siehe Abbildung 38E).
Dabei zeigt sich, dass niedrige Konzentrationen beider Stimulanzien zusammen eher zu
synergetischen Effekten neigen kdnnten, als hohere (siehe Abbildung 38F). Daher werden in
nachfolgenden Versuchen niedrigere Konzentrationen in Co-Stimulationen verwendet (siehe
Abbildung 39).
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Abbildung 38 Berechnung des ICs;-Wertes und Uberpriifung der Effekte innerhalb von Co-Stimulationen: BT549 Zellen werden mit RL2 (A)
oder DXR (B) fiir 24 Stunden stimuliert. Die Zellviabilitat wird mittels ATP-Gehalt bestimmt. Die gemessene Zellviabilitat wird gegen die jeweilige
unstimulierte Probe normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von unabhangigen, normierten Triplikaten. Berechnung des ICso-Wertes erfolgt mit
Hilfe des Programms Prism (siehe Kapitel 2.2.12). (C) Beurteilung des ClI (engl. combinatorial index): Griine Farbung bedeutet synergetische Effekte,
gelbe Farbung bedeutet additive Effekte und rote Farbung bedeutet antagonistische Effekte. (D) Berechnung und Klassifizierung des Cl aus zuvor
verwendeten Co-Stimulationskonzentrationen von RL2 und DXR in BT549 Zellen. (E) Isobologram des synergetischen und antagonistischen
Bereiches der verwendeten Konzentrationen aus (D). (F) Berechnung der potenziellen Cl von unterschiedlichen RL2 und DXR Konzentrationen,
sowie mogliche Klassifizierungen. Abkirzung: Cl: combinatorial index. Modifiziert nach [293].
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Einzelstimulationen von 50 pug/ml RL2, 100 ug/ml RL2 oder 0,5 uM DXR flhren zu keiner
signifikanten Reduzierung der Zellviabilitat in BT549 Zellen (siehe Abbildung 39A). Eine
signifikante Reduzierung der Zellviabilitat ist erst durch 200 pg/ml RL2, bzw. 1 yM DXR
maoglich. Dabei wird die Viabilitat durch 200 ug/ml RL2 um etwa ein Finftel reduziert, ahnlich
sind die Effekte durch die 1 yM DXR Stimulation. Allerdings fuhrt die Co-Stimulation mit den
niedrigsten Konzentrationen von RL2 (50 pg/ml) und DXR (0,5 uM) zu einer signifikanten
Senkung der Zellviabilitat um etwa ein Viertel (siehe Abbildung 39A). Obwohl die
Einzelstimulationen nicht ausreichen, um die Viabilitat der BT549 Zellen zu reduzieren, fihrt
die RL2-DXR-Co-Stimulation zu einer messbaren Senkung der Viabilitat. Zusatzlich senkt die
Co-Stimulation (50 pg/ml RL2 + 0,5 uM DXR) die Zellviabilitdt auf ein ahnliches Level ab wie
die hochste verwendete Einzel-DXR-Stimulation (2,5 pM).

Es kann beobachtet werden, dass die RL2-Co-Stimulationen mit 0,5 yM DXR-Konzentrationen
die gleichen Effekte aufweisen, wie niedrigere RL2-Co-Stimulation mit 2,5 yM DXR.
Beispielsweise senkt die Co-Stimulation aus 100 ug/ml RL2 und 2,5 yM DXR die Zellviabiltat
auf das gleiche Niveau wie die simultane Co-Stimulation aus 200 pg/ml RL2 mit 0,5 yM DXR.
Beide Co-Stimulationen senken die Viabilitat um etwa 3/5 der unstimulierten Probe ab (siehe
Abbildung 39A). Somit fihrt eine Erhéhung von RL2 zu einer Reduzierung der nétigen DXR
Konzentration auf ein Funftel, damit etwa gleiche Viabilitats-Effekte eintreten kénnen.

Darilber hinaus wurde in diesem Versuch der Cl.s (engl. combinatorial index anhand der engl.
response additivity) fur die verwendeten Konzentrationen tberpriift (siehe Kapitel 2.2.12; siehe
Abbildung 39B). Dabei wird sichtbar, dass alle verwendeten Kombinationen von RL2 und DXR
einen Effekt besitzen. Die Co-Stimulationen fiihren jeweils zu starkeren Effekten, verglichen
mit den zu erwarteten Effekten. Die zuvor berechneten antagonistischen Effekte
(Kombinationen aus Konzentrationen mit mehr als 200 pg/ml RL2 und 2,5 uM DXR) kénnen
nicht eindeutig gezeigt werden, da der Cl, auch bei diesen Konzentrationen eine positive
Tendenz von unter Eins aufweist. Jedoch kann fir die hohen Konzentrations-Kombinationen
ein stagnierender Effekt detektiert werden. Trotz Erhéhung der Stimulationskonzentrationen
wird die Zellviabilitdt nur in einem niedrigeren Mal gesenkt, verglichen mit den Kombinationen
aus niedrigeren Konzentrationen.

Insgesamt konnte in diesem Versuch gezeigt werden, dass RL2 und DXR vor allem in
niedrigen Konzentrationen synergetische Effekte von Co-Stimulationen besitzen kénnen.
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Abbildung 39 RL2- und DXR-Co-Stimulation fiihrt zu synergetischen Effekten: BT549 Zellen werden fiir 24 Stunden mit den angegebenen
Konzentrationen von RL2, DXR oder simultan stimuliert (A). Die Zellviabilitdt wird mittels ATP-Gehalt bestimmt. Die gemessene Zellviabilitat wird
gegen die jeweilige unstimulierte Probe normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von unabhangigen, normierten Triplikaten. Die statistische
Auswertung erfolgt mit Hilfe des ordinary one-way ANOVA-Tests (Linie) und des Tukey-Tests (Umklammerung). Beurteilung des Tests siehe Kapitel
2.2.11. Berechnung und Klassifizierung der Cla (engl. combinatorial index) anhand der ra (engl. response additivity) (B). Berechnung und
Klassifizierung anhand von Kapitel 2.2.12: griine Farbung der Werte bedeuten synergetische, bzw. positive Effekte. Abkirzungen: Cl: combinatorial
index; ra: response additivity; RU: relative unit. Modifiziert nach [293].
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4 Diskussion

Der programmierte Zelltod ist ein essentieller Bestandteil der Homobostase innerhalb
multizellularer Organismen (zusammengefasst in [3]). Eine Dysregulation dieses Prozesses
und seiner Signalwege kénnen zu erheblichen Erkrankungen fihren (zusammengefasst in [3]).
Die wissenschaftliche Auseinandersetzung mit den Prozessen ist fur zuklnftige Therapien
sehr wichtig. Innerhalb des programmierten Zelltodes nimmt die Apoptose eine Sonderrolle
ein, da sie einen zielgerichteten Zelltod bedeutet, an dessen Ende die zurlickgebliebenen
Kompartimente von umliegenden Zellen abgebaut werden kdnnen. Ein vielseitiges Protein der
Signalkaskade ist Caspase-8 [112]. Durch dessen Aktivierung kann das zuvor induzierte
Todessignal weitergeleitet werden. Allerdings bietet dieses Protein auch eine potenzielle
Storstelle der Signalwege, was zu einer Verhinderung des Signals fuhren kann wie
beispielsweise durch PTM [126].

Aufgrund einer Anzahl an Mutationen, die im Verdacht stehen, an Erkrankungen beteiligt zu
sein, ist Caspase-8 eine mdgliche Variable fir die Dekodierung des Zelltodes und
Ausgangspunkt flir potenzielle Therapeutika (siehe Kapitel 1.2.2.5).

Die Untersuchung neuer potenzieller Therapeutika ist ebenfalls ein essentieller Bestandteil der
Grundlagenforschung. So gibt es neben den aktuellen Formen auch die Bestrebungen,
natirlich vorkommende Proteine, Peptide und Antikérper einzusetzen. Eines dieser Peptide ist
RL2 (siehe Kapitel 1.5). In ersten Versuchen zeigt RL2 ein vielversprechendes Potenzial, um
den Zelltod innerhalb von Mammakarzinomzellen zu induzieren. Jedoch ist bis dato der RL2-
induzierte Mechanismus unbekannt. Ohne Dekodierung des Mechanismus ist die weitere
Verwendung nicht moglich, sodass die Erforschung dieses Mechanismus als Voraussetzung
fur weitere Schritte erforderlich ist. Auch die Interaktion mit bereits etablierten Stimulanzien
muss weiterhin untersucht werden, um gegenseitige Effekte zu erfassen.

4.1 Die Bedeutung einer moglichen Methylierung flir
Procaspase-8

An Procaspase-8 konnten bereits unterschiedliche PTM detektiert werden (siehe Kapitel
1.3.1). Bis zu dieser Dissertation konnten keine Hinweise auf Modifikationen durch
Methylierungen an Procaspase-8 erfasst werden. Eines der Hauptthemen dieser Arbeit ist
deshalb die Untersuchung von Caspase-8 auf eine potenzielle Methylierung.

4.1.1 Interaktion von Procaspase-8 mit dem PRMT5-Komplex

PRMTS5 und die dazugehdrigen Komplexe besitzen eine grofle Bandbreite an
Interaktionsmaoglichkeiten. In friiheren Studien konnten Interaktionen innerhalb des Nukleus,
aber auch innerhalb des Zytosols beobachtet werden (siehe Kapitel 1.3.2). Mit Hilfe
verschiedener IP konnte in dieser Dissertation gezeigt werden, dass es diverse Hinweise auf
eine Interaktion zwischen Procaspase-8 und dem PRMT5-Komplex gibt (siehe Kapitel 3.1.1).
Sowohl mit Hilfe der MS-Analyse als auch durch Western Blot Analysen konnten potenzielle
Signale von PRMT5 innerhalb von Procaspase-8-Co-IP erfasst werden. Auch mit Hilfe einer



Diskussion 91

PRMT5-Co-IP konnten etwaige, schwache Procaspase-8-Signale gezeigt werden (siehe
Abbildung 12C). Andere IP mit anti-RIOK1- oder anti-WD45-Antikérpern konnten weder
mutmallliche Signale von Procaspase-8 noch dessen Untereinheiten erfassen (Daten nicht
gezeigt).

Wahrend Procaspase-8 vor allem innerhalb des Zytosols lokalisiert ist, ist die Lokalisierung
des PRMT5-Komplexes von der Zusammenstellung abhangig. Falls RIOK1 innerhalb des
PRMT5-Komplexes vorhanden ist, ist der Komplex vermehrt innerhalb des Zytosols lokalisiert
[213]. Potenzielle Signale von RIOK1 konnten ebenfalls innerhalb von Caspase-8-Co-IP
erfasst werden. Diese Signale deuten auf eine mogliche Interaktion des Komplexes aus
PRMT5, WD45 und RIOK1 mit Procaspase-8 innerhalb des Zytosols hin. Verstarkend kommt
hinzu, dass potenzielle Signale von Procaspase-8, RIOK1, PRMT5 und WD45 mit Hilfe einer
MS-Analyse von CD95L-IP gemessen wurden. Zusatzlich wurden mogliche Procaspase-8,
PRMT5 und RIOK1 Banden in einer DISC-IP erfasst (siehe Anhang 5). Mdgliche Signale der
weiteren Komplexe mit den Mitgliedern plCIn oder COPRS5 konnten nicht durch MS-Analysen
erfasst werden (Daten nicht gezeigt). Dies lasst die Vermutung zu, dass die mdgliche Komplex-
Interaktion innerhalb des Zytosols im Beisein von RIOK1 stattfinden kann bzw. teilweise dort
stattfindet [213]. Zusatzlich scheint es sich um eine transiente Interaktion zu handeln. Die
Signale der PRMT5-Komplex-Mitglieder sind in DISC und Procaspase-8-IP schwacher im
Vergleich zu bereits erfassten Procaspase-8 Interaktionen wie z.B. mit FADD. Umgekehrt sind
die potenziellen Procaspase-8-Signale in PRMT5-IP auf einem niedrigeren Niveau, verglichen
mit RIOK1 und WD45. Dies verdeutlicht, dass es sich nicht nur um eine transiente Interaktion
zu handeln scheint, sondern die mdglichen Interaktionen zwischen dem PRMT5-Komplex und
Procaspase-8 in einem schwacheren Male erfolgen.

Mit Hilfe der CD95L-Stimulation werden die DISC-Formierung sowie die Aktivierung von
Caspase-8 induziert. Jedoch werden potenzielle Signale des PRMT5-Komplexes, sowohl vor
der Stimulation als auch danach, durch die Caspase-8-IP erfasst. Dabei erfolgt kaum eine Zu-
oder Abnahme der detektierten Signale. Die potenzielle Interaktion konnte somit regelmaRig
stattfinden, ohne dass zwischen einer dauerhaften oder kurzzeitigen und transienten
Interaktion unterschieden werden kann. Insgesamt konnten die ersten Hinweise erfasst
werden, dass Caspase-8 wahrscheinlich mit dem PRMT5-Komplex interagieren kann (siehe
Abbildung 40). Allerdings ist es mdglich, dass weitere Mitglieder des DISC an der potenziellen
Interaktion mit dem PRMT5-Komplex beteiligt sind. Diese Untersuchungen muissen in
zukunftigen Studien durchgefuhrt werden.

Hauptaktivitdt von PRMTS ist die Mono- oder symmetrische Di-Methylierung des Arginins
eines Proteins. Dabei kann die Interaktion kurzzeitig bzw. indirekt erfolgen. Grundlage dafur
ist die Aktivierung von PRMT5 durch Komplexbildung, bei dem die Komplexmitglieder als
Rekrutierungsplattform dienen. Potenzielle Signale von RIOK1 und WD45 wurden neben
Signalen von PRMT5 in Caspase-8-IP detektiert und ermdglichen eine PRMT5-
Komplexbildung.

Dies lasst die Vermutung zu, dass Caspase-8 und PRMT5 innerhalb eines Komplexes
vorkommen kdnnen. Potenzielle Mono-Methylierungen konnten an Caspase-8 nicht
festgestellt werden. Auch Hinweise auf asymmetrische Di-Methylierung konnten nicht
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Gleichzeitig gibt es verschiedene Hinweise auf eine
symmetrische Di-Methylierung. Dies kann zusatzlich darauf hindeuten, dass Caspase-8
moglicherweise mit dem PRMT5- Komplex interagieren kann, da aktives PRMTS zu diesen
Methylierungen fihren kann.
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Abbildung 40 Mogliche Interaktion zwischen Procaspase-8 und dem PRMT5-Komplex: Procaspase-8 kann mit dem PRMT5-Komplex
interagieren. Dabei kann die Methylierung von Procaspase-8 erfolgen.

Durch die Versuche konnten Hinweise auf zwei unterschiedliche Effekte beobachtet werden.
Einerseits besteht die Mdglichkeit, dass Procaspase-8 mit dem PRMT5-Komplex, bestehend
aus RIOK1, WD45 und PRMTS5, interagieren kann, ohne dass eine Stimulation nétig ist (siehe
Kapitel 3.1.1.). Andererseits sind die Hinweise auf eine symmetrische Di-Metylierung nur in
Proben nach einer CD95L-Stimulation zu beobachten. Es ist daher mdglich, dass Procaspase-
8 transient mit dem PRMT5-Komplex ohne Stimulation interagieren kann. Die potenzielle
symmetrische Di-Methylierung erfolgt hingegen erst durch die Stimulation mit CD95L. Es gibt
Hinweise, dass auch die Spaltprodukte symmetrisch di-methyliert werden kénnen (siehe
Kapitel 3.1.2). Im Zuge der CD95L-induzierten Formierung des DISC kommt es zu einer
Konformationsanderung von Caspase-8. Durch diese Anderung ist es méglich, dass
potenzielle Methylierungsstellen von Caspase-8 zuganglicher sind und somit etwaige
Methylierungen vereinfachen. Zuséatzlich kdnnte die symmetrische Di-Methylierung zu
stabilisierenden Effekten der p18 und p10 Untereinheiten von Caspase-8 flihren. In friiheren
Studien konnte bereits nachgewiesen werden, dass Procaspase-8 durch unterschiedliche
PTM stabilisiert werden kann [187]. Zuséatzlich wird in einer alteren Studie verdeutlicht, dass
die Methylierung durch PRMT5 zu einer Stabilisierung des Zielproteins fuhren kann [196].
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4.1.2 Reduktion der Caspase-8-Aktivitat durch Inhibierung von
PRMTS5

In ersten Versuchen konnten Hinweise auf eine potenzielle Caspase-8 Interaktion mit dem
PRMT5-Komplex erfasst werden und, dass Caspase-8 von diesem potenziell symmetrisch di-
methyliert wird (siehe Kapitel 4.1.1). Um den Einfluss der PRMT5-Aktivitat auf die Spaltung
und Aktivitat von Caspase-8 zu Uberprifen, wurde der PRMT5-spezifische Inhibitor EPZ
ausgewahlt. Dabei fuhrt EPZ zu einer Reduzierung der Caspase-8-Spaltprodukte (siehe
Kapitel 3.1.3). Zusatzlich wird die Spaltung der Initiator-Caspase-3 reduziert. Daher ist es
maoglich, dass die Reduzierung der PRMT5-Aktivitat die CD95L-induzierte Caspase-Kaskade
beeinflusst. Dies wird auch deutlich an der Spaltung von PARP1, welches ein Ziel-Substrat der
Caspase-Kaskade ist (siehe Kapitel 3.1.3). Somit wird erkennbar, dass die Aktivitat von
PRMT5 einen Einfluss auf die Aktivitat von Caspase-8 bzw. auf die Caspase-Kaskade besitzt
(siehe Abbildung 41). Dies deutet darauf hin, dass die Konformationsanderung von Caspase-
8 am DISC mit Hilfe von Methylierungen beeinflusst werden kann. Allerdings ist es auch
maoglich, dass die Stabilitat der Caspase-8-Untereinheiten durch die Reduzierung der PRMT5-
Aktivitat gesenkt werden kann.

Der Einfluss von PTM auf die Stabilitat bei Caspase-8 konnte bereits in friheren Studien
untersucht werden [187]. Durch die Hemmung von PRMT5 kommt es zu einer Reduzierung
der potenziellen Caspase-8-Methylierung, welche durch die reduzierenden Effekte innerhalb
von SYM-10-IP deutlich wird (siehe Kapitel 3.1.3). Die mogliche symmetrische Di-Methylierung
von Caspase-8 scheint somit von EPZ Gber PRMTS gehemmt zu werden (siehe Abbildung 41).
Neben EPZ wurde der Einfluss eines weiteren PRMT-Inhibitors in Versuchen tberprift (Daten
nicht gezeigt). Dieser Inhibitor, AMI-5, ist ein PRMT-Proteinfamilien-spezifischer Inhibitor,
jedoch reduziert er die Aktivitdt mehrer Mitglieder. Dabei zeigen sich dhnliche Tendenzen wie
bei EPZ (Daten nicht gezeigt).

In einigen Versuchen wurde der Pan-Caspase-Inhibitor zZVAD verwendet. Dabei wurde
deutlich, dass der spezifischere Caspase-Inhibitor zu einer starkeren Hemmung der Caspase-
8-Spaltung fuhrt (siehe Kapitel 3.1.3). Die Hemmung der Caspase-8-Aktivitat mit Hilfe von EPZ
ist hingegen eine indirekte Inhibition Uber die PRMT5-Aktivitat. Die Methylierung von Caspase-
8 fordert wahrscheinlich die katalytische Aktivitat, indem die Stabilitdt der Konformation erhoht
wird. Dabei ist die Methylierung jedoch nicht zwingend notwendig, sondern verlangert
moglicherweise die Halbwertszeit der Heterotetramere.

Eine vollstandige und langfristige Inhibierung der PRMT5-Aktivitdt durch EPZ ist nicht
durchfuhrbar, die Rolle von PRMTS ist zu vielseitig [296]. Eine komplette Inhibierung wirde
den zellularen Prozess in einem Umfang stoéren, dass nicht unterschieden werden kann, ob
die resultierenden Effekte durch die EPZ-Stimulation oder aufgrund der Inaktivierung von
PRMT5 erfolgen. Es kadme zu einer zu starken Hemmung der unterschiedlichen
Methylierungen, an denen PRMT5 beteiligt ist, wodurch zu grof3e Nebeneffekte auftreten
wurden [201]. Auch eine langere Vor-Stimulation fur eine vermehrte Inaktivierung ist aufgrund
der Beteiligung von PRMT5 an DNA-Reparatur- und Proliferations-Mechanismen schwierig
umzusetzen [210] [211]. Die Inhibierung der Aktivitat unterliegt daher einem Abwagen und
Abschatzen der inhibierenden Effekte auf die potenzielle Methylierung von Caspase-8
gegenuber den Nebeneffekten auf die gesamte Zelle. Die Hemmung der Caspase-8-Aktivitat
und die damit einhergehende Inhibierung der Caspase-8-Spaltung liefert jedoch einen
weiteren Hinweis bezuglich der potenziellen Caspase-8-Methylierung.
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Abbildung 41 PRMT5-Inhibierung reduziert die Caspase-8-Aktivitit: Gezeigt wird die potenzielle Interaktion zwischen Procaspase-8 und
PRMT5 nach CD95L-Stimulation. Der PRMT5-Komplex kénnte dabei mit Procaspase-8 interagieren und die Spaltprodukte kénnen anschlieRend
stabilisiert werden. Dies unterstltzt die Induzierung der Caspase-Kaskade und schlieflich die Apoptose. Simultane EPZ-Stimulation reduziert die
PRMT5-Aktivitat und kénnte dadurch die potenzielle Methylierung von Caspase-8 hemmen. Modifiziert nach [62].
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4.1.3 Potenzielle Methylierungsstellen bei Procaspase-8 und
Auswirkungen auf die Spaltung und Aktivitat von Caspase-8

Die potenzielle symmetrische Di-Methylierung von Caspase-8 kann anhand von spezifischen
Methylierungsstellen erfolgen [297]. Diese bestehen aus Arginin, sowie ein oder zwei Glycin
AS [207] [208] [209] [297]. Diese Aminosauresequenz befindet sich innerhalb von Procaspase-
8 an zwei Stellen. Die erste Sequenz ist an AS R233, die zweite Sequenz an AS R435 (siehe
Abbildung 42). Beide Motive befinden sich nicht innerhalb der DEDs, sondern innerhalb der
p18-umfassenden Doméane (R233) oder in der p10-umfassenden Aminosaure-Region (R435)
(siehe Abbildungen 42 und 43). Daher ist es moglich, dass die potenziellen Caspase-8-
Methylierungen an allen Untereinheiten bzw. in Procaspase-8 vorkommen konnen.
Punktmutationen dieser beiden Methylierungsstellen kommen sowohl in ALPS als auch in
Karzinom-Erkrankungen vor (siehe Kapitel 1.2.2.5) [157] [158] [159] [164] [165] [162] [163].
Die Rolle, welche Punktmutationen innerhalb der Erkrankungen besitzen, ist nicht
entschlusselt.

Es konnte beobachtet werden, dass durch die Einfihrung der Mutationen R233H und R435Q
in Procaspase-8, die Caspase-8-Aktivitat reduziert wird (siehe Kapitel 3.1.5). Auch der CD95L-
induzierte Zelltod sowie die Reduzierung der Zellviabilitdt werden in HeLa-CD95-C8-R233H
und HelLa-CD95-C8-R435Q Zellen inhibiert. Jedoch kommt es nach dreistiindiger CD95L-
Stimulation auch in diesen Zellen zu einer Spaltung von Procaspase-8a sowie Procaspase-3.
Eine Veranderung der Lokalisierung innerhalb des Zytosols von Procaspase-8a-R233H und —
R435Q konnte nicht beobachtet werden (siehe Kapitel 3.1.6). Zusatzlich konnten weder
potenzielle Signale von Procaspase-8a-R233H noch von Procaspase-8-R435Q innerhalb von
Co-IP detektiert werden. Im Gegensatz zu HeLa-CD95-C8-WT Zellen konnten in HeLa-CD95-
C8-R233H und HelLa-CD95-C8-R435Q Zellen keine mdglichen Caspase-8 Signale in der IP
erfasst werden. Diese Beobachtungen unterstiitzen die Hypothese, dass die beiden Arginine
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R233 und R435 notwendig sind, um Caspase-8 mdglicherweise
methylieren (siehe Kapitel 3.1.7).

symmetrisch zu di-
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Abbildung 42 Mdgliche Methylierungsstellen an Procaspase-8: Gezeigt wird die Aminosauresquenz von Procaspase-8 sowie dessen
potenziellen Methylierungsstellen fiir eine symmetrische Di-Methylierung (Rot umkreist). Zusatzlich werden potenzielle Punktmutationen dargestellt,
die unter Verdacht stehen, an Erkrankungen beteiligt zu sein (rote Buchstaben). AuRerdem werden die DED-Bereiche (gelb hinterlegt), p18-Region
(griin hinterlegt) und p10-Region (rostbraun hinterlegt) gezeigt.

Die symmetrische Di-Methylierung ist eine dauerhafte Modifikation, die meistens erst durch
eine Demethylase aufgehoben wird (zusammengefasst in [298]). Allerdings konnten bis dato
keine Arginin-spezifischen Demethylasen identifiziert werden, zudem wird ihre Existenz zum
Teil kontrovers diskutiert (zusammengefasst in [299] [300] [301]). Eine Untersuchung nach
potenziellen Demethylasen an Caspase-8 kdnnte die genaue Rolle der Methylierungen weiter
definieren. In diesen zukinftigen Studien sollte zusatzlich der Einfluss der Methylierungen auf
die Stabilitat von Caspase-8 untersucht werden, um bessere Einblicke in die Apoptose-
Regulation zu ermdglichen. Aufgrund des Einflusses des PRMT5-Inhibitors auf die Spaltung
von Caspase-8, dem Einfluss der Arginin-AS R233 und R435 auf die Caspase-8-Spaltung und
-Aktivitat sowie die Reduzierung der potenziellen Caspase-8-Methylierungs-Signale scheint
die symmetrische Di-Methylierung einen Einfluss auf die Caspase-8-Aktivitat zu haben.

Die potenzielle symmetrische Di-Methylierung der Caspase-8 Domanen scheint vor der
Spaltung von Procaspase-8 zu erfolgen (siehe Kapitel 3.1.1). Erst durch die CD95L-
Stimulation kann Caspase-8 potenziell an R233 und R435 symmetrisch di-methyliert werden
(siehe Kapitel 3.1.2, 3.1.4 und 3.1.7). Darauf deuten die mdglichen Caspase-8-Signale in den
beschriebenen IP hin. Dies legt nahe, dass auch Procaspase-8 an diesen Argininen modifiziert
werden kann (siehe Abbildungen 42 und 43). Weshalb die potenzielle Caspase-8-Methlyierung
erst nach der CD95L-Stimulation erfolgen kann, muss in zukinftigen Studien untersucht
werden.

Die potenzielle symmetrische Di-Methylierung kann als moglicher stabilisierender Faktor
dienen, jedoch wird auch bei Procaspase-8-R233H oder -R435Q die Caspase-Kaskade
initiiert. Dies geschieht allerdings in einem schwacheren Male als bei Procaspase-8-WT
(siehe Kapitel 3.1.5). Dabei konnte das entsprechend, andere Arginin mdglicherweise
symmetrisch di-methyliert werden und dadurch teilweise die fehlende Methylierung
kompensieren. Die Mutationen kdnnen zusatzlich einen destabilisierenden Effekt auf die
Proteinstruktur besitzen. Um dies zu verhindern, wurden Strukturanalysen durchgefuhrt und
die Mutationen so ausgewahlt, dass sie eine minimale Stérung der Struktur aufweisen.
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Abbildung 43 Potenzielle Methylierungstellen an Caspase-8: Gezeigt werden die Domanen und Untereinheiten von Procaspase-8 und Caspase-
8 sowie der Ort der potenziellen Stelle fir eine mdgliche symmetrische Di-Methylierung (rote Buchstaben). Bearbeitet nach [87].

Neben der Bedeutung als Apoptose-Initiator-Caspase ist Caspase-8 an unterschiedlichen
zelluldren Prozessen beteiligt (siehe Kapitel 1.2.2.4). Einige dieser Prozesse finden innerhalb
des Nukleus statt. Die Rolle der potenziellen Caspase-8-Methylierung auf diese Prozesse
muss in zuklnftigen Studien untersucht werden. Procaspase-8-WT wird sowohl wie
Procaspase-8-R233H und -R435Q innerhalb des Zytosols erfasst. Eine Beeintrachtigung
innerhalb von HelLa-CD95-C8-R233H und HelLa-CD95-C8-R435Q Zellen kann daher nicht
ausgeschlossen werden. Dies muss ebenfalls in zukinftigen Studien erforscht werden.

4.1.4 Die potenzielle Rolle der Caspase-8-Methylierung bei Zelltod
und Krankheiten

Durch Versuche konnten Hinweise auf eine potenzielle symmetrische Di-Methylierung von
Caspase-8 erfasst werden. Die Veranderung der wahrscheinlichen Methylierunsstellen von
Caspase-8 resultieren in einer negativen Beeintrachtigung der Caspase-Kaskade.

In einer kurzlich erschienenen Veroffentlichung konnte gezeigt werden, dass auch weitere
DISC-Proteine mit dem PRMT5-Komplex interagieren kénnen und von diesem beeinflusst
werden [302]. Dabei wird c-FLIP. durch PRMT5 inhibiert, wodurch eine vermehrte Caspase-
8-Aktivitat erzeugt werden kann. Jedoch ist die enzymatische Aktivitat von PRMT5 flr eine c-
FLIPL Beeinflussung nicht wichtig. Jedoch fiihrt die c-FLIP-PRMTS Interaktion zu einer
weiteren Interaktion mit der E3-Ligase ITCH. Dies ermoglicht die c-FLIP-Degradierung mit
Hilfe des Proteosoms [302]. Einen gegensatzlichen Effekt sieht man durch die potenzielle
symmetrische Di-Methylierung von Caspase-8, die als mdglicher Stabilisierungsfaktor der
Untereinheiten dienen kann. Damit kénnte der PRMT5-Komplex eine doppelte Bedeutung
besitzen: zum einen durch einen starkenden Effekt auf die Spaltung und Aktivitat von Caspase-
8, zum anderen wird dessen Inhibitor c-FLIP. gehemmt (siehe Abbildung 44). Diese
gegensatzlichen Effekte von PRMTS auf c-FLIP und Caspase-8 sind nicht eindeutig
entschlUsselt. Analysen fir die doppelte Rolle von PRMT5 missen daher in zuklnftigen
Studien untersucht werden. Dem gegentber steht die direkte Beeinflussung von Caspase-8
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durch die die Mutationen R233 und R435. Die Aktivierung von Procaspase-8 kann dadurch
direkt beeinflusst werden und nicht indirekt durch PRMT5 und c-FLIP.

( iﬁi ., | Caspase-8

Abbildung 44 Potenzielle Auswirkungen von PRMT5 und c-FLIP auf Caspase-8: Gezeigt wird das Zusammenspiel und die gegenseitigen
Effekte von c-FLIPL und PRMTS5. Innerhalb einer natirlich vorkommenden Zellpopulation wird Caspase-8 durch c-FLIPL inhibiert, gleichzeitig durch
einen Stimulus und dem Einfluss von PRMT5 in seiner Spaltung und Aktivitat unterstiitzt. PRMT5 inhibiert wiederum c-FLIPL, sodass ein
Gleichgewicht vorhanden ist. Innerhalb von Zellen mit niedriegerer c-FLIP. Expression kann das Protein zelltodférdernde Effekte aufweisen
(gestrichelter Pfeil).

Ein weiteres Protein, welches an Zelltod-Signalwegen beteiligt ist und mit PRMTS5 interagiert,
ist RIPK1. In einer kurzlich erschienenen Publikation konnte nachgewiesen werden, dass
PRMT5 an Komponenten des Ripoptosoms binden kann. Allerdings findet die detektierte
Interaktion nur zwischen RIPK1 und PRMT5 statt, nicht jedoch mit RIPK3. Es findet nur eine
Methylierung von RIPKS statt, wodurch eine rickwartsgewandte Kontrolle der RIPK1-Aktivitat
ermoglicht wird. Dieses Zusammenspiel mit weiteren Zelltod-Proteinen verdeutlicht, dass

Methylierungen und der PRMT5-Komplex an vielseitigen Signalwegen beteiligt sind [303].

Die Punktmutationen von Caspase-8 an R233 und R435 kénnen in verschiedenen Karzinom-
und ALPS-Erkrankungen nachgewiesen werden (siehe Kapitel 1.2.2.5). Welchen Einfluss
beide Mutationen innerhalb der Erkrankungen haben, ist allerdings noch nicht untersucht
worden. Spekulativ gesehen kénnten Procaspase-8-R233 und Procaspase-8-R435 zu einer
Reduzierung der Caspase-8-Aktivitat fihren, wodurch der Zelltod beeinflusst werden kénnte.
Innerhalb von den hier durchgefihrten in vitro-Analysen konnten Hinweise auf eine solche
Beeinflussung des Zelltodes erfasst werden. Die Homdostase kénnte daher in Patienten mit
mindestens einer von beiden Mutationen gestoért sein. Um den genauen Einfluss der
Punktmutationen in vivo zu entschlisseln, missen zukunftige Studien mit Hilfe von ex vivo
Proben der Patienten durchgefihrt und analysiert werden.

Die Verwendung der Punktmutationen als Angriffspunkt innerhalb von Karzinomerkrankungen
ist schwierig. In ersten Studien konnte nachgewiesen werden, dass DNA-Methyltransferasen
in Lungenkarzinomen eingesetzt werden kdnnen [304]. Jedoch zeigten andere Studien, dass
vor allem die Inhibierung von PRMT5 zu einer erfolgreichen Behandlung bei Tumoren fiuhren
kann [305] [306]. Daher ist es naheliegender, die Zelltod-Induktion in R233- und R435-
mutierten Zellen mit Hilfe von nicht Caspase-8-abhangigen Zelltodarten zu behandeln. Dies
wurde Nebeneffekte einer PRMT5-Beeintrachtigung auf andere zellulare Bereiche minimieren,
da es zu keinen zusatzlichen Methylierungen weiterer Prozesse kdme. Ob die veranderten
Procaspase-8 Proteine trotz der Beeintrachtigung in einem ausreichenden Mal3e aktiviert und
genutzt werden kdnnen, muss in zukunftigen Studien untersucht werden.
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4.2 Dekodierung des RL2-Signalweges und sein Einfluss
auf die extrinsische Apoptose

Neben der Dekodierung von Todesrezeptorsignalwegen, Mutationen und PTM spielen auch
natlrlich vorkommende Proteine und Peptide eine bedeutende Rolle flur potenzielle Karzinom-
Therapeutika. Eines dieser Peptide ist RL2, welches innerhalb von verschiedenen
Mammakarzinom-Zelllinien Zelltod induziert. Dabei waren bislang der RL2-induzierte
Signalweg sowie dessen Effekte auf die extrinsische Apoptose unbekannt.

4.2.1 Translokation von RL2 zu den Mitochondrien

RL2 besitzt eine molekulare Masse von etwa 13 kDa [276] [277]. Dartber hinaus weist RL2
einen pl-Wert (Isoelektrischer Punkt) von 9,85 sowie eine Hydrophobizitat von -0,9 auf [307]
[308]. Diese Werte deuten darauf hin, dass RL2 durch die Membran in das Zellinnere gelangen
kann. Unterstitzt wird diese These dadurch, dass RL2 ausschlielich innerhalb der Zellen
detektiert wurde (Daten nicht gezeigt) [291]. Zusatzlich sind keine Membran-Oberflachen-
Proteine oder -Rezeptoren innerhalb der MS-Analyse erfasst worden (siehe Kapitel 3.2.1)
[291]. Auch die starke Translokation von RL2 an die Mitochondrien in monomerer und dimerer
Form deutet auf die dortige Hauptinkteraktion hin (siehe Abbildung 23). Dabei neigt RL2
aufgrund seiner Struktur zu einer Aggregatformation [307].

An den Mitochondrien interagiert RL2 mit TOM70, welches ein Protein des TOM-Komplexes
ist (siehe Kapitel 3.2.1). Die RL2-Interaktion flhrt zu einer Beeintrachtigung der
mitochondrialen Funktion und einer daraus resultierenden Reduzierung des ATP-Gehalts
(siehe Abbildung 45) [291]. Dies ist einer der ersten Hinweise auf einen mitochondrialen Zelltod
wie der Mitophagie.

ADP ATP

Abbildung 45 RL2 transloziert innerhalb der Zelle an das Mitochondrium: RL2 gelangt durch die Zellmembran in das Innere der Zelle. Dort
transloziert das Peptid zum Mitochondrium und interagiert mit TOM70 an dem TOM-Komplex.

Die Interaktion von RL2 mit TOM70 kann sowohl Uber einen RL2-Pulldown, mit Hilfe von
massenspektrometrischer Analyse und Western Blot Analyse sowie TOM70-IP nachgewiesen
werden. Die Daten verdeutlichen, dass die Mitochondrien der Hauptinteraktionsort sind und
TOM70 der wichtigste Interakteur ist (siehe Kapitel 3.2.1) [291]. Dies wird durch den
inhibitorischen Effekt eines TOM70-KD auf die RL2-induzierte Reduzierung des ATP-Gehalts
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verdeutlicht [291]. RL2 besitzt jedoch keinen Einfluss auf die OCR (siehe Kapitel 3.2.1).
Innerhalb der Zellen ist es mdglich, dass es noch immer genug intakte Mitochondrien gibt oder
die beeinflussten Mitochondrien zwar weniger ATP erzeugen konnen, die Zellatmung
allerdings trotzdem normal stattfindet. Die RL2-Lokalisierung an den Mitochondrien ist ein
weiterer Hinweis auf den RL2-induzierten Zelltod (siehe Abbildung 45). Es verdeutlicht
zusatzlich, dass Mitophagie als mitochondrien-spezifische Autophagie eine entscheidende
Rolle innerhalb des RL2-induzierten Signalweges spielen kann.

4.2.2 Induzierung von Mitophagie in Mammakarzinomzelllinien
durch RL2

RL2 ist innerhalb von Mammakarzinomzellen an den Mitochondrien lokalisiert und interagiert
mit TOM70 an dem mitochondrialen Import-Komplex TOM und dort mit TOM70 (siehe Kapitel
3.2.1). In zeitgleichen Studien konnte gezeigt werden, dass eine RL2-Stimulation zu einer
Beeinflussung von autophagischen Faktoren fliihren kann [309]. Die Inhibition der Autophagie
mit Hilfe eines Inhibitors fihrte jedoch nicht zu einer kompletten Hemmung. Stattdessen flihrte
die Inhibierung zu einer leichten Sensibilisierung der Zellen und erfolgte nur in einem Male,
welches nicht ausreichend ist, um den RL2-induzierten Zelltod zu erklaren. Neben der leichten
Aktivierung von Autophagie fuhrt eine RL2-Stimulation zu einem Anstieg von ROS innerhalb
der Zellen [309]. Auch dieser Anstieg ist nicht ausreichend, um den RL2-induzierten Zelltod
vollstandig zu dekodieren. Stattdessen kann der ROS-Anstieg durch eine Beeintrachtigung
der Mitochondrien durch RL2 verursacht werden. Insgesamt konnte die Studie aus dem Jahr
2019 keine eindeutigen Erklarungen fur den RL2-induzierten Zelltod liefern. Jedoch enthalt sie
Hinweise, dass autophagische Prozesse an den zellularen Beeintrachtigungen durch RL2
beteiligt sein kénnen [309]. Darunter fallt der Anstieg von LC3-Il, welcher auch in
mitophagischen Zellen beobachtet wird und Autophagie mit Mitophagie verknupft [256] [257]
[309].Die RL2-Lokalisation, der Einfluss von TOM70 auf Mitophagie und die Hinweise auf
Autophagie fiihrten zu einer Uberpriifung mitophagischer Proteinmarker (siehe Kapitel 3.2.2).
Diese Proteine zeigen durch ihre Zunahme, dass RL2 Mitophagie innerhalb der Zellen ausldst
(siehe Abbildung 46). Die These wird zum einen durch den Anstieg der Mitophagie-Proteine
unterstitzt, zum anderen durch die Interaktion zwischen RL2 und TOM70 (siehe Kapitel 3.2.1).
Eine Beeintrachtigung von TOM70 fuhrt zu einer Import-Reduzierung von PINK1 [260] [261].
In gesunden bzw. normalen Mitochondrien wird PINK1 in das Innere der Mitochondrien
importiert und dort von PARL degradiert. Dieser Import erfolgt mit Hilfe des TOM-Komplexes,
wobei TOM70 als Rezeptor fur die Erkennung dient (siehe Abbildung 46) [261]. Die Bindung
von RL2 an TOM70 kann daher den Import von PINK1 unterbinden, wodurch Parkin rekrutiert
und ubiquityniliert werden kann. Dies erméglicht anschlieBend die weitere mitophagische
Signalweiterleitung. Dadurch kann RL2 zu einem Anstieg der Rezeptoren BNIP3 und NIX an
den Mitochondrien flhren, die fir die Weiterleitung eines Parkin-unabhangigen Signalweges
verantwortlich sind [250] [251] [252]. Dieser Signalweg ist zusatzlich TOM-unabhangig und
erfolgt durch den Anstieg hypoxischer Bedingungen oder eine Art Hungern der Zellen [253]
[254]. Da die OCR nicht durch RL2 beeintrachtigt wird, handelt es sich wahrscheinlich nicht
um Hypoxie als Ausléser des BNIP3- und NIX-Anstiegs. Stattdessen kann RL2 zu einer
Reduzierung des ATPs fihren und dadurch dessen Mangel erméglichen. Dieses zellulare
Aushungern kann in einem Anstieg von BNIP3 und NIX resultieren und damit zu einer
Verstarkung der Mitophagie flihren.
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Abbildung 46 RL2 kann durch die mdgliche TOM70-Interaktion Mitophagie innerhalb der Zelle induzieren: RL2 gelangt durch die
Zellmembran in das Innere der Zelle. Dort transloziert das Peptid zum Mitochondrium und interagiert mit TOM70 an dem TOM—Komplex. Dies
verhindert den regulativen PINK1-Import und Abbau in den Mitochondrien. Dadurch kénnen vermehrt PINK1-Proteine an der mitochondrialen
Membran binden und Parkin rekrutieren. Dadurch kann der PI3K-Komplex gebildet werden. Gleichzeitig nimmt die Menge von BNIP3 und NIX an
den Mitochondrien zu. Mit Hilfe von LC3 werden die Mitochondrien in das Autophagolysosom rekrutiert und abgebaut.

Daruber hinaus muss untersucht werden, welcher Bereich von RL2 mit TOM70 interagieren
kann. RL2 ist 111 AS lang und damit Ianger als Lactaptin (77 AS) oder RL1 (68 AS), aber kiirzer
als K-Casein (182 AS) (Abbildung 11). RL2 kann am effektivsten Zelltod induzieren, verglichen
mit RL1, Lactaptin oder K-Casein [277]. Ob die anderen Proteine und Peptide mit TOM70
interagieren konnen, ist nicht bekannt. Aufgrund ihrer geringeren Zelltodinduzierung ist es
moglich, dass ihnen (RL1, Lactaptin) eine Aminosaure-Sequenz fehlt, die fur die potenzielle
Interaktion mit TOM70 notwendig ist. Diese Aminosaure-Sequenz muisste in den ersten 24 AS
von RL2 vorhanden sein, da es Uberschneidungen mit den restlichen Peptiden gibt. Eine
weitere Moéglichkeit ist, dass sich die Interaktions-Sequenz von RL2 an einer exponierten Stelle
befindet und dadurch die Bindung an TOM70 ermdglicht. Dafiir spricht, dass K-Casein alle AS
von RL2 besitzt, jedoch nicht die gleiche Sensitivitat. Aufgrund der Grofie von K-Casein ist es
mdglich, dass es nicht im selben Umfang in die Zelle transloziert wird und dadurch weniger
effektiv ist. Fur eine genaue Untersuchung der potenziellen RL2-TOM70-Interaktion muss in
zukunftigen Versuchen das Bindemotiv beider Partner entschlisselt werden. Dies ermdglicht
die Modifikation von RL2, wodurch die Bindung und Interaktion mit TOM70 verbessert wird
und ein starkerer Zelltod induziert werden kann.
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4.2.3 Inhibierung des TRAIL-induzierten Zelltodes durch RL2

Die Behandlung von Mammakarzinomzelllinien mit RL2 fihrt zu einer potenziellen Induzierung
von Mitophagie und Zelltod. Allerdings erfolgt die Zelltod-Induktion durch RL2 auf einem
niedrigeren Level als bei bereits etablierten Apoptose-Induktoren wie z.B. CD95L oder TRAIL.
Sollen die Effektivitdt von RL2 verbessert und die Nebeneffekte der etablierten Induktoren
durch Minimierung der Konzentrationen gesenkt werden, kénnen kombinatorische
Behandlungen genutzt werden. Zusatzlich soll entschlisselt werden, welche Effekte der RL2-
induzierte Zelltod auf die extrinsische Apoptose besitzt. Es werden gegensatzliche Effekte in
zeitlicher Abhangigkeit erfasst (siehe Kapitel 3.2.3). Wahrend es zu einer Sensitivierung der
Mammakarzinomzellen in Richtung Zelltod nach 24 Stunden Co-Stimulation kommt, werden
in den Messpunkten zuvor hemmende Effekte detektiert (siehe Abbildungen 25 und 26) (siehe
Kapitel 3.2.3). Die sensitivierenden Effekte zeigen, dass niedrigere Konzentrationen fir
gleichbleibende Effekte verwendet werden kdnnen. Dies bietet das Potenzial fur Patienten,
schwacheren Nebenwirkungen ausgesetzt zu sein.

In den ersten Stunden der Co-Stimulation konnten inhibitorische Effekte beobachtet werden.
Diese sind durch die Inhibierung des TRAIL-induzierten DISC sowie der daraus resultierenden
Caspase-Kaskade zu erklaren (siehe Abbildung 47) (siehe Kapitel 3.2.4). Zwar hemmt RL2
nicht die gesamte DISC-Formierung, allerdings ist das Level der DISC-Bildung nicht
ausreichend, um die gleiche Caspase-8-Spaltung und -Aktivitdt wie nach einer TRAIL-
Stimulation zu induzieren. Dies flhrt dazu, dass die Aktivitat von Caspase-3/7 reduziert sowie
die Spaltung des Enzyms PARP1 hervorgerufen wird. Dabei werden sowohl die Pro-Formen
der Caspasen als auch deren Spaltprodukte reduziert. Auch das Level von pro-apoptotischen
Mitgliedern der Bcl-2-Familie wird gesenkt, obwohl das Proteinniveau von anti-apoptotischen
Proteinen nach einer RL2-Stimulation gesteigert wird (siehe Kapitel 3.2.5). Somit kommt es zu
einer kurzzeitigen Hemmung der pro-apoptotischen Signalwege von TRAIL durch RL2 (siehe
Abbildung 47). Auch die TRAIL-Stimulation besitzt hemmende Effekte auf die RL2-
Signalwege. Innerhalb der Co-Stimulation liegt die Steigerung des Proteinniveaus von
Mitophagie-Markerproteinen unter der Zunahme einer reinen RL2-Behandlung (siehe Kapitel
3.2.2).
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Abbildung 47 Inhibierung des Zelltodes innerhalb einer RL2-TRAIL-Co-Stimulation: TRAIL-Stimulation fihrt zu Bildung des DISC und
Induzierung der Caspase-Kaskade. Dies fiihrt zu Apoptose und Zelltod. Bei simultaner RL2-Stimulation bindet das Peptid an den Mitochondrien und
induziert Mitophagie. In den ersten Stunden nach der Stimulation fihrt dies zur Inhibierung des DISC, der Caspase-Kaskade und der Apoptose
(linke Seite). Modifiziert nach [62].

Somit gibt es eine potenzielle gegenseitige Hemmung der Signalwege. Die induzierte
Mitophagie unterbindet die Apoptose-Signalkaskade. Gleichzeitig kommt es bei langeren
Stimulationsdauern zu einer Sensitivierung in Richtung Zelltod. Zellen, die durch die TRAIL-
Stimulation nicht in den Zelltod gefuhrt werden konnten, werden durch die zusatzliche RL2-
induzierte Mitophagie sensitiviert und sterben ebenfalls. Dies ist durch die einsetzende
potenzielle Mitophagie mdglich, die fur die Zellen ein zusatzlicher Stoérfaktor ist (siehe
Abbildung 48). Die RL2-induzierte Mitophagie erfolgt vor allem dauerhaft und Uber einen
langeren Zeitpunkt. Dieses Zusammenspiel und die Sensitivierung von RL2 und TRAIL
ermoglichen die Reduzierung der Stimulations-Konzentrationen sowie der Nebenwirkungen
bei Einsatz als potenzielles Therapeutikum.
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Abbildung 48 Sensitivierung des Zelltodes innerhalb einer RL2-TRAIL-Co-Stimulation: TRAIL-Stimulation fiihrt zu Bildung des DISC und
Induzierung der Caspase-Kaskade. Dies fiihrt zu Apoptose und Zelltod. Bei simultaner RL2-Stimulation bindet das Peptid an den Mitochondrien und
induziert Mitophagie. Durch langere Stimulationsdauern entfallen die hemmenden Effekte der Mitophagie auf die Apoptose und es kann vermehrt
Zelltod induziert werden. Modifiziert nach [62].

4.2.4 RL2 als potenzielles Therapeutikum

Eine Behandlung mit RL2 flhrt zu Zelltod innerhalb von Mammakarzinomzelllinien und
sensitiviert Zellen innerhalb einer apoptose-spezifischen Co-Stimulation. Gleichzeitig wird in
anderen Zellarten kein Zelltod induziert [277]. RL2 besitzt daher wichtige Eigenschaften eines
potenziellen Therapeutikums. Es konnte gezeigt werden, dass RL2 auch in weiteren Zelllinien
die Zellviabilitdt reduziert (siehe Kapitel 3.2.6). BT549 und T47D sind beides
Mammakarzinomzelllinien und reagieren sensitiv auf eine RL2-Stimulation, wobei BT549
dreifach negative und T47D Era positive Zellen sind. Die zuvor getesteten Zelllinien MDA-MB-
231 und MCF-7 entsprechen den gleichen Arten (MDA-MB-231= dreifach negativ; MCF-7=
Era) (MCF-7-Daten nicht gezeigt). Die Zellviabilitdt der HER2 (humaner epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor 2) -positiven Zelllinie SKBR3 konnte nicht durch eine RL2-
Behandlung reduziert werden (siehe Kapitel 3.2.6). Gleichzeitig kann keine Steigerung der
Zytotoxizitdt anhand der LDH-Freisetzung gemessen werden. Dies kann an der
Uberexpression von Zellproliferations-Faktoren liegen, die einhergehen mit der
Uberexpression des Wachstumsfaktorrezeptors [310] [311].

Ein weiterer Faktor ist die Untersuchung der Effekte der RL2-induzierten Mitophagie auf
weitere Signalwege beispielsweise. den intrinsischen Signalweg ausgeldst durch DXR (siehe
3.2.6). Es konnte gezeigt werden, dass RL2 und DXR keine hemmenden Effekte innerhalb der
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ersten Stimulationsstunden in Co-Stimulation besitzen, jedoch additive Effekte Uber langere
Stimulationsdauern aufweisen (siehe Abbildung 49) (siehe Kapitel 3.2.7). Die Wirkzeit von
DXR spielt dabei eine entscheidende Rolle, da die Reduzierung der Zellviabilitat erst nach 24
Stunden erfolgt. Dies entspricht in etwa der starksten Zellviabilitats-Reduzierung durch eine
RL2-Behandlung. Die Co-Stimulation verdeutlicht zusatzlich, dass es additive Effekte bei der
Reduzierung der Zellviabilitat durch die RL2-DXR-Co-Stimulation geben kann. Auch die DXR-
induzierte Caspase-Kaskade kann durch eine RL2-Stimulation verstarkt werden. Selbst in
RL2-resistenten SKBR3 Zellen sind verstarkende Effekte von RL2 auf die DXR-induzierte
Caspase-Kaskade detektiert worden.

Fir die Uberpriifung der synergetischen Effekte wurden die ICs—Werte von DXR und RL2
bestimmt (siehe Kapitel 3.2.9). Dabei konnte beobachtet werden, dass RL2 in BT549 Zellen
einen héheren ICs—Wert besitzt als in MDA-MB-231 Zellen [295]. Fir weitere Zelllinien muss
der ICsp—Wert in zukinftigen Studien berechnet werden. Mit Hilfe der ICso—Werte konnten die
synergetischen, additiven und antagonistischen Bereiche nach Loewe erfasst werden (siehe
Kapitel 3.2.9). Die zuvor verwendeten Konzentrationen von RL2 und DXR liegen in den
durchgeflhrten Versuchen innerhalb von antagonistischen bzw. additiven Bereichen. Diese
gezeigten Konzentrationen wurden in den bisherigen Studien verwendet, weshalb sie in dieser
Arbeit ebenfalls genutzt wurden. AnschlieBend erfolgte die Uberpriifung der potenziellen
synergetischen Konzentrationen anhand eines Zellviabilitats-Assays. Dabei konnte gemessen
werden, dass RL2 und DXR in Co-Stimulationen zu einer Reduzierung der Zellviabilitat fihren
kénnen, obwonhl die Einzel-Stimulationen keine signifikanten Reduzierungen aufweisen. Somit
zeigen sich fir niedrige RL2- (50 pg/ml) und DXR- (0,5 uM) Konzentrationen synergetische
Effekte. Zusatzlich konnte ein potenzieller Reduktionseffekt von RL2 auf die DXR-
Konzentration erfasst werden. Durch die Erhéhung der RL2-Konzentration kann die
Konzentration von DXR um um etwa das Funffache gesenkt werden. Die resultierenden
Effekte bleiben dabei jedoch gleich. Zwischen diesen Proben konnte kein signifikanter
Unterschied gemessen werden. Dies ist besonders fur zukinftige Anwendungen interessant,
da bisher keine starken Nebeneffekte von RL2 erfasst werden konnten. DXR hingegen neigt
zu weitreichenden Nebeneffekten [294]. Eine Reduzierung von DXR mit Hilfe von RL2 kdnnte
somit Patienten deutlich von Nebenwirkungen entlasten. Es verdeutlicht auRerdem, dass RL2
als potenzielle Co-Stimulanz eingesetzt werden konnte

Neben den additiven Effekten von RL2 auf DXR-Behandlungen konnte mit Hilfe von SKBR3-
Zelllen eine erste Mammakarzinomzelllinie identifiziert werden, bei der kein Zelltod durch RL2
induziert werden kann. Bei SKBR3 Zellen handelt es sich um eine HER2 (iberexpremierende
Zelllinie, sodass Wachstumsfaktoren in einem héheren Male exprimiert werden. Dies konnte
die Erklarung fur die detektierte RL2-Resistenz darstellen. Zwar kann eine potenzielle
Induzierung der Mitophagie erfasst werden, jedoch kdnnen die Wachstumsfaktoren die weitere
Zelltodinduktion unterbinden. Dies konnte auch der Grund sein, weshalb es zu einer
reduzierten Zytotoxizitat und Senkung der Zellviabilitat in SKBR3 Zellen kommt. Der Umfang
an Mitophagie und aktiver Caspase-3 ist nicht ausreichend, um die Zellen in den Zelltod zu
uberflhren. Ein weiterer Grund fur die Inhibierung ist, dass das Proteinlevel der Mitophogy-
Marker-Protein niedriger ist als in sensitiven Zelllinien (siehe Kapitel 3.2.6). Um den Einfluss
der Uberexpression von HER2 zu untersuchen, missen neben SKBR3 Zellen weitere
Zelllinien untersucht werden.
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Abbildung 49 Separate Signalwege der DXR- und RL2-induzierten Zelltode: DXR agiert besonders stark als Interkalant und kann dariiber den
Zelltod induzieren. RL2 ist an den Mitochondrien lokalisiert und induziert nach einer TOM70-Interaktion Mitophagie. Dies fuhrt ebenfalls zum Zelltod.

Abkirzung: Ub.= Ubiquitinylierung. Modifiziert nach [293].

In zukinftigen Studien mussen weitere Zelltod-Induktoren in Co-Stimulation mit RL2
untersucht werden, um die Wechselwirkungen zu dekodieren. Dies ist notwendig, um RL2 als
potenzielles Therapeutikum zu etablieren, hemmende Effekte auf etablierte Zytostatika zu
entschlisseln und den genauen Mechanismus des RL2-induzierten Zelltodes zu dekodieren.
Durch den induzierten Zelltod und die sensitivierende Wirkung in Co-Stimulationen bietet RL2
das Potenzial als mdgliches Mammakarzinom-Therapeutikum verwendet zu werden.
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5 Ausblick

5.1 Bedeutung der potenziellen Methylierung von Caspase-
8

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Caspase-8 mdglicherweise symmetrisch di-
methyliert werden kann und dass eine Beeintrachtigung von Caspase-8 zu einer Reduzierung
der Caspase-Kaskade und des Zelltodes flihren kann (siehe 4.1). Bisher konnte in keiner
veroffentlichten Studie ein Zusammenhang zwischen Caspase-8 und der Methylierung an zwei
spezifischen Argininen nachgewiesen werden. Dies wurde vorallem anhand von
biochemischen Assays analysiert. In zukiinftigen Studien missen diese Daten mit Hilfe von
MS-Analysen validiert werden, um die genauen Effekte beispielsweise auf die Stabilitat der
Caspase-8 Heterotetramere die Methylierungen zu definieren.

Wahrend dieser nachfolgenden Analysen muss zusatzlich das Zusammenspiel zwischen der
symmetrischen Di-Methylierung und weiteren PTM an Caspase-8 untersucht werden. An
Caspase-8 konnten bereits zahlreiche PTM erfasst werden (siehe Kapitel 1.3.1). Welchen
Einfluss eine potenzielle Methylierung auf die weiteren PTM besitzt, konnte zu der
Entschlisselung der Bedeutung von Methylierung fur Caspase-8 und den Zelltod beitragen. In
diesem Zusammenhang kénnen auch zukiinftige Studien durchgefiihrt werden, die die Rolle
der mdglichen Methylierung von Caspase-8 auf nicht apoptotische-Signalwege untersuchen.

Dies umfasst die genaue Lokalisierung von Caspase-8 nach einer Methylierung. Zwar gibt es
Hinweise darauf, dass die potenzielle Interaktion zwischen dem PRMT5-Komplex mit
Caspase-8 innerhalb des Zytosols stattfindet, jedoch konnte Caspase-8 in anderen Studien
auch innerhalb des Nukleus nachgewiesen werden. Eine mdgliche Methylierung von Caspase-
8 inmitten des Nukleus ist daher mdglich und sollte in zukinftigen Untersuchungen
berucksichtigt werden.

Die potenzielle Methylierung von Caspase-8 steht in einem Zusammenhang mit den AS R233
und R435, welche mdgliche Methylierungsstellen sind. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass eine Mutation an diesen Stellen zu einer Reduzierung des Zelltodes fiihren kann. In ver-
schiedenen Karzinom-Erkrankungen, aber auch in ALPS-Erkrankungen, konnten Punktmuta-
tionen an den potenziellen Methylierungsstellen beobachtet werden.

In kiinftigen Untersuchungen sollte daher analysiert werden, ob es Zusammenhange zwischen
den Punktmutationen und den genannten Erkrankungen gibt. Diese Analysen kdnnten ex vivo
mit Hilfe von Patientenproben erfolgen und als Grundlage fiir weitere Studien dienen.
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5.2 Dekodierung des RL2-Mechanismus und dessen
Potenzial fur Karzinom-Therapien

In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass RL2 in Mammakarzinomzellen den Zelltod
auslost. Jedoch war bis zu dieser Arbeit nicht bekannt, welcher Mechanismus fiir den RL2-
induzierten Zelltod verantwortlich ist. Die Forschungsergebnisse im Rahmen dieser
Dissertation dekodieren den wichtigsten molekularen Hauptmechanismus des RL2-
induzierten Zelltodes. Diese Arbeit stellt damit die Grundlage fir zuklnftige Forschungen an
der Mitophagie, ausgeldost durch RL2, dar. Ein wesentliches Analysefeld sind die
Wechselwirkungen mit weiteren Zellprozessen, die nicht in direkter Verbindung mit der
Mitophagie stehen. Zusatzlich muss die Region der Interaktion zwischen RL2 und TOM70
untersucht werden. In zukinftigen Studien kdnnte diese Gruppierung fir eine Modifikation von
RL2 dienen, um die Langlebigkeit, Interaktionsstarke und Spezifitdt zu erhdhen. Eine solche
Modifikation wirde die Konzentration reduzieren und die einhergehenden, potenziellen
Nebeneffekte senken. Des Weiteren waren zusatzliche Anwendungen mdglich. Etwa als
Verabreichung mit Hilfe der mRNA-Technik, wodurch die Effektivitat des potenziellen
Therapeutikums erhéht wird, da RL2 in der betroffenen Region direkt erzeugt wird.

Die RL2-abhangige Induktion der Mitophagie kann ebenfalls in weiteren
Mammakarzinomzelllinien beobachtet werden, jedoch nicht innerhalb einer HER2-positiven
Zelllinie (siehe Kapitel 3.2.7). Aus diesem Grund mussen das Zusammenspiel der RL2-
induzierten ~ Mitophagie mit  den  Auswirkungen der  Uberexpression  von
Wachstumsfaktorrezeptoren und, ob weitere HER2-positive Zelllinien gegen eine RL2
Behandlung resistent sind, in zukinftigen Studien untersucht werden. Dies ermoglicht eine
spezifischere Anwendung von RL2 als potenzielles Therapeutikum. Eine genaue
Wechselwirkung zwischen RL2-induzierter Mitophagie und Wachstumsfaktoren konnte nicht
nachgewiesen werden. Potenzielle Interaktionen und Wechselwirkungen bieten einen
weiteren Angriffspunkt flr zuklnftige Therapeutika, kdénnen aber ebenfalls auch bei der
Dekodierung des restlichen RL2-Signalweges behilflich sein. Dazu gehért auch die
Untersuchung von RL2 mit dem bereits etablierten Therapeutikum Trastuzumab. Besonders
die Wechselwirkungen beider Stimulanzien in nicht sensitiven SKBR3 Zellen bieten ein
vielfaltiges Erforschungsgebiet und die Moglichkeit, resistente Mammakarzinomzellen zu
behandeln [312].

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die RL2-induzierte Mitophagie sensitive
Langzeiteffekte auf die von TRAIL ausgeldste, extrinsische Apoptose besitzt (siehe Kapitel
3.2.3). Darlber hinaus konnten additive Effekte auf den intrinsischen Zelltod mit Hilfe einer
DXR-Behandlung beobachtet werden. Beide Effekte zeigen, dass eine RL2-Co-Stimulation mit
weiteren Stimulanzien zu verstarkenden Effekten flhrt. Daher ist es ratsam, in zukUnftigen
Studien weitere Zelltod-Induktoren mit kombinierten RL2-Behandlungen zu erforschen, um die
Auswirkungen solcher Co-Stimulationen zu erfassen und spezifischere Therapien zu
ermoglichen.

Neben sensitivierenden Effekten konnten zusatzlich kurzzeitige, hemmende Auswirkungen
innerhalb der RL2-TRAIL-Co-Stimulation beobachtet werden (siehe Kapitel 3.2.3 bis 3.2.5).
Diese Beobachtungen verdeutlichen, dass unterschiedliche Zelltodsignalwege miteinander
agieren. Die Untersuchung weiterer Zelltodsignalwege in Kombination mit RL2-induzierter
Mitophagie ermdglicht neue Erkenntnisse Uber die Bedeutung der Mitochondrien an zellularen
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Prozessen. Zusatzlich kdnnen potenzielle Nebeneffekte innerhalb kombinierter Therapien, an
denen Mitochondrien oder eine RL2-Stimulation beteiligt sind, erfasst werden.
Die Untersuchung des RLZ2-induzierten Zelltodes bietet ein vielfaltiges Spektrum an
potenziellen Versuchen, Modifikationen fir Spezifikationen und kombinierten Stimulationen,
um RL2 als potenzielles Therapeutikum zu etablieren.
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Anhang 1 Kontrollen der Expression von Caspase-8 in transfizierten Zellen der Caspase-8-Assays: HelLa-CD95-C8-KO Zellen werden mit
den angegebenen Vektoren transfiziert. WT entspricht dem Wildtyp von Caspase-8, R233H und R435Q entsprechen Procaspase-8-Vektoren mit
entsprechenden Punkt-Mutationen. Gezeigt sind die jeweiligen Kontrollen der drei unabhangigen Wiederholungen. Abkirzungen: V: HeLa-CD95-
Vektor Zellen; R233H: HeLa-CD95-C8-R233H Zellen; R435Q: HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen; WT: HeLa-CD95-C8-WT Zellen.
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Anhang 2 Kontrollen der Expression von Caspase-8 in transfizierten Zellen der Caspase-3/7-Assays: HeLa-CD95-C8-KO Zellen werden mit
den angegebenen Vektoren transfiziert. WT entspricht dem Wildtyp von Caspase-8, R233H und R435Q entsprechen Procaspase-8-Vektoren mit
entsprechenden Punkt-Mutationen. Gezeigt sind die jeweiligen Kontrollen der drei unabhangigen Wiederholungen. Abkirzungen: V: HeLa-CD95-
Vektor Zellen; R233H: HeLa-CD95-C8-R233H Zellen; R435Q: HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen; WT: HeLa-CD95-C8-WT Zellen.
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Anhang 3 Mutation an potenzielle Methylierungsstellen reduziert CD95L -induzierte Caspase-3-Spaltung: A: HelLa-CD95-C8-KO Zellen
werden nach der spezifischen Transfektion mit 500 ng/ml CD95L fur drei Stunden stimuliert. Die Abbildungen zeigt ein reprasentatives Experiment
von drei unabhangigen Versuchen. Fir Procaspase-3 werden sowohl kurze Belichtungen (s.e./ short exposure) als auch langere Belichtungen (l.e./
long exposure) gezeigt. Abkiirzungen: V: HeLa-CD95-Vektor Zellen; R233H: HelLa-CD95-C8-R233H Zellen; R435Q: HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen;
WT: HeLa-CD95-C8-WT Zellen; s.e.: short exposure; |.e.: long exposure.
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Anhang 4 Kontrollen der Expression von Caspase-8 in transfizierten Zellen der Zellviabilitats (MT und ATP) -Assays: HelLa-CD95-C8-KO
Zellen werden mit den angegebenen Vektoren transfiziert. WT entspricht dem Wildtyp von Caspase-8, R233H und R435Q entsprechen Procaspase-
8-Vektoren mit entsprechenden Punkt-Mutationen. Gezeigt sind die jeweiligen Kontrollen der drei unabhéngigen Wiederholungen. Abkiirzungen: V:
HelLa-CD95-Vektor Zellen; R233H: HeLa-CD95-C8-R233H Zellen; R435Q: HeLa-CD95-C8-R435Q Zellen; WT: HeLa-CD95-C8-WT Zellen.
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Anhang 5 PRMTS5 bindet an den DISC: SKW 6.4 Zellen wurden mit 250 ng/ml CD95L fiir die angegebene Zeit stimuliert. Das Zelllysat (Input) wird
einer IP mit APO-1-Antikérper unterzogen. Sowohl Lysat, als auch APO-1-IP werden dargestellt. Die Beadkontrolle wird durch ,B“ makiert. Gezeigt
wird das Ergebnis einer Untersuchung.
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