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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Unser Immunsystem schiitzt uns standig vor Bedrohungen. Diese kénnen sowohl exogener als
auch endogener Natur sein. Zu den exogenen Gefahren zdhlen Viren, Bakterien, Pilze sowie
Parasiten, zu den endogenen die Veranderung und Entartung von koérpereigenen Zellen zu
Krebszellen. Die Aufgabe des Immunsystems ist es derartige Gefahren zu erkennen und zu
beseitigen. Dabei greift es auf zwei sich erganzende Komponenten zurlick: das angeborene und
das adaptive Immunsystem?.

Das angeborene Immunsystem ist der evolutionar altere Bestandteil des Immunsystems und kann
in bestimmten Ausprdgungen sogar in einfachen Zellsystemen (zum Beispiel Bakterien) gefunden
werden. Eine Aktivierung findet innerhalb von Minuten bis Stunden statt, da es auf
keimbahnkodierten pattern recognition receptors (PRRs) basiert. Durch diese Rezeptoren werden
sogenannte pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), auch microbe-associated molecular
patterns (MAMPs) genannt, erkannt. Dies sind korperfremde Strukturen, welche spezifisch fiir
Mikroben sind. Sie sind durch ihre Notwendigkeit im Uberleben des Pathogens nicht abianderbar,
was dazu fuhrt, dass sie trotz eines Selektionsdrucks konserviert bleiben. Ein klassisches PAMP ist
zum Beispiel das Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS), welches in der &uReren Membran
gramnegativer Bakterien vorzufinden ist und das Rezeptormolekil toll-like-receptor (TLR) 4
aktiviert. Als erste Verteidigungslinie erfiillt die angeborene Immunantwort zumeist ihren Zweck
in der Beseitigung der Gefahren. Falls nicht, kommt in Vertebraten noch die adaptive
Immunantwort ins Spiel. Diese wirkt mit der angeborenen in einer synergistischen Weise, da sie
durch diese stimuliert wird®.

Das adaptive Immunsystem wird innerhalb von Stunden bis Tagen aktiv und beruht auf speziellen
Effektorzellen sowie deren Antigenrezeptoren. Letztere werden durch somatische Rekombination
generiert und klonal auf die jeweiligen Lymphozyten verteilt. Es ergibt sich dadurch eine schiere
Menge von Rezeptoren, welche spezifische Antigene und somit Pathogene erkennen kénnen.
Diese Antigenrezeptoren werden von bestimmten Zellen des adaptiven Immunsystems getragen,
den B- und T-Zellen. Die Rezeptoren sind membranstdandig und werden durch Binden der
jeweiligen spezifischen Antigene aktiviert. Beiden Zelltypen gemeinsam ist die klonale Expansion
der Zellen nach Aktivierung ihres Antigenrezeptors. Wahrend bei B-Zellen eine Differenzierung zu
Plasmazellen folgt, welche die Antigenrezeptoren nun als I6sliche Immunglobuline, auch
Antikorper genannt, sezernieren und so zur humoralen Immunantwort beitragen, so bleibt der
Antigenrezeptor von T-Zellen membranstandig und wird verwendet um mittels des major
histocompatibility complex (MHC) Antigene zu erkennen. So konnen Uiber eine zellbasierte
Immunantwort verdanderte oder entartete Zellen erkannt und beseitigt werden. Der Vorteil der
adaptiven Immunantwort ist die Reifung und Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses,
welches vor einer Reinfektion schiitzt?.

Das Immunsystem und dessen Mechanismen unterliegen einer strikten Regulation. Ausufernde
Entziindungsreaktionen kénnen zu einer gestérten Gewebe-Homoostase fiihren und sich so zu
autoinflammatorischen Krankheiten oder Autoimmunerkrankungen entwickeln. Erstere werden
durch eine Dysregulation der angeborenen, zweite durch Dysregulation der adaptiven
Immunantwort ausgelost.

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem wird oft auch als ,,unspezifische” Abwehr bezeichnet. Es weist
gewisse Ahnlichkeiten mit dem uralten genetisch-kodierten Immunsystem von Bakterien auf, bei
welchem sequenzspezifische Restriktionsendonukleasen, welche genetisch kodiert sind, die
Desoxyribonukleinsdure (DNA) von eindringenden Phagen erkennen und zu schneiden vermogen,
und dadurch das Pathogen inaktiveren®3. Hier wird zwischen endogener und exogener DNA
unterschieden: Bakterien machen sich hierbei die fehlende Methylierung von Adenin-Nukleotiden
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an viraler DNA zu Nutze, da sonst auch endogene DNA mit auftretender Erkennungssequenz
geschnitten werden wiirde. Durch ein einfaches Muster, das jedoch auch endogen vorkommt und
daher streng reguliert sein muss, wird so zwischen Eigen und Fremd unterschieden. Mit der
Funktionsweise des humanen angeborenen Immunsystems verhalt es sich dhnlich: Einerseits
werden, wie von Janeway 1989 postuliert, durch keimbahnkodierte PRRs spezifische PAMPs
erkannt. PAMPs sind essenziell fiir das Uberleben eines Pathogens und kénnen daher nicht
mutieren®. Des Weiteren sind PAMPs spezifisch fiir mikrobielle Pathogene und kommen im Wirt
nicht vor. Jedoch konnten hiermit nicht Autoimmunerkrankungen und Antworten auf
Selbstantigene, wie DNA, erklart werden. 1994 postulierte daher Polly Matzinger, dass es auch
damage-associated molecular patterns (DAMPs) gibt, welche eine Immunantwort auslésen
kénnen®. DAMPs kénnen zum Beispiel durch Gewebsschaden entstehen, da hierdurch endogene
intrazelluldare Elemente, welche sonst nicht immunstimulatorisch sind, durch eine fehlerhafte
Lokalisation ein Gefahrensignal darstellen und eine Immunantwort auslésen. Ferner kdénnen
DAMPs Zeichen einer Infektion, zelluldaren Stresses oder einer Transformation sein. Erst kiirzlich
wurden auch homeostasis-altering molecular processes (HAMPs) postuliert®. Diese sind analog zu
der normalerweise in Pflanzen vorkommenden indirekten Erkennung, welche auch als guard
theory oder guard model bekannt ist’: Hierbei wird durch Pathogene oder sterbende Zellen eine
veranderte Homoostase verursacht, die einen HAMP-Sensor aktivieren kann. Dies kann zum
Beispiel die proteasomale Aktivitdt eines bakteriellen Virulenzfaktors sein, was zur Aktivierung
einer Signalkaskade flihrt. Die Aktivierung von PRRs kann diverse zellulare Prozesse aktivieren, zum
Beispiel Sekretion bestimmter Warnmolekiile oder auch Zelltod.

Als erste Linie der angeborenen Immunabwehr konnen die elementaren mechanischen,
chemischen und mikrobiologischen Barriereeigenschaften der Haut gezahlt werden, welche gegen
eindringende Pathogen schiitzen. Das Epithel der duBeren Korperflachen schiitzt durch Ausbildung
der Epidermis, einer abgestorbenen und verhornten Zellschicht, vor allem vor viralen Infektionen.
Ferner schiitzt es durch Ausbildung von tight junctions vor einem direkten Kontakt mit Pathogenen,
beziehungsweise behindert es deren Eindringen in den Organismus. Auch ist die Oberflache der
Haut fir viele Pathogene unwirtlich und nur bestimmte kommensale Bakterien sind vorhanden;
dies wirkt einer Besiedelung durch unerwiinschte Pathogene entgegen. Die inneren Korperflachen
werden durch weitere Mechanismen geschiitzt. So zum Beispiel bildet sich in der Lunge ein Mucus
aus, der antimikrobiell wirkt und in weiterer Folge durch Bewegungen der Wimpernzellen
abtransportiert wird. Im Darm dahingegen herrscht ein niedriger pH-Wert vor, welcher vor einer
Besiedelung durch Pathogene schiitzt. Ebenfalls beteiligt sind hierbei antimikrobielle Proteine,
sogenannte AMPs, und Proteasen, welche als natiirliche Antibiotika wirken und Mikroorganismen
schnell abtéten®. Meistens handelt es sich hierbei um einen enzymatischen Angriff auf bakterielle
Zellwandstrukturen: Zum Beispiel hydrolysiert das Protein Lysozym glykosidische Bindungen
zwischen dem N-Acetylglucosamin und der N-Acetylmuraminsdure von Zellwandpeptidoglycanen
und das Protein Phospholipase A2 hydrolysiert bakterielle Membranphospholipide.

Falls ein Uberwinden dieser ersten Hiirde stattgefunden hat und Pathogene doch in den Kérper
eingedrungen sind, kommt der humorale Teil der angeborenen Immunantwort ins Spiel. Den
humoralen Anteil machen vor allem antimikrobielle Peptide, sowie Proteine aus. Zu den Peptiden
mit antimikrobieller Wirkung gehoért unter anderem die Familie der Defensine. Es wird davon
ausgegangen, dass Defensine sich aufgrund ihrer biochemischen Eigenschaften nicht nur in
mikrobielle Membranen einlagern, sondern auch zelluldre Funktionen verandern und damit
Bakterien abtdten kénnen®. Zu den léslichen antimikrobiellen Proteinen gehdéren das
Komplementsystem sowie die Familie der Pentraxine, welche eine Rolle in der Aktivierung des
Komplementsystems spielen’’. Komplementproteine kdnnen sich spezifisch an der Oberflache von
Bakterien anlagern, welches entweder zu einer Opsonisierung und Phagozytose des Pathogens
oder zur Aktivierung der Komplementkaskade fiihrt. Bei einer Aktivierung der Komplementkaskade
bildet sich der so genannte Membran-Angriffs-Komplex, welcher die Zellmembran des Pathogens
zerstort und so eine Lyse bewirkt. In weiterer Folge fiihrt dies zu einer Rekrutierung von



Immunzellen, welche zum zelluldren Teil der angeborenen Immunantwort gehdéren, wobei hier
eine Berihrungsstelle mit dem adaptiven Immunsystem vorhanden ist.

Zum zelluldren Teil der angeborenen Immunantwort gehoren, im klassischen Sinne, Makrophagen,
natlrliche Killerzellen (NK-Zellen), dendritische Zellen und Granulozyten, zu denen Neutrophile,
Basophile und Eosinophile gehéren. Makrophagen sind, wie ihr altgriechischer Name aussagt,
Fresszellen, welche eindringende Pathogene mittels extrazellularer PRRs erkennen, einschlieRen
und anschlieBend zerstéren kénnen®'. Dies geschieht durch Verschmelzung der bakterienhaltigen
Endosomen mit Lysosomen, was zur Generierung eines unwirtlichen Milieus flihrt. Dies wird
bewerkstelligt durch einen niedrigen pH-Wert in Endolysosomen, sowie der Anwesenheit von
antimikrobiellen Proteinen, zum Beispiel Lysozym und Hydrolasen. Des Weiteren fiihrt die Aktivitat
von NADPH-Oxidasen in Phagozyten zur Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), was
zusatzlich Mikroorganismen abtétet!?. Ein weiterer Zweck der Phagozytose ist die effiziente
Beseitigung apoptotischer Zellen, ein Prozess, welcher Grundlage fir eine normale
Gewebehomdostase ist'®. Bakterien und Viren kénnen eine Verinnerlichung durch Phagozyten
aber auch zu ihren Gunsten nutzen: So sind Bakterien, falls sie sich innerhalb von Endosomen
vermehren, vor zirkulierenden Antikorpern und komplementinduzierter Zerstérung geschitzt.
Viren wiederum nutzen die Reduzierung des pH-Wertes als Aktivierungsmarker, dass sie sich im
Inneren einer Zelle befinden und es Zeit fiir ein Eindringen in das Zytosol ist; so zum Beispiel
werden die Hamagglutinin-Proteine von Influenzaviren pH-abhangig aktiviert. Neben ihrer Rolle
als Phagozyten spielen Makrophagen auferdem durch eine Zytokinausschiittung nach Begegnung
mit einem Pathogen eine Rolle. Des Weiteren sind Neutrophile ein wichtiger Bestandteil in der
zelluldren angeborenen Immunantwort!®. Neutrophile kénnen Pathogene nicht nur phagozytieren,
um diese anschlieRend abzutéten, sie vermogen auch Proteasen und ROS in den extrazellularen
Raum freizusetzen und dadurch eine mikrobizide Umgebung zu schaffen. Vor allem aber sind
Neutrophile fir ihren gerichteten Zelltod der NETose bekannt, wobei sie sogenannte neutrophil
extracellular traps (NETs) ausbilden kénnen. Dies sind extrazelluldre Freisetzungen aus dem
Inneren der Zelle, welche hauptsachlich aus Chromatin und sekretorischen Mediatoren von
Neutrophilen bestehen. NETs binden Pathogene, téten diese ab und verhindern (iberdies auch eine
weitere Ausbreitung derer. Natirliche Killerzellen dahingegen erkennen ein Fehlen des MHC-
Klasse-I-Molekiils an der Oberfliche von kérpereigenen Zellen®. Dies geschieht unter anderem
nach zelluldrer Transformation sowie durch eine Virusinfektion. Das MHC-Klasse-I-Molekiil tbt fir
gewohnlich eine inhibitorische Aktivitat auf NK-Zellen aus, ein Fehlen, genannt missing self, fiihrt
zu einer Abtotung der Zielzellen durch NK-Zellen. Dendritische Zellen kénnen nach erfolgreicher
Phagozytose eines Pathogen deren Proteine aufspalten und die dabei entstehenden
Peptide/Antigene auf ihrer Zelloberfliche mittels MHC-Klasse-lI-Molekiile prasentieren’®. Nach
Migration in das lymphatische Gewebe sind sie in der Lage liber das prasentierte Antigen T-Zellen
zu aktivieren und damit eine Briicke zur adaptiven Immunantwort zu schlagen.

Neben einer direkten Beseitigung von Pathogenen, wie zum Beispiel durch Phagozytose oder
AMPs, kdnnen Zellen nach Aktivierung ihrer PRRs auch Zytokine zur Alarmierung anderer Zellen
produzieren, welche sich in weiterer Folge transkriptionell gegen eine Ausbreitung der Infektion
wappnen kdonnen. Zytokine sind Proteine oder Glykoproteine welche an spezifische Rezeptoren
binden und dadurch Signalkaskaden aktivieren. Sie konnen auf autokrine Weise (auf die
signalgebende Zelle selbst), parakrine Weise (auf nahe gelegene Zellen) oder endokrine Weise (auf
den gesamten Organismus) wirken. Die Art der Signalisierungsneigung ist dadurch gegeben, ob ein
Zytokin einem gerichteten, aktiven Transport in einem Flissigkeitsstrom oder einem diffusen
Transport unterworfen ist’. Ferner ist sie abhingig von der Halbwertszeit der Zytokine, welche
durch die Stabilitdt des Proteins reguliert ist. Zytokine kénnen entweder entziindliche oder
entziindungshemmende Eigenschaften haben'®. Sie spielen eine entscheidende Rolle bei
Immunregulation, Pathogenese und der Kontrolle der Aktivitit von Effektorzellen.
Klassischerweise werden Zytokine aufgrund ihrer Struktur in Familien eingeteilt. Die groRten
Gruppen bilden die Interferone, Interleukine (IL) und Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF). Aber nicht



nur Zytokine konnen eine Signalfunktion haben, auch die pathologische Freisetzung von Lipid-
Entziindungsmediatoren ist nachweislich an einer Entziindungsreaktion beteiligt™.

Als weiter zellintrinsischer Mechanismus gegen virale Infektionen gelten Restriktionsfaktoren. Dies
sind intrazelluldare Molekdle, die auf verschiedene Schritte des Lebenszyklus eines Virus einwirken
kdnnen, wie zum Beispiel den viralen Eintritt oder die Genomreplikation. TRIM21 (Tripartite motif
containing-21) erkennt Viren, die mit Immunglobulinen bedeckt sind, und wirkt als intrazellularer
Antikorperrezeptor. Es dirigiert die Virionen zum Abbau durch Rekrutierung des Ubiquitin-
Proteasom-Systems?°. SAMHD1 (SAM domain and HD domain-containing protein 1) wiederum
weist eine dNTPase-Funktion auf?*. Durch die Hydrolyse von Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs)
reduziert es den pool an intrazellularen dNTPs und inhibiert dadurch die Reverse Transkription und
Synthese der viralen komplementidren DNA (cDNA). Ein weiterer Restriktionsfaktor, APOBEC3
(apolipoprotein B mRNA (messenger ribonucleic acid) editing enzyme catalytic subunit 3C),
katalysiert die Desaminierung von Cytidin zu Uridin im einzelstrangigen DNA-Substrat des
Humanen Immundefizienz-Virus (HIV). Diese G-zu-A-Hypermutationen an der proviralen DNA fihrt
zu einer Zerstérung der Kodierungs- und Replikationskapazitat des Virus und so schlussendlich zu
dessen Inaktivierung??. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Wirtsproteine SERINC3 und
SERINCS in neu gebildete HI-Virionen inkorporiert werden und dadurch deren Fahigkeit, mit
weiteren Zielzellen zu fusionieren, beeintrichtigen?. Das HI-Virus wehrt sich aber gegeniiber
diesen Mechanismen mit verschiedenen akzessorischen Proteinen: So zum Beispiel inhibiert das
Protein Nef (negative factor) SERINC5, SAMHD1 wird durch Vpx (viral protein X) und APOBEC3
durch Vif (viral infectivity factor) inhibiert?*. Als letzter Ausweg der angeborenen Immunantwort
kann ein altruistischer Zelltod induziert werden, der zu einer Beseitigung der Replikationsnische
sowie auch Freisetzung von Zytokinen und DAMPs fiihrt. Dieser Zelltod kann selbstvermittelt —
etwa durch eine intrazellular vermittelte Lyse — oder, wie im Falle der NK-Zellen, fremdvermittelt
sein. Die Aktivierung von PRRs und anschliefende Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen sowie die Induktion von Zelltod instruieren Antworten des adaptiven Immunsystems.

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Das adaptive Immunsystem wird nach einer erstmaligen Exposition gegeniber einem Antigen und
einer gewissen Latenzzeit aktiv. Hier lasst sich eine Analogie zu einem bakteriellen Immunsystem,
und zwar CRISPR/Cas9, sehen. Dieses erkennt, nach einer zuvor schon stattgefundenen Begegnung
und Adaption, invasive fremde Nukleinsduren wieder aufgrund einer fiir den Phagen spezifischen
DNA-Basenabfolge®. Das adaptive Immunsystem des Menschen erkennt ebenso bestimmte
Muster wieder, die Erkennung basiert dahingegen jedoch vorwiegend auf einer Protein-Protein-
Interaktion. Das Vorhandensein eines solchen Systems wurde schon 1890 von Emil von Behring
und Kitasato Shibasaburd postuliert?®. Sie konnten zeigen, dass nach einer Infektion mit
Corynebacterium diphtheriae (C. diphtheriae) Anti-Toxine gegen ebendieses gebildet werden. Eine
Verabreichung eines Anti-Toxin-beinhaltenden Serums, nicht aber eines Kontrollserums,
immunisierte Tiere gegen eine erstmalige Infektion mit C. diphtheriae.

Wie in der Einleitung erwihnt stiitzt sich das adaptive Immunsystem auf B- und T-Zellen®. Beide
Zelltypen werden nach Aktivierung ihres membranstandigen Rezeptors durch Antigene aktiviert
und erfahren danach eine klonale Expansion. B-Zellen sind hierbei fiir die humorale Immunantwort
verantwortlich. Ihre Rezeptoren, die Antikoérper, werden ausgeschiittet und kénnen Pathogene auf
drei Arten bekdmpfen: Sie konnen Toxine neutralisieren oder Bakterien opsonisieren, was zu deren
intrazellularem Abbau nach Phagozytose fiihrt, oder sie kdonnen das Komplementsystem
aktivieren, was zur Lyse von Pathogenen fiihrt. T-Zellen behalten nach Aktivierung ihren
membrangebundenen Rezeptor und nutzen diesen zur erneuten Erkennung des Pathogens, was
zu einer schnellen Beseitigung desselben genutzt werden kann'. CD8-T-Zellen, auch zytotoxische
T-Zellen genannt, erkennen tGber den MHC-Klasse-I-Komplex virale Peptide, die auf der Oberflache
infizierter Zellen prasentiert werden. Auf diese Weise kdnnen sie infizierte Zellen abtoten, bevor
sich ein Virus vollstandig vermehrt und freigesetzt werden kann. CD4-T-Zellen, auch T-Helferzellen
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genannt, erkennen Peptide, die (ber den MHC-Klasse-lI-komplex auf antigenprasentierenden
Zellen, wie zum Beispiel dendritischen Zellen, Makrophagen oder B-Zellen, prasentiert werden.
Diese Antigene stammen zumeist von einer Phagozytose aus der extrazellularen Umgebung und
sind nicht auf eine Infektion der prasentierenden Zelle zuriickzufiihren. Diese T-Helferzellen
konnen so zum Beispiel Interferon (IFN)-y sezernieren, welches mit intrazelluldren Bakterien
infizierte Makrophagen aktiviert. Dies kann beim Verdauen und Abtéten der intrazellularen
Bakterien helfen, indem Makrophagen durch die vorangegangene Aktivierung freie Radikale aus
Stickoxid produzieren?.

1.2 Pattern recognition receptors
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Abbildung 1: Erkennung viraler und bakterieller PAMPs durch PRRs. PRRs sind keimbahnkodierte Proteine, welche
Pathogene aufgrund diverser Muster erkennen kénnen und dadurch Signalkaskaden aktivieren. Sie sind entweder auf der
Zelloberflache, im Zytosol oder in Endosomen lokalisiert. Zu den PRRs gehoren die TLRs, welche Bestandteile bakterieller
Herkunft, aber auch eine Reihe von Nukleinsduren erkennen konnen. Des Weiteren werden Nukleinsduren noch durch
RLRs, cGAS, sowie OAS-Proteine detektiert. Eine Aktivierung von PRRs fihrt, abhdngig von ihren nachgeschalteten
Signalpartnern, zu einer Zytokin- oder Interferonantwort.

2’-5"-Oligoadenylat |

PRRs lassen sich aufgrund ihrer Lokalisation in zwei einfache Hauptklassen unterteilen:
Membrangebundene sowie endolysosomale Rezeptoren wie TLRs und C-type lectin receptors
(CLRs) oder intrazelluldre Rezeptoren, wie absent-in-melanoma (AIM)-like receptors (ALRs), RIG-I-
like receptors (RLRs), und nucleotide-binding oligomerization domain (NOD), leucine-rich repeat
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(LRR)-containing proteins (NLRs)?’. Diese Rezeptoren erkennen und binden direkt konservierte
Bestandteile von Pathogenen, wie PAMPs, kdnnen aber auch DAMPs erkennen (siehe Abbildung
1)%’. PRRs lassen sich sowohl in Immunzellen wie Makrophagen, aber auch Nicht-Immunzellen, wie
zum Beispiel Epithelzellen oder Fibroblasten, finden. Eine Aktivierung von PRRs fiihrt zur Auslésung
intrazellularer Signalkaskaden und kann schlussendlich zur transkriptionellen Expression von
Entzindungsmediatoren, so etwa Interleukin-1B (IL-1B), IL-6, TNF-a, oder Interferonen. Dies
orchestriert die Eliminierung von Pathogenen und infizierten Zellen. Die Aktivierung der NF-kB
(nuclear factor-kappa B)- und AP-1 (activator protein 1)-Transkriptionsfaktoren fihrt zu einer
Zytokin- und Chemokinantwort, die Aktivierung der interferon-regulatory factor (IRF)-
Transkriptionsfaktoren zu einer antiviralen Interferonantwort. PRRs spielen daher eine wichtige
Rolle bei der Vermittlung der Immunitat gegeniber Infektionen, konnen aber auch, bei
unangemessener Aktivierung und UberschieRender Reaktion, zu akuten und chronischen
Entziindungen beitragen?,

1.2.1 Toll-like receptors

In den 1990iger Jahren wurde mit dem Protein Toll aus Drosophila melanogaster der erste PRR
gefunden. Es wurde entdeckt, dass das Protein, von dem bisher nur bekannt war, dass es an der
Musterung der dorsoventralen Achse beteiligt ist, eine Rolle in der Immunabwehr gegen Pilze und
grampositive Bakterien spielt’®. So wurde gezeigt, dass Toll bei der Aktivierung einer
transkriptionellen Expression von Drosomycin, einem antifungalen Peptid von Drosophila,
essenziell ist und Mutationen in Toll — oder Proteinen der damit verbundenen Signalkaskade — zu
einer erhohten Sterblichkeit in Drosophila nach Pilzinfektionen fiihren. Interessanterweise fungiert
Toll hier nicht klassisch als direkter Rezeptor, da es nicht direkt ein mikrobielles Produkt bindet,
sondern indirekt (iber das Protein Spatzle fungiert. Letzteres wird namlich nach
Pathogenerkennung durch andere PRRs proteolytisch geschnitten, kann dadurch Toll binden und
dieses aktivieren®’. In weiterer Folge wurden Homologe von Toll, welche Toll-like receptors
genannt werden, in anderen Lebewesen, so auch Sadugetieren, gefunden und eine ahnliche Rolle
der Pathogenerkennung festgestellt®. Dort kénnen sie eine Fiille von unterschiedlichen
molekularen Mustern erkennen, von verschiedenen Nukleinsdurearten bis hin zu mikrobiellen
Fragmenten. Im Gegensatz zu Toll konnte fiir Sdugetier-TLRs jedoch durch Strukturstudien eine
direkte Interaktion mit deren Liganden festgestellt werden3*%.

Die Familie der TLRs umfasst 10 TLRs im Menschen (TLR1-TLR10) und 12 in der Maus (TLR1-TLR9
und TLR11-TLR13). Man kann TLRs aufgrund ihrer Lokalisierung unterscheiden, so gibt es
Zelloberflachen-TLRs, die an der aufleren Zellmembran lokalisiert sind und das extrazelluldre
Milieu auf PAMPs untersuchen, sowie endosomale TLRs, welche das Endosom auf mikrobielle
Abbauprodukte hin untersuchen?. Allen TLRs gleich ist, dass sie Typ-1-Transmembranproteine
(single-pass-Transmembranproteine) sind. Die N-terminale Ligandenbindungsdomane besteht aus
18-25 Einheiten von LRRs, welche selbst aus jeweils 20-25 Aminosauren bestehen. Diese LRRs
nehmen eine Hufeisenform an und Liganden kdnnen sowohl mittels der inneren als auch mittels
der duBeren Oberflache detektiert werden. Eine Ligandenbindung fiihrt entweder zu einer
Dimerisierung der TLRs oder zu einer Konformationsanderung von vorgeformten TLR-Dimeren.
Dies fuihrt weiter zur Aktivierung von Signalkaskaden, was durch die zytosolische C-terminale TIR-
Doméne (Toll/interleukin-1 receptor (TIR) homology domain) vermittelt wird3®.
Zelloberflachen-TLRs, wie TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 und TLR6, erkennen vor allem bakterielle
Membranbestandteile3%3>37. TLR2, als Heterodimer mit TLR1 oder mit TLR6, erkennt bakterielle
Diacyl- und Triacyllipoproteine, TLR4 zusammen mit myeloid differentiation factor 2 (MD-2) und
cluster of differentiation 14 (CD14) erkennt LPS, ein weiterer Bestandteil mikrobieller Strukturen,
und TLR5 erkennt bakterielles Flagellin, welches Hauptbestandteil des bakteriellen Flagellums, des
Motorproteins der Bakterien, ist.

Endosomale TLRs dahingegen erkennen vor allem Nukleinsduren, welche liblicherweise so nicht in
Zellen vorkommen, aber nach einer bakteriellen oder viralen Infektion vorzufinden sind. Dies ist
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zum Beispiel lange doppelstrangige RNA (dsRNA) oder unmodifizierte RNA. TLR3 erkennt dsRNA,
welche zumindest eine Linge von 45 Basenpaaren (bp) fiir eine Aktivierung aufweisen muss*3%,
Als  klassischer  Aktivator wird oft der Homopolymer von Inosin  und Cytidin
polyinosinic:polycytidylic acid (poly(l:C)) in der GréRe von 1.5 Kilobasen (kb) bis 8 kb, verwendet®®.
dsRNA ist ein Intermediat im Replikationszyklus von vielen Viren und kommt daher nicht nur bei
Viren mit einem RNA-Genom vor. TLR7 sowie TLR8 erkennen einzelstrangige RNA (ssRNA), welche
Gblicherweise nur im Nukleus und im Zytoplasma, aber nicht in Endosomen anzutreffen ist; TLR9
erkennt umethylierte CpG-Oligonukleotide*®*2, Oftmals werden diese PAMPs fiir eine TLR-
Erkennung aber erst durch eine Prozessierung erzeugt. So zum Beispiel liefert RNase T2 Substrate
fiir die TLR8- und Desoxyribonuklease (DNAse) Il Substrate fiir die TLR9-abhingige Erkennung***.
Da TLR10 in Mausen nur als Pseudogen vorliegt, ist es schlecht untersucht und ein Ligand dafiir
nicht bekannt.

Nach Aktivierung der TLRs kommt es zu einer Dimerisierung der zytosolischen TIR-Domanen und
in weiterer Folge zu homotypischen TIR-TIR-Domanen-Interaktionen mit zytosolischen TLR-
Adapterproteinen. Bisher wurden 4 TIR-haltige TLR-Adapterproteine entdeckt: MyD88 (myeloid
differentiation factor 88), TRIF (TIR domain-containing adapter-inducing interferon-), Mal/TIRAP
(MyD88 adapter-like/Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adapter protein) und TRAM
(Trif-related adaptor molecule). Ein Binden der Adapterproteine fiihrt zu der Bildung von
Komplexen hoéherer Ordnung und schlussendlich zur Aktivierung des NF-kB-Signalwegs, des
Interferon-Signalwegs oder des MAPK (mitogen-activated protein kinase)-Signalwegs Gber die NF-
kB-, IRF- sowie AP-1-Transkriptionsfaktoren. Eine MyD88-Bindung fihrt zur Bildung eines
Myddosomes, welches den NF-kB-Signalweg und den MAPK-Signalweg aktiviert. Alle TLRs bis auf
TLR3 konnen ein Myddosome ausbilden. Der NF-kB-Signalweg lauft Gber die IRAK-TRAF6-
IKKa/IKKB/IKKy-NF-kB-Signalkaskade. Eine TRIF-Bindung fiihrt zu einem Triffosome, welches Gber
die TRAF3-TBK1-IKKe-IRF-Signalkaskade den Transkriptionsfaktor IRF3 und den Interferon-
Signalweg aktiviert***. Fir eine Bildung des Triffosomes sind TLR3 und TLR4 kompetent. Eine
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren fiihrt dann entweder zu antibakteriellen oder antiviralen
Anderungen in zelluliren Ablidufen, zum Beispiel transkriptioneller Hochregulierung von
proinflammatorischen Genen, die fiir Zytokine oder Chemokine kodieren, aber flihrt auch zu
Anderungen in Prozessen wie der Autophagie oder der Glykolyse.

1.2.2 C-type lectin receptors

Zur Gruppe der CLRs gehoren sowohl I6sliche Proteine als auch Transmembranproteine mit einer
extrazelluldren Kohlenhydrat-Erkennungsdoméane®. Man unterscheidet zwischen Ca**-abhingigen
CLRs und Ca**-unabhingigen C-type lectin-like receptors (CTLRs). Bekannte Beispiele sind Dectin-1
und Dectin-2, welche an dendritischen Zellen gefunden werden, sowie MINCLE (macrophage
inducible Ca**-dependent lectin receptor), welcher an Makrophagen vorgefunden wird. Nach dem
Antreffen von bakteriellen, fungalen sowie auch endogenen Liganden, wie zum Beispiel -1,3-
verknipften und B-1,6-verkniipften Glucanen, kommt es zu einer Aktivierung des NF-kB-
Signalweges*’*8,

1.2.3 AIM-like receptors

ALRs sind eine Familie von zytosolischen Interferon-induzierbaren DNA-Sensoren. Sie weisen eine
N-terminale PYD (pyrin domain)- und C-terminale HIN (hematopoietic expression, interferon-
inducible nature, and nuclear localization)-Doméane auf, letztere ist fur die DNA-Erkennung
notwendig*. Das Mitglied IFI16 (Gamma-interferon-inducible protein 16) spielt eine Rolle in der
Restriktion von HIV-1 und AIM2 (absent in melanoma 2) aktiviert das Inflammasom, wobei hierauf
in Kapitel 1.5.4 genauer eingegangen wird*°.



1.2.4 RIG-I-like receptors

Zu den RLRs gehoren zytosolische RNA-Sensoren, welche virale Nukleinsduren
sequenzunspezifisch erkennen. Dazu zdhlen RIG-I (retinoic-acid inducible gene I), auch bekannt als
DDX58, MDA5 (melanoma differentiation-associated 5), auch bekannt als IFIH1, und LGP2
(laboratory of genetics and physiology 2), auch bekannt als DHX58. RLRs sind allesamt
Adenosintriphosphat (ATP)-abhédngige DExD/H-Box-RNA-Helikasen und zeichnen sich durch eine
zentrale Helikase-Domiane und eine C-terminale carboxy-terminal domain (CTD) ausl. Des
Weiteren besitzen MDA5 und RIG-I N-terminale CARD (caspase activation and recruitment
domain)-Domanen. Eine Aktivierung der RLRs fihrt zur Ausldésung des NF-kB- und Interferon-
Signalwegs®>>3,

RIG-I detektiert kurze doppelstringige 5'-Triphosphat-RNA (3pRNA), aber auch 5’-Diphosphat-RNA
(2pRNA), mit einer minimalen Lange von 19 bp und spielt eine Rolle in der Erkennung von RNA-
Viren wie Paramyxoviridae oder Orthomyxoviridae®*®. Da in Eukaryoten wihrend der
posttranskriptionalen RNA-Prozessierung eine 5’-Cap-Struktur angefiigt wird ist 3pRNA ein
Merkmal viraler RNA, weshalb RIG-I nicht durch endogene RNA aktiviert wird. MDAS dahingegen
erkennt dsRNA in einer Langenabhangigkeit, wobei eine Mindestlange von 2 kb notwendig ist, um
eine MDA5-abhingige Interferonantwort auszulésen®’8, MDAS spielt eine Rolle in der Erkennung
von RNA Viren wie Picornaviridae. Endogene dsRNA wird durch eine Adenosin-zu-Inosin-Editierung
durch ADAR1 (adenosine deaminase acting on RNA 1) unerkennbar fir MDAS gemacht™®. Im Falle
eines PNPT1- oder SUV3-Mangels kann jedoch mitochondriale dsRNA akkumulieren und in das
Zytoplasma freigesetzt werden, wo sie eine MDA5-getriebene Typ-I-Interferonantwort auslost®.
Nach Aktivierung bilden RIG-l und MDA5 Homo-Oligomere an ihrem Liganden, wobei es bei MDA5
zur Ausbildung von langen Filamenten an der dsRNA kommt®. Nach erfolgter Homo-
Oligomerisierung kommt es durch die N-terminalen CARD-Domanen von MDAS5 oder RIG-I zu
Interaktionen mit den CARD-Domanen des nachgeschalteten Adapterproteins MAVS
(mitochondrial antiviral-signaling protein)®. Dies fuhrt wiederum zur Bildung von MAVS-
Filamenten an Mitochondrien und aktiviert schlussendlich die TRAF6-IKKa/IKKB/IKKy-NF-kB- sowie
die TRAF3-TBK1-IKKe-IRF-Signalkaskade®®. LGP2 kann aufgrund der fehlenden CARD-Doméne keine
Interaktion mit MAVS eingehen. Es wird aber davon ausgegangen, dass das RNA-bindende LGP2
bei einer Assemblierung von MDAS an dsRNA unterstiitzend fungiert®®.

Weiterhin zeigen RLRs eine ligandenabhingige ATPase-Aktivitat®®. Nach Interaktion mit dsRNA
bildet sich —durch Verschiebungen helikaler Arme und sterischer Anndaherung der beiden Helikase-
Domaénen — eine aktive ATPase-Seite®’. Eine ATP-Hydrolyse fiihrt hierbei zu einer Dissoziation von
MDADS/RIG-I von der dsRNA, da eine MDA5/RIG-I-gebundene und dadurch geschiitzte dsRNA nach
ATP-Zugabe nicht mehr vor einem RNase-Verdau bewahrt ist®®, Ferner fiihrt eine ATP-Bindung
bei RIG-I zu einer Aufldsung einer intramolekularen, autoinhibitorischen Interaktion und zur
anschlieBenden Freilegung der CARD-Doméanen®. Die ATPase-Aktivitit dient aber wohl zwei
Zwecken: Einerseits konnte fir RIG-I eine hohere hydrolytische Aktivitat nach Antreffen des
ungiinstigen, non-PAMP, 5’-OH-RNA (iber den Liganden 5’-3p-RNA ausgemacht werden’®. Daher
bildet sich ein stabilerer Komplex mit einer starkeren Bindung nur nach Antreffen eines wirklichen
Liganden aus. Andererseits dient die hydrolytische Aktivitat einer Translokation, wobei sich durch
einen translocation-throttling-Mechanismus mehrere RIG-I-Oligomere auf der dsRNA aufbauen
kénnen’®’, Die Wahrscheinlichkeit, dass dies (iber mehrere Male fiir einen non-PAMP stattfindet,
ist verschwindend gering und macht so eine Differenzierung zwischen PAMP und non-PAMP
moglich. Interessanterweise treten im Zusammenhang mit der Autoimmunerkrankung Singleton-
Merten-Syndrom Punktmutationen in RIG-I auf, welche eine ATP-Hydrolyse verhindern’:. Dadurch
kommt es zur Bindung und Oligomer-Ausbildung an kurzen endogenen dsRNA-Molekiilen, da keine
Hydrolyse und Dissoziation stattfinden kann, und in weiterer Folge zu einer (iberschieBenden
Immunantwort.



1.2.5 Zytosolische DNA-Erkennung

Nach Entdeckung der TLR9-vermittelten Erkennung von unmethylierter CoG-DNA wurde Mitte der
2000er auch eine TLR9-unabhédngige Erkennung von dsDNA entdeckt und daher die Suche nach
einem (zytosolischen) DNA-Sensor gestartet’?. Zuerst wurde ZBP1 (Z-DNA-binding protein 1), auch
als DAI (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors) bezeichnet, als dieser vermeintliche
Faktor identifiziert’*’®, In weiterer Folge stellte sich seine Rolle als DNA-Sensor jedoch als
redundant beziehungsweise entbehrlich heraus und es kristallisierte sich eine Rolle fir ZBP1 als
Initiator des Zelltods Nekroptose heraus’®’’. Die Suche nach dem dsDNA-Sensor ging also weiter
und in diesem Rahmen wurde entdeckt, dass eine Stimulation mit AT-reicher DNA zu einer
Aktivierung von RIG-I fihrt. Hier konnte gezeigt werden, dass AT-reiche DNA als Template fiir RNA
Polymerase Ill erkannt und so RIG-l-aktivierende 3pRNA generiert wird’®’®. Ende der 2000er
konnte dem Protein STING (stimulator of interferon genes) eine Funktion in der DNA-vermittelten
Interferonantwort nachgewiesen werden®®®, STING weist jedoch keine offensichtliche DNA-
Bindungsdomane auf, daher musste noch ein zusatzlicher Faktor stromaufwarts von STING wirken.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass STING durch zyklische Dinukleotide, wie dem bakteriellen
second messenger zyklisches Diguanylat, aktiviert werden kann®. Diese Eigenschaft der Erkennung
von bakteriellen zyklischen Dinukleotiden durch humanes STING ist essenziell fir die
Immunerkennung von intrazellularen Pathogenen wie Listeria monocytogenes (L. monocytogenes).
Schlussendlich wurde cGAS (cGAMP synthase) als der gesuchte Sensor fiir dsDNA identifiziert®%,
Nach Bindung von dsDNA mit einer Mindestlange von 45 bp, katalysiert cGAS aus ATP und
Guanosintriphosphat (GTP) zyklisches GMP-AMP (cGAMP), welches in weiterer Folge an STING
bindet und dieses aktiviert®. Weiter stromabwirts werden (iber IKK/TBK1 der NF-kB- und der
Interferon-Signalweg aktiviert. So spielt cGAS eine wichtige Rolle in der Erkennung von DNA-Viren
wie HSV-1. Eine pathophysiologische Rolle fiir die dsDNA-Erkennung durch cGAS konnte unter
anderem fir das Aicardi-Goutiéres Syndrom identifiziert werden®”#8, So fiihrt eine Insuffizienz der
DNA-Exonuklease TREX1 (3’ repair exonuclease 1) zu einer cGAS-STING abhangigen Typ-I-
Interferonantwort.

1.2.6 Zytosolische RNA-Erkennung

Zytosolische RNA wird neben RIG-1 und MDAS, welche beide den NF-kB- und Interferon-Signalweg
aktivieren, auch noch durch PKR (protein kinase RNA-activated), auch bekannt als EIF2AK2
(eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2), und den OAS (2‘-5'-oligoadenylate
synthase-like protein)-Signalweg erkannt. Die Aktivierung dieser Signalwege hat direktere
Auswirkungen auf die Zellhomoostase und Translation.

PKR bindet und dimerisiert an dsRNA, was zu einer Aktivierung und Autophosphorylierung des
Proteins fiihrt®. Aktives PKR phosphoryliert den eukaryotischen Translations-Initiationsfaktor
elF2a, was zu einer kompletten Inhibition der zelluldren Translation fihrt und die Zellen pro-
apoptotisch macht. Dadurch wird neben der zellularen mRNA-Translation auch die virale
Proteinsynthese inhibiert und die Propagation neuer Viren verhindert.

Die humane OAS-Familie besteht aus den Proteinen OAS1, OAS2, OAS3, sowie dem enzymatisch
inaktiven OAS-like protein (OASL)®. OAS1-3 werden durch dsRNA aktiviert und generieren, dhnlich
wie cGAS, nach Aktivierung den second messenger 2'-5'-Oligoadenylat®>®2, 2’-5'-Oligoadenylat
widerum bindet an RNase L (Ribonuclease L) und dies fiihrt zu einer dimerisierungsinduzierten
Aktivierung des Proteins. Aktivierte RNase L gewinnt eine ribonukleolytische Aktivitat und baut die
gesamte intrazelluldare RNA ab. Dadurch wird nicht nur die Proteinsynthese inhibiert und virale RNA
abgebaut, sondern auch Apoptose ausgeldst. In weiterer Folge stimulieren Degradationsprodukte
von RNase L auch RIG-I1%3,



1.2.7 NLRs

Die Familie der NLRs, auch bekannt als nucleotide-binding domain (NBD), LRR-containing proteins,
bildet die groRte Gruppe unter den intrazelluldaren PRRs und besteht aus 22 Proteinen im
Menschen und zumindest 34 in der Maus®*°>. NLRs zeichnen sich durch eine zumeist konservierte
dreiteilige Domanenstruktur aus: Am N-Terminus findet sich eine Signalisierungsdomane gefolgt
von einer zentralen NACHT (domain present in NAIP, CIITA, HET-E and TP-1)-Domane, welche auch
NOD genannt wird und am C-Terminus findet sich eine LRR-Domane. Des Weiteren kann die
NACHT-Domaéne in eine NBD, zwei helikale Doméanen (HD) und eine WHD (winged helix domain)
unterteilt werden und gehort zur STAND (signal transduction ATPases with numerous domains)-
Subfamilie der AAA+ ATPasen (ATPases associated with various cellular activities)®®®’.

NLRs kdnnen aufgrund ihrer N-terminalen Effektordomane in Subfamilien klassifiziert werden: So
gibt es NLRAs (NLR family acidic transactivation domain containing proteins), NLRBs (NLR family
BIR domain containing proteins), NLRCs (NLR family CARD containing proteins) und NLRPs (NLR
family PYD containing proteins)®®. Zu den NLRAs gehort CIITA (class I, major histocompatibility
complex, transactivator), welches eine N-terminale CARD- und AD (acidic transactivation)-Domane
aufweist. NLRBs weisen eine N-terminale BIR (baculovirus inhibitor of apoptosis repeat)-Domane
auf und werden auch als NAIPs (neuronal apoptosis inhibitory proteins) bezeichnet. Die NLRCs,
wozu NLRC1 (auch NOD1 genannt), NLRC2 (auch NOD2 genannt), NLRC3 (auch NOD3 genannt),
NLRC4, NLRC5 und NLRX1 gehoren, besitzen zumeist eine N-terminale CARD. Zu den NLRPs zdhlen
14 Proteine (NLRP1-NLRP14), die sich durch eine N-terminale PYD charakterisieren.

Den LRRs von NLRs wird eine potentielle Rolle in der Ligandenerkennung zugeschrieben, ahnlich
den LRRs der TLRs*®. Gemein ist den NLRs ihre Neigung zur Oligomerisierung nach Ligandenbindung
und Aktivierung. So konnte zum Beispiel mittels Native-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)
indirekt eine Oligomerisierung von humanem NLRP1 (NLR family PYD containing protein 1) nach
Aktivierung gezeigt werden®. Eine direkte Visualisierung eines Oligomers dahingegen wurde durch
Cryo-EM Studien des NAIP2/NLRC4-Inflammasoms erbracht (siehe Abbildung 2)%°1 Nach
erfolgreicher Oligomerisierung vermogen diese Komplexe mittels ihrer N-terminalen
Effektordomane eine Signalkaskade auszuldsen. Dies geschieht vor allem durch homotypische
Protein-Protein-Interaktionen mit weiteren Proteinen, welche an der Signalkaskade beteiligt sind.
So finden vor allem CARD-CARD- sowie PYD-PYD-Interaktionen statt.

Als bekanntes Beispiel sei an dieser Stelle das NODosome erwdhnt: NOD2 interagiert mittels seiner
LRRs mit bakteriellem Muramyl-Dipeptid (MDP), welches im Peptidoglycan von sowohl
grampositiven als auch gramnegativen Bakterien vorkommt, und formiert sich zu einem
NODosome'®. In weiterer Folge interagiert NOD2 mittels seiner N-terminalen CARD mit dem
CARD-aufweisendem Protein RIPK2 (receptor-interacting serine-threonine kinase 2), was
schlussendlich zu einer NF-kB-Aktivierung fiihrt. Eine wichtige Rolle fiir NOD2 konnte im
Darmepithel festgestellt werden'®: Hier ist eine Funktionsverlust-Mutation mit einem erhéhten
Risiko eines Morbus Crohn assoziiert. Ein weiteres Beispiel ist die Ausbildung des hochmolekularen
Inflammasom-Komplexes, welches zu einer Maturierung von proinflammatorischen Zytokinen,
deren Freisetzung, sowie einem Zelltod, Pyroptose genannt, fiihrt!®. Auf diese Inflammasom-
bildende NLRs wird in Kapitel 1.5 noch im Detail eingegangen. Interessanterweise besitzen auch
Pflanzen NLRs, diese haben jedoch meistens eine coiled-coil oder TIR-Domdne am C-Terminus.
Pflanzen NLRs kénnen durch Pathogen-abgeleitete Effektoren zum Oligomerisieren gebracht
werden und dadurch Zelltod vermitteln. In der Folge spielen sie eine wichtige Rolle bei der Abwehr
von Krankheitserregern'®%, In Pflanzen agieren NLRs zumeist als klassische guards und
detektieren eine Verdnderung der Homdostasel©”:108,

Ein wichtiger Bestandteil der AAA+ ATPasen sind das Walker A- sowie Walker B-Motiv. Das Walker
A-Motiv ist fiir eine Bindung von ATP, das Walker B-Motiv fiir eine Hydrolyse dessen notwendig'®.
AAA+ ATPasen generieren durch eine ATP-Hydrolyse chemische Energie und nutzen diese als
mechanische Energie fiir eine Konformationsinderung!'®. Ein ATP-gebundener Zustand wird oft in
Zusammenhang mit einer Aktivierung des Proteins gebracht, ein ADP-gebundener Zustand
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dahingegen mit der Inaktivierung des Proteins. So zum Beispiel wird das bakterielle DnaA-Protein
durch eine ATP-Hydrolyse inaktiviert’'!. Allerdings kann eine ATP-Hydrolyse auch mit einer
Aktivierung in Verbindung gebracht werden: So ist flr ein origin licensing und die Bildung eines
Hexamers des MCM (minichromosome maintenance)-Proteins eine ATP-Hydrolyse notwendig!'?.
An dieser Stelle sei auch der spezifische small molecule Inhibitor von NLRP3, MCC950, erwahnt!®3,
MCC950 interagiert mit dem Walker B-Motiv innerhalb der NACHT-Domane von NLRP3. Dies fihrt
zur Inhibition der ATP-Hydrolyse, was so den Sensor in einer geschlossenen Konformation behalt
und das NLRP3-Inflammasom inhibiert''**'> Interessanterweise konnte hier in surface plasmon
resonance (SPR)-Experimenten eine stabile Interaktion von ATP mit rekombinantem NLRP3 in
Anwesenheit von MCC950 festgestellt werden, was einer Aktivierung von NLRs durch alleinige
Bindung von ATP widerspricht. Dass eine Inhibition der ATP-Hydrolyse zur Inaktivierung von NLRP3
fihrt, [3sst aber sehr wohl Riickschliisse auf eine generelle Notwendigkeit der ATP-Hydrolyse zur
Konformationsanderung und zur anschlieRenden Oligomerisierung des Proteins zu.

CARD  NACHT LRR

C Aktiviertes NAIP2/NLRC4-Inflammasom

Abbildung 2: Bildung eines hochmolekularen Komplexes eines NLRs am Beispiel von NLRC4. (A) Domaénenstruktur des
NLRC4 Proteins. (B) Struktur des autoinhibierten NLRC4-Proteins in einer geschlossenen Konformation mit
intramolekularen Interaktionen der NACHT- und LRR-Doméne (PDB: 4KXF). (C) Struktur des aktivierten NAIP2/NLRC4-
Inflammasom-Komplexes (PDB: 3JBL).

Dem derzeitigen Model nach liegen NLR-Proteine durch intramolekulare Interaktionen zwischen
der NACHT- und LRR-Domadne in einer auto-inhibierten, ADP-gebundenen und geschlossenen
Domaénenarchitektur als Monomere im Zytosol vor'*®. Dies stimmt mit dem Befund iberein, dass
in Kristallstrukturen von autoinhibiertem NOD2 und NLRC4 gebundenes ADP, welches
klassischerweise fiir ein inaktives Protein spricht, detektiert werden konnte!!®'’, Generell ist die
ATPase-Funktion von NLRs aber schlecht untersucht und es gibt widerspriichliche Daten. So wurde
zum Beispiel anfanglich gezeigt, dass das der NLR-Domaénenarchitektur ahnliche Apaf-1 (apoptotic
protease activating factor-1), welches sich zu der heptameren Apoptosom-Plattform formiert,
unter steady-state als Monomer mit einem Desoxyadenosintriphosphat (dATP)-Molekil als Ko-
Faktor besteht!!8, Nach Aktivierung durch den Liganden Cytochrom C kommt es zu einer Hydrolyse
von dATP, was zur Konformationsanderung genutzt wird und dazu fiihrt, dass das nun gebundene
dADP durch neues dATP ersetzt wird. In weiterer Folge bildet sich dadurch das Apoptosom aus.
Weitere Studien zeigten zwar eine schwache intrinsische hydrolytische Aktivitdt von Apaf-1,
konnten jedoch die Assemblierung des Apoptosomes durch Cytochrom C ohne ATP-Hydrolyse und
nur durch alleiniges Binden von ATP als Ko-Faktor feststellen''®. Interessanterweise wurde vor
kurzem eine Cryo-EM Struktur des Pflanzen NLR Resistosoms ZAR1 geldst'®. Nach Aktivierung des
Sensorproteins PBL (PBS1-like kinase) interagiert dieses mit ZAR1-RKS1 (HOPZ-ACTIVATED
RESISTANCE 1 - resistance-related kinase 1), was zu einer Konformationsdanderung und folgenden
Austausch von ADP zu dATP/ATP in der NBD von ZAR1 fiihrt, wobei es hier zu keiner Hydrolyse von
ATP kommt. Die dATP/ATP-Bindung wiederum jedoch fiihrt zu einem weiteren Strukturumbau und
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einem fold-switch in ZAR1 und in weiterer Folge zur Ausbildung eines pentameren ZAR1-
Resistosoms.

Analog lasst sich die Aktivierung von NLRs sehen: Eine Ligandenbindung an die C-terminale LRR-
Sensordomadne von NLRs fiihrt zu einer Aktivierung des Proteins durch Konformationsanderung
und in weiterer Folge zu einem Austausch von ADP gegen ATP. Auf welche Weise die ATP-
Hydrolyse hier inaktivierend oder aktivierend wirkt, ist noch nicht erforscht. Auf jeden Fall erfahrt
das Protein eine Konformationsanderung bei der Nukleotidbindung und -hydrolyse, welche zur
Inaktivierung oder zur weiteren Lizenzierung zur Vermittlung der Oligomerisierung des Proteins
genutzt werden kann. Letztendlich ist die NACHT-Domane fiir eine Oligomerisierung der NLRs
zustandig, da diese eine weitere Konformationsanderung durchlduft. Jedoch konnte allerdings
schon eine, wenn auch untergeordnete, Rolle der LRRs in der Oligomerisierung nachgewiesen
werden®?12° So zeigte LRR-deletiertes NLRC4 eine schwichere Oligomerisierung und es wurde
eine gain-of-function Mutation der LRRs beschrieben, welche zu einer autoinflammatorischen
Erkrankung beitragt. Dass NLRs ATP binden und die ATPase-Aktivitat eine Funktionalitat aufzeigt
wurde mittels in vitro Experimenten mit rekombinantem Protein fiir NLRP3 bewiesen'?. Die
genaue Rolle der ATP-Bindung und Hydrolyse ist jedoch nicht komplett geklart, da es auch
widersprichliche Ergebnisse aus Zellkultur-Experimenten gibt. So gibt es in Bezug auf eine
Mutation des Walker A-Motivs, welche das Binden von ATP unmoglich macht, einerseits Berichte
liber eine Hyperaktivitdt des NLRP1B-Proteins, aber ebenso Berichte lber eine Inaktivierung des
NLRP3 Proteins, sowie auch der NOD1 und NOD2 Proteine!?124,

1.3 Effektormechanismen der angeborenen Immunantwort
1.3.1 Zelltod

Neben der Pyroptose gibt es noch andere Arten des Zelltods. So spielen zum Beispiel Apoptose und
Nekroptose eine wichtige Rolle in der Gewebehomdostase, der embryonalen Entwicklung sowie
der immunologischen Abwehr gegen Pathogene. Lange Zeit dachte man sogar, dass die Apoptose
der einzige programmierte Zelltodweg neben einem zufalligen Zelltod sei.

1.3.1.1 Apoptose

Taglich werden 10-100 Milliarden Zellen im menschlichen Kérper neu gebildet und ebenso viele
werden zur Aufrechterhaltung der Homdostase beseitigt'®. Hier und auch in der
Embryonalentwicklung spielt eine immunologisch stille Beseitigung von Zellen, die Apoptose,
welche schon in den frilhen 1970iger Jahren beschrieben wurde, eine essenzielle Rolle!?,
Apoptose ist an bestimmten zellularen Merkmalen zu erkennen: Schrumpfen der Zelle,
Veranderungen in der Verteilung der Membranlipide, Plasmamembran-Blasenbildung sowie
Chromatin-Kondensation, auf welche eine enzymatischen Fragmentierung der chromosomalen
DNA folgt!. Unter steady-state sind in lebendigen Zellen Phosphatidylserin-Reste auf die Innenseite
der Plasmamembran beschrankt. Nach Einleitung der Apoptose liegen die Phosphatidylserin-Reste
jedoch an der AuBenseite einer toten Zelle frei'?’. Diese Verdnderungen in der Verteilung der
Membranlipide und die daraus resultierende Freilegung von Phosphatidylserin-Resten dienen als
eat-me-Signal, das in der Verschlingung apoptotischer Zellen durch Makrophagen endet. Dieser
Vorgang, welcher als efferocytosis bezeichnet wird, fihrt zu einer nicht-entziindlichen Form der
Zellbeseitigung. Falls apoptotische Zellen jedoch nicht schnell beseitigt werden, konnen sie eine
GSDME (Gasdermin E)-vermittelte sekundadre Nekrose erleiden, eine hochentziindliche Form des
Zelltods begleitet von Freisetzung intrazelluldrer DAMPs!?,

Der Prozess der Apoptose kann durch einen extrinsischen und einen intrinsischen Weg initiiert
werden'®. Der extrinsische Weg wird durch die Aktivierung von membrangebundenen
Todesrezeptoren durch extrazelluldre Liganden, wie zum Beispiel TNF-a, ausgel6st. Auch das
membranstandige Protein Fas-Ligand, welches auf der Oberflache von T-Zellen exprimiert ist, kann
zur Einleitung der Apoptose in Zielzellen filhren und so die Dissemination von Pathogenen
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verhindern. Allerdings haben Pathogene, wie zum Beispiel Vaccinia Virus (VACV), Proteine
entwickelt, welche die Apoptose, insbesondere den Schritt der Caspase-Aktivierung, hemmen
kénnen'?, Die Aktivierung des extrinsischen Weges fiihrt zur Aktivierung der Initiatorcaspase
Caspase-8. Der intrinsische oder mitochondriale Weg wird als Reaktion auf noxische Stimuli, wie
zum Beispiel Ultraviolett (UV)-Strahlung oder Mangel an (berlebensnotwendigen
Wachstumsfaktoren induziert. Des Weiteren fiihrt die Freisetzung von Cytochrom C aus den
Mitochondrien zur Aktivierung des Apaf-1 abhadngigen Apoptosoms. Dieser Weg beruht auf der
Aktivierung der Initiatorcaspase Caspase-9. Schlussendlich konvergieren beide Wege in der
Aktivierung der Exekutorcaspasen Caspase-3, -6, und -7. Aktive Caspase-1 kann jedoch auch
Caspase-3 und Caspase-7 spalten und so zu deren Aktivierung und zur Induktion der Apoptose
flihren. Dieses Ereignis ist abhdngig von der Aktivierung der Caspase-1 ohne Induktion der
Pyroptose, wie zum Beispiel bei Abwesenheit von GSDMD (Gasdermin D), da die schnelle

Pyroptose-Induktion der langsameren Apoptose sonst vorausgehen wiirde*,

1.3.1.2 Nekroptose

Die Nekroptose ist im Gegensatz zur Apoptose eine hochinflammatorische Form des Zelltods und
durch einen Verlust der Membranintegritat und den passiven Austritt von intrazellularem Inhalt
gekennzeichnet®!. Nekroptose ist Caspase-unabhingig und wird stattdessen von den Kinasen
RIPK1 und RIPK3 sowie dem Substrat MLKL (mixed lineage kinase domain-like) ausgefiihrt?.
Aufgrund dieses Caspase-unabhangigen Phanotyps kann die Nekroptose ein zelluldrer
Abwehrmechanismus gegen Viren sein, welcher es der Zelle erlaubt, in Gegenwart von viralen
Caspase-Inhibitoren einen altruistischen Zelltod zu begehen. So kommt es nach Aktivierung des
TNF-Rezeptors zu der Bildung eines death-inducing signaling complex (DISC), welcher unter
anderem aus RIPK1 und Caspase-8 besteht und den NF-kB-Signalweg aktiviert. Durch de-novo
Expression von c-FLIP (cellular FADD-like IL-1B-converting enzyme-inhibitory protein), welches mit
Caspase-8 interagiert, und einer katalytischen Aktivitdt von Caspase-8 kommt es zu einem
Uberleben der Zelle. Die katalytische Aktivitat von Caspase-8 ist notwendig um RIPK1 zu schneiden
und dadurch zu inaktivieren. Kommt es jedoch, zum Beispiel durch Inhibition des NF-kB-
Signalwegs, zu einem verringerten c-FLIP Pegel, wird Caspase-8-abhingige Apoptose induziert!®2,
Falls jedoch die katalytische Aktivitat von Caspase-8 inhibiert ist, kommt es zu einer Auto- und
Transphosphorylierung von RIPK1 und RIPK3. Dies flihrt in weiterer Folge zur Ausbildung des
Ripoptosoms, auch Nekrosom genannt. Schlussendlich wird das Substrat MLKL phosphoryliert,
welches sich in weiterer Folge ebenso oligomerisiert, sich in die Plasmamembran inseriert und zu
Zelltod fuhrt. Aufgrund der Freisetzung von intrazelluldarem Inhalt, den DAMPs, ist die Nekroptose
ein hoch immunogener Zelltod. Zu den DAMPs zdhlen, unter anderem, Histone, HMGB1 (High-
Mobility Group Box 1), sowie DNA*3, Ferner kann auch dsRNA (ber ZBP1- oder TLR3-Aktivierung
zu einer Induktion der Nekroptose fiihren3*13%,

1.3.2 Zytokinfreisetzung

Wie bereits weiter oben beschrieben, kann das Aktivieren eines PRRs zur Produktion von Zytokinen
fiihren, die eine entziindungsférdernde Signalwirkung haben. Die groBten Gruppen bilden hierbei
Interferone, Interleukine und Tumor-Nekrose-Faktoren. Die Bindung dieser Zytokine an ihre
jeweiligen Rezeptoren induziert spezifische Effekte, die von Differenzierungssignalen bis hin zu
entziindlichen oder anti-entziindlichen Signalen reichen. Chemotaktische Zytokine, auch
Chemokine genannt, sind dahingegen fiir eine Rekrutierung von Immunzellen an den Infektionsort
zustandig.

Die Familie der Interferone wurde in den spaten 1950iger Jahren fiir ihre Eigenschaft entdeckt,
eine Resistenz gegeniber viraler Replikation zu vermitteln'*®. Nach dem Erkennen typischer viraler
Liganden, wie zum Beispiel bestimmter nicht-endogener Nukleinsduren, produzieren und
sezernieren Zellen transient Interferone, um andere, noch nicht infizierte Zellen zu warnen®®’.
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Diese kdnnen dann, nach Aktivierung des JAK (Janus kinases)-STAT (signal transducer and activator
of transcription proteins)-Signalwegs und Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3, ein
antivirales Programm einleiten, indem sie die Expression von IFN-stimulierten Genen (ISGs)
induzieren, wie dem Chemokin CXCL10 (C-X-C motif chemokine ligand 10), das auch IP-10
(interferon gamma-induced protein 10) genannt wird. ISGs sind Proteine, die eine spezialisierte
Rolle bei der Einschrdankung der viralen Replikation und Vermehrung aufweisen. Dazu gehoren
unter anderem Restriktionsfaktoren: Zum Beispiel katalysiert das ISG Viperin die Umwandlung von
Cytidintriphosphat (CTP) zu 3’-Desoxy-3',4'-didehydro-CTP (ddhCTP) und hemmt so virale RNA-
abhingige RNA-Polymerasen durch Kettenabbriiche®*®, Weitere Charakteristika von Interferonen
sind ihre Neigung eine verstarkte Prasentation mikrobieller Antigene auszulésen, indem sie eine
Hochregulierung von MHCs auf Makrophagen induzieren und auch die Stimulation klassischer
Immunzellen, wie zum Beispiel NK-Zellen**. Im Allgemeinen kénnen Interferone in drei
Haupttypen eingeteilt werden, so gibt es Typ-l, Typ-ll und Typ-lll-Interferone. Diese Einteilung
basiert auf den gewebespezifischen Zelloberflaichenrezeptoren an welche sie binden kénnen und
durch welche sie signalisieren. Zu den Typ-I-Interferonen, welche vor allem auf dendritische Zellen
Einfluss nehmen, gehdren IFN-q, -B, -w, -€, -k**’. IFN-y ist ein Typ-ll-Interferon und stimuliert vor
allem NK-Zellen, T- und B-Zellen sowie APCs. Typ-lll-Interferone, darunter IFN-A1, -A2, -A3, -A4
binden vor allem an Rezeptoren, welche auf Epithelzellen und Hepatozyten vorzufinden sind.
Einige Wirkungen der IFN-Signalisierung, wie die Fahigkeit die Virusreplikation zu hemmen, ist den
Typ-I-, Typ-ll- und Typ-IllI-Interferonen gleich. Es gibt aber auch viele Effekte der Typ-I-, Typ-Il- und
Typ-lll-Interferone die, vor allem in vivo, fiir einen bestimmten Interferon-Typ spezifisch sind. Dies
ist auf die Fahigkeit der verschiedenen Interferon-Typen zurickzufiihren, verschiedene
Transkriptionsfaktoren zu aktivieren, um die Expression verschiedener Gruppen von ISGs zu
induzieren®®,

Die IL-1-Familie besteht aus 11 Mitgliedern, welche eine wesentliche Rolle bei der Reaktion des
Wirts auf Infektionen spielen'*!. Die beiden am meisten untersuchten und auch zuerst entdeckten
Zytokine dieser Familie sind IL-1a und IL-1B. In den 1940Qiger Jahren wurde ein Fieber-
induzierender Faktor, genannt Pyrexin, aus sterilen Exsudaten identifiziert, welcher bei
intravenéser Injektion in Kaninchen Fieber ausldst'*?. In den 1980iger Jahren konnte IL-1B als
dieser Faktor identifiziert sowie kloniert werden und eine transkriptionelle Aktivierung und
Sekretion von IL-1 nach Stimulation von Makrophagen mit LPS, beziehungsweise Lipid A, gezeigt
werden!®1%, Die meisten Mitglieder der IL-1-Familie werden als Vorluferprotein produziert,
denen eine klassische Signalsequenz fiir den ER-Golgi-Sekretionsweg fehlt. Sie missen eine
proteolytische Spaltung durchlaufen, um signalfahig zu werden und werden dann erst aus der Zelle
freigesetzt. Zu diesen Zytokinen gehoren zum Beispiel IL-13 und IL-18, welche unter anderem nach
einer Inflammasomaktivierung durch die Cystein-Protease Caspase-1 proteolytisch gespalten und
anschlieBend freigesetzt werden!®. Sie kénnen aber auch durch Neutrophilen-abgeleitete
Serinproteasen prozessiert und dadurch maturiert werden!¥. Interessanterweise kann IL-1B aber
auch als klassisches decoy fungieren und von sezernierten bakteriellen Proteasen gespalten und
damit immunstimulierend gemacht werden'*®. Hier agiert IL-1B direkt als Kéder und kann als
,Sensor” flr eine bakterielle Proteaseaktivitat Infllammasom-unabhangig gespalten werden. Nach
der Spaltung des Zytokins erhéht sich seine Affinitat fir den IL-1-Rezeptor (IL-1R) und macht es
damit signalfahig. IL-1a dahingegen wird nach Zelllyse freigesetzt und kann als unverarbeitetes
Vorldufer-Protein oder auch als durch die Cystein-Protease Calpain gespaltenes Protein an den IL-
1R binden. Durch passive Freisetzung nach Zelllyse kann IL-1a eine Rolle als Alarmin einnehmen.
Im Vergleich zu DAMPs, welche zentrale und essenzielle Bestandteile einer jeden Zelle sind, wie
zum Beispiel DNA, sind Alarmine zwar ebenso endogene, aber nicht universale, sondern
induzierbar exprimierte Molekiile. Ahnlich zu den DAMPs iiben Alarmine erst nach Schidigung der
Zelle und anschlieBender Freisetzung eine immunstimulierende Funktion aus. Des Weiteren soll IL-
1a ein DNA-bindender Nuklearfaktor sein, der NF-kB und AP-1 aktivieren kann#°. Nach Bindung
der Zytokine an den IL-1R aktiviert dieser als heterodimerer Rezeptor und durch seine intrazellulare
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TIR-Domdne den NF-kB-Signalweg. Interessant ist auch das Familienmitglied IL-1-Rezeptor-
Antagonist (IL-1Ra), das ebenfalls an IL-1R binden kann, aber keine Signalkaskade auslost. Im
Gegenteil: IL-1Ra bindet fest an den Rezeptor und blockiert so eine durch IL-1a- oder IL-1B-Bindung
ausgeloste Signaltransduktion. Daher wird ein rekombinantes IL-1Ra, genannt Anakinra, welches
in Bakterien produziert wird, in der klinischen Anwendung zur Behandlung der systemischen
juvenilen idiopathischen Arthritis und verschiedenen systemischen und lokalen
Entziindungskrankheiten verwendet**,

Die TNF-Familie besteht aus 19 Zytokinen, wobei TNF-a das bekannteste Mitglied ist'. TNF-o. wurde
1975 als Serumfaktor entdeckt welcher Nekrose von Tumorzellen zu induzieren vermochte und
dadurch anfénglich als vielversprechendes Ziel fiir die Krebstherapie gesehen wurde®®°. Trimeres
TNF-a findet sich als Transmembranprotein auf der Zelloberflache von vor allem Makrophagen
vor'®, Es kann aber auch durch ADAM (a disintegrin and metalloprotease)-17 Proteasen, auch
TACE (tumor necrosis factor-a-converting enzyme) genannt, gespalten werden und wird dann als
|6sliches Trimer in den Uberstand abgegeben®>2. Sowohl membrangebundenes als auch |8sliches
TNF-a, haben eine Signalwirkung und fiihren nach Bindung an ihre Rezeptoren zu einer Aktivierung
des NF-kB-Signalwegs.

1.4 Wirt-Pathogen-Interaktionen

Die red queen hypothesis geht von einer standigen Weiterentwicklung und Anpassung von Wirten
und deren Pathogenen aus. Fiir ein Uberleben beider muss ein stindiges Wettriisten stattfinden,
was zu einer Koevolution fiihrt'>3, Neben Bakterien sind Viren bedeutende Pathogene. Viren
besitzen keinen eigenen Stoffwechsel und kénnen keine eigene Replikation durchlaufen. Sie sind
daher fir eine erfolgreiche Propagation auf den Stoffwechsel von Wirtszellen angewiesen und
kapern diesen. Ein Weiterleben des Wirtes und eine daraus resultierende erfolgreiche Propagation
ist also im Sinne eines Virus. Im Interesse des Wirtes ist es jedoch, eine virale Replikation zu
beschranken oder zu verhindern. Zum Erreichen einer ausgeglichenen Immunantwort muss das
Immunsystem daher gut orchestriert agieren. Eine Infektion mit dem Wirts-angepassten Herpes
Simplex Virus, beispielsweise, fiihrt meistens nur zu, zwar unangenehmen, aber nicht todlichen
Fieberblaschen, da die Propagation des Virus eingeddammt werden kann. Einige Pandemien der
letzten Zeit aber, so zum Beispiel HIV/AIDS, Ebola, aber auch die derzeitige SARS-CoV-2-Pandemie
sind die Folge einer Zoonose, die Ubertragung einer Infektionskrankheit von Tieren auf Menschen
und vice versa®**>>, Hier sind die Folgen der viralen Infektion zumeist schwerwiegender. Dies l4sst
sich aus einer noch nicht vollstandig durchgefiihrten Anpassung an den neuen Wirt und ein Fehlen
von speziesspezifischen Restriktionsfaktoren erklaren, was zu einer uneingeschrankten Replikation
des Virus fiihrt!°®. Bei einem gut angepassten Virus fiihrt eine Infektion normalerweise nicht zum
Tod des Wirtes, sondern zu einer (beschrankten) Propagation des Virus. So zum Beispiel verlauft
eine Infektion mit dem HIV-verwandten Simiane Immundefizienz-Virus (SIV) in afrikanischen
nichtmenschlichen Primaten asymptomatisch oder kaum symptomatisch, wohingegen eine HIV-
Infektion unbehandelt in Menschen zu AIDS fiihrt®*”1%8, Dahingegen sind Viren, welche iiberhaupt
nicht angepasst sind, leicht durch das Immunsystem zu erkennen, da sie noch nicht fir
Virulenzfaktoren kodieren. So lassen sich einfache PAMPs wie intrazellulare Nukleinsduren sofort
erkennen und flihren zu einer Aktivierung des Immunsystems, ohne dass eine Inhibition von Seiten
des Pathogens stattfinden kann. Gut angepasste Viren, wie zum Beispiel Kaposi-Sarkom-
Herpesvirus (KSHV), setzen Techniken ein, um ihr Erbgut vor einer solchen Erkennung zu
schiitzen®®. Eine Immunantwort muss daher gut koordiniert sein, um zwar die Replikation von
Pathogenen zu beschranken aber eine unkontrollierte, Giberschieffende Antwort zu verhindern. Als
weiteres Beispiel ldsst sich hier die normalerweise vorteilhafte Erkennung von LPS erwdhnen:
Wahrend einer Erkennung von bakteriellen LPS {blicherweise zu einer moderaten
Immunaktivierung fihrt, kann eine unkontrollierte systemische bakterielle Infektion und
Uberaktivierung der PRRs mit daraus resultierender ibermaRiger Entziindungsreaktion zum Tod
fiihren?60.162,
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Da Nukleinsduren das vorderste und offensichtlichste Muster sind, welches leicht als fremd
erkannt werden kann, haben Pathogene verschiedene Gegenmechanismen entwickelt, um einer
Nukleinsdureerkennung durch den Wirt zu entkommen. So zum Beispiel wird eine PKR-Aktivierung
auf dem Level der RNA-Bindung durch das VACV-Protein E3L und eine PKR-Dimerisierung durch
das Hepatitis C Virus-Protein NS5A inhibiert'®%1%3, Auch wird die OAS-Signalkaskade durch das
Maus Hepatitis Virus-Protein NS2 inhibiert, da es 2'-5'-Oligoadenylat degradiert!®®. Auch eine
Spaltung von Proteinen wird angewandt, um diese zu inaktivieren: So schneidet zum Beispiel das
Hepatitis C Virus NS3-Protein das Adapterprotein MAVS und fiihrt dadurch zu einer reduzierten
Interferonantwort®®>. Daher gibt es zumeist einen backup-Plan und Zellen stiitzen sich auf mehrere
Erkennungsrezeptoren und Signalwege. So zum Beispiel flihrt eine dsRNA Erkennung durch TLR3
nicht nur zu einer Interferonantwort, sondern kann auch zu einer Apoptose fiihren*®®,

1.5 Das Inflammasom

Das Inflammasom wurde erstmals 2002 durch Martinon, Burns und Tschopp beschrieben?®’. In
einem zellfreien System konnte gezeigt werden, dass sich ein hochmolekularer Komplex ausbildet,
welcher in der Lage ist, pro-IL-1B zu IL-1B zu maturieren. Inflammasom-Komplexe bestehen in der
Regel aus einem modularen Sensor-Protein, dem Adapter-Protein ASC (apoptosis-associated
speck-like protein containing a caspase recruitment domain) (Genname PYCARD), sowie der
ausfihrenden Cystein-Protease Caspase-1 (friiher als ICE bezeichnet fur interleukin-1 converting
enzyme) (siehe Abbildung 3 fir eine Auswahl an Inflammasom-Sensoren und deren
Aktivatoren)'e8169,
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Abbildung 3: Auswahl an Inflammasom-Sensoren mit Darstellung der Proteindoméanen sowie deren Aktivatoren. (1) Das
NLRP3-Inflammasom wird durch ein Ausstromen von Kalium aktiviert. Dies kann zum Beispiel durch bakterielle
porenbildende Proteine, wie a-Hamolysin von S. aureus, verursacht werden. (2) Das NAIP/NLRC4 Inflammasom wird durch
eine direkte Bindung von bakteriellem Flagellin an das NAIP-Protein aktiviert. (3) AIM2 wird durch direkte Bindung an
dsDNA aktiviert. Diese kann bakterieller oder viraler Natur sein. (4) Eine Aktivierung des Pyrin-Inflammasoms findet durch
einen indirekten Mechanismus statt: Eine Inhibition von Rho GTPasen fiihrt zu einer Aktivierung dieses Inflammasoms.

Der Name Caspase fiir die Proteasefamilie rihrt daher, dass diese Proteasen nach einem
Asparaginsdure-Rest mit einem aktiven Cystein-Rest in ihrer katalytischen Triade spalten (cysteine
aspartyl proteases). Nach erfolgreicher Aktivierung des zytosolischen Sensors vermag sich ein
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Inflammasom-Komplex durch homotypische PYD-PYD oder CARD-CARD Protein-Interaktionen zu
assemblieren'’®. Der Prionen-dhnliche Vorgang der ASC-Assemblierung in Filamente dient einer
Signalamplifikation und kann unter Zuhilfenahme Fluoreszenz-markierter Proteine mikroskopisch
beobachtet werden'’**”3, In einem weiteren Schritt wird das inaktive Zymogen Caspase-1 an ASC
Filamenten durch eine proximity-induzierte Autoproteolyse aktiviert'’*. Dieser Modus der
Selbstspaltung und Aktivierung durch Spaltung ist eine inhdarente Eigenschaft der Caspasen. Nach
erfolgreicher Aktivierung kann Caspase-1 ihre Substrate schneiden, darunter die drei
prominentesten: die proinflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-18 sowie GSDMD®'> Die
Prozessierung der Substrate durch Caspase-1 wird durch eine Sequenzspezifizitdat, da nach einem
Aspartat geschnitten wird, sowie durch die Struktur der Proteine definiert!’®'”’. Das Schneiden von
GSDMD fiihrt zu einer Auflésung der intramolekularen Autoinhibition, anschliefender Bindung des
N-terminalen Fragments an Membranlipide und zur Ausbildung von Poren in der Membran'’818°,

Durch den vorhandenen lonenkonzentrationsgradienten kommt es zu einem osmotischen Druck
und EinflieRen von Wasser. In weiterer Folge kommt es zum typischen Aufbldhen, Platzen und
dadurch folgenden Tod der Zelle, welcher Pyroptose genannt wird®. Durch diesen Prozess wird
nicht nur ein moglicher Lebensraum fiir intrazelluldre Pathogene zerstort, sondern es werden auch
DAMPs freigesetzt'®2. Ublicherweise sind dies intrazelluldre Molekiile, wie zum Beispiel ATP und
HMGB1, die durch ihre ungewdhnliche extrazelluldre Lokalisation als Warnsignal erkannt
werden®®, Ferner werden die nun maturierten Zytokine IL-1B und IL-18 freigesetzt, wobei es hier
— durch einen noch unklaren Mechanismus — auch ohne Pyroptose der Zelle zu einer Freisetzung
kommen kann®'7  Als Sekundareffekt ist das N-terminale Fragment von GSDMD auRerdem
imstande die Zellwande von Bakterien zu zerstéren und diese dadurch abzutéten?®. Durch den mit
Pyroptose verbundenen Zelltod und der hochgradig immunstimulatorischen Aktivitdt nach
Freisetzen der Zytokine sowie DAMPs kann eine Aktivierung des Inflammasoms als letztmogliche
Verteidigungsstrategie betrachtet werden (siehe Abbildung 4 fir eine Darstellung der
Inflammasomaktivierung).

Die meisten der Inflammasom-Sensoren gehéren zur Familie der NLRs**. Inflammasom-bildende
NLR-Proteine beherbergen drei charakteristische Domanen: Eine N-terminale death-fold-Domane,
welche entweder direkt oder indirekt an Caspase-1 bindet, eine zentrale Nukleotid-bindende oder
NACHT-Domane, und eine LRR-Domane. Bei der death-fold-Domane kann es sich um eine PYD oder
CARD handeln. Aufgrund dieser N-terminalen Domdnen wird zwischen NLRP-Proteinen mit einer
PYD sowie NLRC-Proteinen mit einer CARD unterschieden. NLRP-Proteine vermoégen mittels ihrer
PYD homotypische Interaktionen mit der PYD von ASC einzugehen und diese PYD-PYD-
Interaktionen fihren zu einer Oligomerisierung von ASC. ASC kann weiter mit seiner CARD-
Domdne mit der CARD-Domane von Caspase-1 interagieren und diese somit zum Inflammasom
rekrutieren, wo diese durch Autoproteolyse aktiviert wird. NLRC-Proteine kénnen auch ein ASC-
beinhaltendes Inflammasom bilden, aber ebenso mittels ihrer CARD-Domaéne direkt mit Caspase-
1 interagieren und diese ohne stattfindende Autoproteolyse aktivieren®®. Durch das Fehlen der
Autoproteolyse formiert sich ein ,death-inflammasome”: Es kommt zu einer Pyroptose aber zu nur
unzureichender Prozessierung von Zytokinen'®, Der LRR-Domane wird in der
Inflammasomaktivierung eine potentielle Rolle in der Ligandenerkennung zugeschrieben®®. Die
NACHT-Domdne  dahingegen  durchgeht nach  Aktivierung des  Sensors eine
Konformationsanderung, was zu einer Oligomerisierung und Aktivierung des Sensors fiihrt®,
Dieser hochmolekulare Komplex dient als Keim fiir das Pyroptosom.

1.5.1 NLRP3

Der wohl prominenteste und am besten untersuchte Inflammasom-Sensor ist NLRP3.
Punktmutationen in NLRP3 sind ein Ausloser fir das cryopyrin-associated periodic syndrome
(CAPS), welches die autoinflammatorischen Krankheiten familial cold autoinflammatory syndrome
(FCAS), neonatal-onset multisystem inflammatory disease syndrome/chronic infantile neurologic
cutaneous and articular syndrome (NOMID/CINCA) sowie Muckle-Wells syndrome (MWS)
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umfasst!®19, Dem CAPS liegen wiederkehrende Anfille von systemischer Entziindung und Fieber
zugrunde, welche IL-1B-vermittelt sind®2. Ferner gibt es Assoziationen zwischen einer abnormen
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in Volkskrankheiten wie Alzheimer und Gicht!*'%* NLRP3
ist Uberwiegend in Makrophagen exprimiert und eine Hyperaktivitdt von NLRP3 durch MWS in
Makrophagen konnte auch erstmals mittels aus MWS-Patienten-isolierten Makrophagen gezeigt
werden®, Das NLRP3 Protein besteht aus einer N-terminalen PYD, einer zentralen NACHT-
Domaéne, und C-terminalen LRRs.
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Abbildung 4: Aktivierungsmechanismus eines Inflammasoms anhand von NLRP3. (1 & 2) Durch transkriptionelle
Aktivierung, zum Beispiel TLR4-Aktivierung, kommt es zu einer Hochregulation von NLRP3 und pro-IL-1f3. Dies wird
allgemeinhin als Signal 1 bezeichnet. (3) Durch Inserierung bakterieller Proteine, wie zum Beispiel a-Hdmolysin von S.
aureus, in die Membran kommt es zu einem Kalium-Efflux, was als Signal 2 dient. (4) NLRP3 wird durch den Kalium-Efflux
aktiviert und assembliert sich Gber homotypische Protein-Protein-Interaktionen in einen hochmolekularen Komplex mit
dem Adapter ASC sowie Caspase-1. (5) Caspase-1 schneidet und aktiviert sich dadurch selbst. (6) In weiterer Folge
schneidet aktivierte Caspase-1 die Substrate GSDMD und pro-IL-1pB. (7) Der freie N-Terminus von GSDMD kann sich in die
Membran integrieren und fihrt so zu dem inflammatorischen Zelltod Pyroptose. Das maturierte IL-18 wird ebenso
freigesetzt.

Zur Aktivierung des kanonischen NLRP3-Inflammasoms in Makrophagen bedarf es eines Signal 1-
sowie Signal 2-Stimulus. Durch dieses ,Vier-Augen-Prinzip“ unterliegt das NLRP3-Inflammasom
einer starkeren Regulation. Signal 1 kann zum Beispiel LPS sein, welches durch Bindung an TLR4
und anschlieBender NF-kB-Signalwegaktivierung zu einer transkriptionellen Hochregulation der
pro-IL-1B- und NLRP3-Expression fiihrt'®>, AuBerdem wird eine Lizensierung der NLRP3-Aktivierung
durch Signal 1 durchgefiihrt, welche auf einer oder mehreren posttranslationalen Modifikationen
von NLRP3 beruht, so etwa einer Deubiquitinierung oder einer Phosphorylierung'®®. Als Signal 2
und direktere Aktivatoren von NLRP3 haben sich diverse Stimuli herausgestellt: So aktivieren
porenbildende Toxine von Staphylococcus aureus (S. aureus), sowie dsRNA, dsDNA, ATP,
Harnsaurekristalle, das lonophor Nigericin, Kohlenstoff-Nanoréhren und Asbest das NLRP3-
Inflammasom?¥7-2%, Diese Stimuli verursachen einen Efflux von Kalium nach Schidigung der
Zellmembran, was als gemeinsamer Nenner und Aktivator des NLRP3-Inflammasoms identifiziert
worden ist?%27, Es wurden aber auch Kalium-unabhéngige Aktivatoren von NLRP3 beschrieben,
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so zum Beispiel das Molekil Imiquimod, welches liblicherweise als TLR7 Aktivator verwendet wird,
hier aber durch mitochondriale ROS NLRP3 aktiviert’®. Vor kurzem wurde auRerdem eine
Dispersion des Trans-Golgi-Netzwerks als gemeinsamer Nenner der NLRP3 Stimulation
identifiziert?®. Gemeinhin lasst sich NLRP3 also als Sensor fiir eine Stoffwechselgefahr oder
zelluldrer Perturbation einordnen?'°.

Neben dieser kanonischen Inflammasomaktivierung von NLRP3 gibt es noch zwei andere
Aktivierungswege. Einerseits die nicht-kanonische Inflammasomaktivierung: Hier bindet und
erkennt Caspase-11 in Mausen beziehungsweise die Caspasen 4/5 in Menschen direkt
intrazelluldres LPS und eine Aktivierung dieser Caspasen fiihrt zum Zelltod. AnschlieRender Kalium-
Efflux fiihrt zu einer sekundidren NLRP3 Aktivierung!®¥?1%212. Andererseits gibt es auch die
alternative  Inflammasomaktivierung: Hier findet eine alternative NLRP3-abhangige
Inflammasomaktivierung statt, welche unabhangig von Kalium-Efflux ist und ohne Zelltod, aber mit
Freisetzung von IL-1B einhergeht®®%13, Dies kénnte zum Beispiel durch ESCRT (endosomal sorting
complexes required for transport)-abhingige Reparatur der GSDMD-Poren vonstattengehen?*3,

1.5.2 NLRC4

NLRC4, friiher als IPAF bezeichnet, unterscheidet sich von NLRP3 durch eine N-terminale CARD-
Domane. Wie zuvor fiir NLRC-Proteine beschrieben, kann eine NLRC4-Aktivierung daher auch ohne
Beteiligung von ASC Zelltod vermitteln, fir eine effiziente Zytokinprozessierung ist jedoch eine
ASC-Involvierung notwendig®*2!%, Das NLRC4-Protein besteht aus einer N-terminalen CARD, einer
zentralen NACHT-Domane, und C-terminalen LRRs. NLRC4 unterscheidet sich auch dahingehend
von NLRP3, dass es kein Signal 1 fiir eine Hochregulation und Lizensierung bendtigt. Schon seit
einiger Zeit wusste man aus in vivo Experimenten, dass Infektionen mit Salmonella enterica (S.
enterica) sowie Shigella flexneri (S. flexneri) zu einer Pyroptose fiihren kénnen?>2¢, So konnte
gezeigt werden, dass nach einer S. enterica Infektion von Mausen eine effiziente Wirtsabwehr nur
in Anwesenheit von Caspase-1, IL-1B sowie IL-18 stattfand. Interessanterweise aber war ein S.
enterica induzierter Schock abhangig von IL-18. Spater wurde NLRC4 als Inflammasom-Sensor fiir
eine Salmonella-Infektion identifiziert und eine vorherrschende Rolle fiir das NLRC4 Inflammasom
im Darmepithel aufgedeckt!®2217218 Als bestimmte PAMPs fiir eine NLRC4-Aktivierung konnten in
weiterer Folge das bakterielle Prg) Protein (Needle complex protein), welches Teil des Typ-lll-
Sekretionssystems (T3SS) ist, sowie intrazelluldres bakterielles Flagellin ausfindig gemacht
werden?'®221, Diese Proteine werden jedoch nicht direkt durch NLRC4, sondern durch NAIP-
Proteine erkannt. NAIPs bestehen aus einer N-terminalen BIR-Domane, einer zentralen NACHT-
Domane, und C-terminalen LRRs und agieren als Keim fiir die Formierung des Inflammasoms. Nach
Binden des Liganden werden NAIPs aus einem autoinhibitorischen Zustand freigesetzt und
aktivieren das — hier als Adapter agierende — NLRC4-Protein, welches sich in ein NAIP-NLRC4-
Inflammasom assembliert. Interessanterweise wird nicht die LRR-Domane von NAIPs zur
Diskriminierung bakterieller Liganden genutzt, sondern die NBD-assoziierten Domanen sind fir die
spezifische Ligandenerkennung zustidndig??2. Es gibt 7 Maus-NAIPs, davon binden NAIP1/2
Komponenten des T3SS und NAIP5/6 binden Flagellin. Dahingegen gibt es nur ein humanes NAIP,
welches Flagellin und T3SS-Komponenten bindet?%,

1.5.3 Pyrin

Auch in Zusammenhang mit dem Inflammasom-Sensor Pyrin, der durch das Mediterranean Fever
(MEFV) Gen kodiert wird, gibt es einige autoinflammatorische Krankheitsbilder: So stehen familial
mediterranean fever (FMF) und pyogenic arthritis, pyoderma gangrenosum and acne (PAPA) in
Zusammenhang mit einer erhéhten Pyrin-Inflammasomaktivierung®**%?®, Ferner wurde ein
Zusammenhang von inflammatory bowel disease (IBD) mit Mutationen in MEFV beschrieben??’.
Pyrin besitzt eine N-terminale PYD, eine zentrale B-box mit coiled coils sowie eine C-terminale
B30.2/SPRY-Domaéne. Als Aktivator von Pyrin konnten bisher ein Gallensdureanalogon mit
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unklarem Aktivierungsmechanismus sowie Rho GTPasen-inaktivierende bakterielle Proteine
ausfindig gemacht werden??22°, Unter steady-state-Bedingungen phosphorylieren Rho-aktivierte
Serin-Threonin-Kinasen das Pyrin-Protein. Ein phosphoryliertes Pyrin wiederum rekrutiert 14-3-3-
Proteine, die Pyrin autoinhibiert und inaktiv halten®**. Werden diese Rho GTPasen selbst nun
inhibiert, aktiviert sich das Pyrin-Inflammasom. Interessanterweise fungiert Pyrin in seiner
Aktivierung so als ein klassischer guard sensor: Bakterielle Toxine von, zum Beispiel, Clostridium
difficile (C. difficile) und Vibrio parahaemolyticus (V. parahaemolyticus), welche Gblicherweise Rho
GTPasen inhibieren um so die Dynamik des Wirtszytoskeletts zu ihrem Zwecke zu hemmen oder
zu kapern, aktivieren das Inflammasom.

1.5.4 AIM2

dsDNA wird nicht nur durch cGAS erkannt, sondern als klassisches PAMP und DAMP auch durch
den Inflammasom-Sensor AIM2%31234 AIM2 hat eine N-terminale PYD, welche es fiir homotypische
Interaktionen mit ASC verwendet und eine C-terminale HIN-200-Doméane, wodurch es dsDNA
sequenzunspezifisch erkennt und bindet. AIM2 gehort zur sogenannten PYHIN (pyrin and HIN
domain)-Familie. AIM2 agiert hierbei als molecular ruler fir die GroRe der angetroffenen dsDNA
und bendtigt eine Mindestlange von 80 bp fiir eine effiziente Oligomerisierung an dsDNA und
anschlieBender Aktivierung®*>3¢, AIM2 spielt eine wichtige Rolle in der Erkennung von Pathogenen
wie Fransicella tularensis (F. tularensis), VACV, und L. monocytogenes®**’. Ebenso konnte eine
gewebespezifische Rolle von AIM2 in der Erkennung von endogenen DNA-Spezies in DNase 117
Maiusen festgestellt werden?3,

1.6 FIIND-enthaltende Inflammasom-Sensoren

PYD  NACHT LRR

Murin | NLRP1B —ad - =

Abbildung 5: FIIND-enthaltende Inflammasom-Sensoren. Doméanenstruktur des humanen NLRP1, humanen CARD8 und
murinen NLRP1B.

Vor Beginn dieser Arbeit gab es Kenntnisse liber die Aktivierung des Mause-NLRP1B-Proteins, aber
nur ein beschranktes Verstandnis des genauen Mechanismus seiner Aktivierung. Das Wissen tiber
die Aktivierung des humanen Ortholog NLRP1 oder des humanen caspase recruitment domain-
containing protein 8 (CARD8) war nur sehr begrenzt (siehe Abbildung 5 fiir eine Darstellung der
function-to-find-domain (FIIND)-aufweisenden Inflammasom-Proteine). In den letzten Jahren kam
es aber zu einigen spannenden Entdeckungen zu diesen Proteinen sowohl in molekularer,
biochemischer als auch in struktureller Hinsicht. Von den anderen Inflammasom-Sensoren
unterscheiden sich murines NLRP1B, humanes NLRP1 und das humane CARDS, fiir welches kein
murines Ortholog vorhanden ist, durch eine ungewdhnliche C-terminale FIIND, welche von einer
CARD gefolgt wird. Durch in silico Strukturmodellierungsstudien konnte eine strukturelle
Ahnlichkeit der NLRP1 FIIND- mit der ZU5 (found in ZO-1 and UNC5 (uncoordinated protein 5))-UPA
(conserved in UNC5, PIDD and Ankirins)-Doméane von UNC5b identifiziert werden?3%-241, Daher kann
die FIIND-Domane in eine ZU5- und UPA-Subdoméane unterteilt werden, dhnlich zu denen von
UNC5b. Vor kurzem wurde eine Kristallstruktur von Ratten NLRP1B-FIIND gelost, diese ahnelt dem
auto-inhibierten UNC5b?*2. Das einzigartige an der FIIND ist, dass das entstandene Protein
posttranslational und unter steady-state autoproteolytisch in zwei Polypeptidketten zwischen der
ZU5 und UPA gespalten wird und die so entstandenen Fragmente nicht-kovalent assoziiert
bleiben®*3. Diese Autoproteolyse ist eine inhdrente Funktion der FIIND-Domine und unabhangig
von anderen Proteinen. In der oben erwahnten Kristallstruktur der FIIND konnte gezeigt werden,
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dass der erste B-Strang der UPA-Subdomane sich in den ZU5-fold hineinfaltet und so eine nicht-
kovalente Interaktion stattfindet, welche inhibitorisch wirkt. Interessanterweise durchlauft UNC5b
selbst keiner Autoproteolyse, das verwandte Protein PIDD (p53-inducible protein with a death
domain) jedoch schon®*®?*  Die Spaltung von NLRP1B, NLRP1 und CARDS in der FIIND ist
notwendig, damit diese Proteine inflammasomkompetent werden, es handelt sich dabei also um
eine Art Lizensierungsschritt’*. Findet keine Autoproteolyse statt, so kann es bei einer
anschlieBenden Aktivierung der Proteine nicht zur finalen Ausfiihrung der Pyroptose kommen. Zu
einer Aktivierung muss namlich der derzeitigen Datenlage nach das C-terminale Fragment,
bestehend aus UPA-CARD, befreit werden und sich anschlieRend zu einem Inflammasom-Keim
formieren?*%24’ Dabei wirkt die UPA férdernd, da sie den Schwellenwert fiir die Oligomerisierung
herabsetzt**®%%°, Daher werden innerhalb von Zellen die C-terminalen Fragmente von NLRP1B,
NLRP1 und CARDS8 durch die Dipeptidylpeptidase (DPP) 8 und DPP9 gebunden und so einer
direkten und spontanen Inflammasomaktivierung entgegengewirkt®>%°%-252, DPPs sind Proteasen,
welche eine Post-Prolin Dipeptidylaminopeptidase-Aktivitat aufweisen und daher nach NH;-Xaa-
Prolin Resten schneiden®3. Die C-terminalen Fragmente von murinem NLRP1B und humanem
NLRP1 weisen ein Prolin an P1 auf, humanes CARDS8 aber ein Leucin an P1. Erst kiirzlich wurden
Cryo-EM Strukturen eines terndren DPP9-NLRP1A-NLRP18-Komplexes verdffentlicht, welche einige
interessante Erkenntnisse ans Licht brachten®%%* (siehe Abbildung 6B fiir die Cryo-EM Struktur).
So bindet ein DPP9-Molekiil ein in der FIIND autoproteolytisch-geschnittenes, jedoch vollstandiges
NLRP1*-Molekiil Giber ein erstes interface (site 1) mittels der ZU5-Subdomaine. Die NLRP1* ZU5-
UPA-Interaktion dhnelt hierbei der Kristallstruktur von NLRP1B-FIIND. Bei einem weiteren NLRP18-
Molekiil ist jedoch nur die UPA-Subdomane sichtbar und dessen N-Terminus ist Gber ein zweites
interface (site 11) im Substrattunnel von DPP9 sichtbar. Uber ein drittes interface (site IlI)
interagieren die UPA-Domanen von NLRP1* und NLRP18. Die Interaktion von DPP9 und NLRP1® an
site Il dahnelt einer substratgebundenen Struktur von DPP9, eine Spaltung nach P1 von NLRP1
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, was sich mit friiheren Berichten deckt. NLRP1 wird
demnach ahnlich wie ein Substrat erkannt und das C-terminale UPA-CARD-Fragment bindet (iber
seinen N-Terminus an DPP9, wird jedoch aber nicht prozessiert. Umso interessanter ist es, dass
sowohl eine Bindung als auch eine katalytische Aktivitdt von DPP9 erforderlich sind, um das NLRP1-
Inflammasom in Schach zu halten. Ferner erklart sich aus der Struktur, wieso auch DPPS8, aber nicht
DPP4 eine inhibitorische Funktion auf NLRP1-Aktivierung ausiben kann: Die mit NLRP1
interagierenden Reste von DPP9 sind auch in DPP8 konserviert, jedoch nicht in DPP4.

Im Moment gibt es keine Indizien fir eine (patho)physiologische Korrelation von DPP8/9-
Inhibition, es gibt jedoch small molecules die eine Inhibition von DPP8/9 vermdgen und so zu einer
Inflammasomaktivierung fiihren. So inhibieren der Pan-DPP-IV-Inhibitor Val-boro-Pro (VbP), auch
Talabostat oder PT-100 genannt, und die DPP8/9-selektiven Inhibitoren 1G244 und 8j die
Dipeptidylpeptidasen DPP8 und DPP9%%, Inhibition von DPP8/9 fiihrt zu einer nicht-redundanten
und NLRP1-abhingigen Pyroptose in Mausmakrophagen und humanen Keratinozyten®%2, Diese
Aktivierung l3sst sich durch eine direkte Verdringung des NLRP1B-Fragments aus dem DPP9-
Substrattunnel, Auflésung des inhibitorischen Komplexes und Freisetzung des UPA-CARD-
Fragments verstehen?®*. In einer NLRP1-DPP9-VbP Cryo-EM Struktur konnte NLRP18, bestehend
aus UPA-CARD, nur schwach wahrgenommen werden, was darauf hindeutet, dass VbP NLRP1®
durch VbP-Bindung an DPP8/9 direkt aus dem Substrattunnel verdringt (siehe Abbildung 6C fiir
eine Darstellung der VbP-vermittelten NLRP1-Inflammasomaktivierung).

Eine DPP8/9-Inhibition in humanen Zellen myeloischen und lymphoiden Ursprungs dahingegen
fuhrt zu einer CARD8-abhéngigen Pyroptose®%2°%2>7 Aufgrund der Cryo-EM Struktur eines, ebenso
ternidren, DPP9-CARDS”-CARD8® Komplexes wird hier von einem &hnlichen, aber doch etwas
anderem, Aktivierungsmechanismus als bei NLRP1 ausgegangen®®. So bindet das CARD8® UPA-
CARD-Fragment nicht im, aber in der Ndahe des Substrattunnels. Daher fiihrt eine DPP9-VbP-
Bindung wohl nicht zu einer direkten Verdrangung von CARD8® UPA-CARD. Dies ist fiir die Cryo-EM

21



Untersuchung in vitro der Fall, in Zellen dahingegen konnte eine VbP-Behandlung die Assoziation
von CARD8 mit DPP9 reduzieren und dadurch zu einer Inflammasomaktivierung fihren.
Interessanterweise wurde VbP schon vor ungefahr 10 Jahren als immunoonkologisches Agens in
klinischen Studien getestet. Allgemein gesprochen fiihrt eine Inhibition von DPPs zu einer
Perturbation der Zellhomoostase. Im Sinne des guard models konnte man daher davon ausgehen,
dass es einen (patho)physiologischen Zusammenhang mit einer guard-Funktion von DPPs und
einer DPP8/9-Inhibition geben kann.
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Abbildung 6: Inhibition von humanem NLRP1 durch DPP9 und Aktivierung durch VbP. (A) Domanenstruktur des humanen
NLRP1-Proteins mit den Subdomanen der FIIND, welche im Cryo-EM gesehen wurden, farbig markiert. (B) Cryo-EM
Struktur des terndren NLRP1-DPP9 Komplexes, welcher aus DPP9-NLRP1A-NLRP1B besteht (PDB: 6X6A). (C) Schematische
Darstellung des ternaren DPP9-NLRP1A-NLRP18 Komplexes. VbP fiihrt zu einer Verdrangung des NLRP1B-Molekdls, welches
nun als Keim fir die Inflammasomaktivierung agieren kann.

Inflammasomaktivierung

1.6.1 Ma&use NLRP1B

Das murine NLRP1B-Protein besitzt, als klassischer NLR, eine NACHT-Domane, welche von LRRs,
einer autoproteolytischen FIIND- und schliellich einer CARD-Domane gefolgt wird. Die Forschung
an dem Mause-NIrp1b hat ihren Ursprung in den 1950igern an einem urspriinglichen Interesse an
der Pathogenese von Bacillus anthracis (B. anthracis). B. anthracis ist ein grampositives,
sporenbildendes, aerobes, sowie fakultativ anaerobes Bakterium. Es ist Verursacher des
Milzbrandes (auch Anthrax genannt), beféllt vor allem Herbivoren, kann aber auch von Tieren auf
Menschen (bertragen werden. In den allgemeinen Fokus riickte B. anthracis nach den Anthrax-
Anschlagen von 2001, bei denen Milzbrandsporen fiir Bioterrorismus verwendet worden waren.
Mittels in vivo Studien konnten schon friih von B. anthracis gebildete und sezernierte Proteine als
letales Agens ausfindig gemacht werden, welche fiir den Tod von Hausmeerschweinchen und
Mausen zustandig sind®*%*%°, Dazu wurde Plasma von B. anthracis infizierten und verendeten
Hausmeerschweinchen auf seine Toxizitat bei Mausen und Hausmeerschweinchen getestet. Es
konnte festgestellt werden, dass ein letaler Effekt durch vorhergehende Hitzebehandlung des
Plasmas sowie auch durch gleichzeitige Gabe eines neutralisierenden Pferde-Plasmas aufgehoben
werden konnte.

Als verantwortliches Agens konnten die Uber ein Plasmid kodierten Virulenzfaktoren und
sekretierten Proteine Protektives Antigen (PA), Letalfaktor (LF), und edema factor (EF) ausfindig
gemacht werden, welche gemeinhin als Anthraxtoxine bekannt sind?®l. Prozessiertes PA
assembliert sich entweder mit LF oder EF zu einem Komplex, welcher Giber den ANTXR-Rezeptor
und anschlieBender Endozytose in Zellen aufgenommen wird?2. Der assemblierte Komplex aus PA
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und LF wird als Letaltoxin (LT) und der assemblierte Komplex aus PA und EF als Edematoxin (ET)
bezeichnet. Die Verabreichung von ET fiihrt zur Bildung von Odemen. EF ist eine Adenylylcyclase
und konvertiert nach Translokation ins Zytosol 20-50% des ATPs der Wirtszelle zu dem second
messenger cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP) und fihrt dadurch zu einer
abgeschwichten Immunantwort?®®. So konnte gezeigt werden, dass eine ET-Behandlung von
Neutrophilen zu einer Verringerung des oxidative burst, sowie auch zu einer reduzierten
Phagozytose fiihrt?®#2®>, Bei LPS-stimulierten Monozyten fiihrt eine ET-Behandlung zu einer
reduzierten TNF-o- aber einer erhodhten IL-6-Sekretion®®®. LF dahingegen ist eine Zink-
Metalloproteinase, welche nach Translokation ins Zytosol intrazelluldre Wirtsproteine schneidet.
Eine Verabreichung von LT ist fiir bestimmte Tiere, wie Mause, tddlich®®’. Es konnte gezeigt
werden, dass MAPK Kinasen 1 und 2 (MKK 1 und 2) Substrate fiir LF sind und diese durch eine LF-
vermittelte Proteolyse inaktiviert werden2%®. MAP-Kinasen spielen jedoch eine wichtige Rolle in der
immunologischen Signalkaskade®®. Eine Inaktivierung der MKKs durch das Pathogen scheint so
also nitzlich fiir diesen zu sein. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass eine Inaktivierung von
MKK3 durch LF zu einer Reduktion von LPS/IFN-y-induziertem TNF-a und Stickstoffoxid fiihrt>®8.
Die Toxizitat von LT beruht jedoch auf einer Wirkung gegeniiber Makrophagen. In Zellkultur-
Systemen konnte eine zytotoxische und lytische Rolle von LT nach Stimulation von Maus-
Peritoneal-Makrophagen festgestellt werden?°, Weitergehend konnte in vivo gezeigt werden,
dass Makrophagen-abgereicherte Mause resistent gegen LT-induzierten Tod sind, dies aber durch
Injektion von Makrophagen wiederhergestellt werden kann?’*. AuRerdem wurde hier gezeigt, dass
Mause durch passive Immunisierung gegen IL-1 oder Gabe eines IL-1 Rezeptor Agonisten vor einer
LT-challenge geschitzt sind. Mittels Inzuchtmausstimmen konnte 1998 zuerst ein Lokus am
Chromosom 11 und 2006 das extrem polymorphe Gen Nirp1b (friher als Nalp1b bezeichnet) als
Anfilligkeitsfaktor fiir LT-induzierten Makrophagenzelltod identifiziert werden?’%273,
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Abbildung 7: NLRP1-Proteine kodiert durch Paraloge und Allele in der Maus. Dargestellt sind humanes NLRP1 und die
Maus-NLRP1 Paralogproteine verschiedenster Allele sowie die Reaktionsfahigkeit auf Letalfaktor oder VbP.

Die genaue Aufklarung gestaltete sich als nicht trivial, da es zum Beispiel in C57BL/6-Mé&usen drei
Nirp1 Paraloge (Nirpla, Nirp1b und Nirplc) gibt und diese in Tandem auf Chromosom 11 liegen
(siehe Abbildung 7 fiir eine Ubersicht der NLRP1-Proteine). Des Weiteren sind fiinf hoch
polymorphe Allele fir Nirplb in gangigen Inzuchtmausstammen beschrieben, von welchen
Nirp1b1 und Nirp1b5 auf LT-Stimulation reagieren. Die anderen Allele haben Mutationen oder
Aminosdurensubstitutionen, welche das Protein inaktiv machen. So zum Beispiel fehlt NIrp1b2
eine Erkennungssequenz am N-Terminus, die es resistent gegeniliber LT macht und Nirp1b3
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durchlauft aufgrund eines einzelnen Nukleotidpolymorphismus keiner Autoproteolyse in der
FIIND-Domiane®*?’4, Dahingegen beinhaltet NIrpib4 eine Rastermutation, welche zu einem
friihzeitigen Stopcodon und so zu einem trunkierten NLRP1B-Protein fihrt, welchem die CARD
fehlt. Dem Nirpla Paralog fehlt ebenso eine Erkennungssequenz am N-Terminus, die es resistent
gegeniiber LT macht und Nirplc, welches auch als Pseudogen beschrieben ist, fehlt die CARD?".
Eine Sensitivitat gegenliber LT zeigen die NiIrp1b1 und Nirp1b5 Allele, eine Sensitivitdt gegeniiber
VbP zeigen Nirpla, Nirplbl, Nirplb2, sowie Nirp1b5%’*, Diese besitzen allesamt eine NACHT-
Domane, LRRs, sowie eine FIIND, welche einer Autoproteolyse untergeht, und eine CARD fir
downstream signaling. Bei Ratten wurden fiinf polymorphe Nirp1 Gene beschrieben?’®,

In einer anschliefenden Studie konnte im Kontext einer Inflammasomaktivierung in vivo gezeigt
werden, dass eine NLRP1B-Aktivierung zu einer IL-1B-Antwort fihrt und dies ein protektives
Ereignis darstellt?””. Mause, welche ein LT-sensitives Allel tragen, waren in der Lage das bakterielle
Wachstum und die Verbreitung von B. anthracis als Folge einer intravendsen oder subkutanen
Sporeninfektion zu kontrollieren. Des Weiteren wurde gezeigt, dass diese Antwort abhadngig von
Caspase-1 und einer IL-1B-induzierten Neutrophilen-Rekrutierung ist. Letztlich wurde 2012
gezeigt, dass LF das NLRP1B-Protein von Ratten sowie Mausen schneidet und dass dies zu einer
Inflammasomaktivierung flihrt, wobei es jedoch nicht klar war, ob fiir die NLRP1B-Aktivierung noch
andere Substrate von LF geschnitten werden miissen?’%27827%  Neben einem direkten
Aktivierungsmodel durch LF-Spaltung von NLRP1B bestand noch die Mdglichkeit, dass unbekannte
Faktoren, welche NLRP1B inhibieren, geschnitten und dadurch inaktiviert werden. Als LF-
Schnittstelle konnte bei Maus NLRP1B jedoch Lys44-Leu45 entdeckt werden. Dass ein alleiniges
Schneiden des NRLP1B-Proteins zu einer Inflammasomaktivierung fiihren kann, wurde
schlussendlich mittels eines kiinstlichen Systems bewiesen: Ein sonst nicht durch TEV schneidbares
und aktivierbares NLRP1B-Protein wurde am N-Terminus mit einem GFP-Molekiil und einer TEV-
Spaltungsstelle versehen. Nach TEV Expression wurde dieses Protein geschnitten und tatsachlich
aktiviert?*>?®, Diese Studien lieferten den ersten molekularen Mechanismus dafiir, wie eine von
einem Pathogen kodierte Aktivitat durch ein Inflammasom wahrgenommen werden kann. In
diesem Sinne ist die Aktivierung dhnlich der Pathogenerkennung durch integrated decoy®®*. So
fungiert NLRP1 als eine Art ,Stolperdraht” und wird durch die, an und fiir sich fiir B. anthracis
nitzliche, da immunsuppressive, LF-Aktivitat, aktiviert. Dies ldsst sich als ein perfektes Beispiel
eines Wettristens zwischen Wirt und Pathogen ansehen. Interessanterweise konnte eine
Proteasom-Abhangigkeit sowie Involvierung des N-end-rule-Signalwegs fiir die Aktivierung nach
LT-Stimulation ausfindig gemacht werden, die genaue Rolle konnte aber bis vor kurzem nicht
entschlisselt werden%2%,

Bahnbrechende Studien, darunter ein genomischer screen, des Vance-, Bachovchin- sowie dem
Shao-Labor, fihrten schliellich 2018 zu folgenden Entdeckungen: Durch die Spaltung von NLRP1B
durch LT wird ein destabilisierender Neo-N-Terminus freigelegt, was zu einer funktionellen
Degradation des N-terminalen Fragments von NLRP1B fihrt. Hierfiir ist die Aktivitat des
Proteasoms, sowie des N-end-rule-Signalwegs notwendig?*®-247-285288 Dyrch den Bruch im NLRP1B-
Molekil, welcher durch die Autoproteolyse in der FIIND entstanden ist, wird das C-terminale
Fragment, bestehend aus UPA-CARD, nicht gemeinsam mit dem N-terminalen Fragment
degradiert, sondern befreit sich und bildet einen Inflammasom-Keim aus (siehe Abbildung 8).

Des Weiteren unterstiitzend fir die Hypothese der funktionellen Degradation konnte gezeigt
werden, dass eine Ubiquitinierung des N-Terminus von NLRP1B durch die S. flexneri E3 Ubiquitin-
Ligase IpaH7.8 ebenso zu einer Degradation des N-Terminus und Aktivierung des NLRP1B-
Inflammasoms fiihrt. Ferner sei hier noch einmal die Aktivierbarkeit des murinen NLRP1B-
Inflammasoms durch DPP8/9-Inhibition erwadhnt?**?>°, Eine Freisetzung von IL-1B und IL-18 nach
NLRP1B-Aktivierung ist abhangig vom Adapterprotein ASC, ein Zelltod kann jedoch, wenn auch in
abgeschwichter Form, ohne ASC-Involvierung stattfinden®2°1,
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Abbildung 8: Aktivierung von NLRP1B durch funktionelle Degradation. (1) B. anthracis sekretiert PA und LF. (2) Diese
assemblieren sich und LF kann in das Zytosol translokieren. (3) Dort schneidet LF am N-Terminus von NLRP1B. (4) NLRP1B
wird dadurch ubiquitiniert und fur die proteasomale Degradation markiert. (5) Das N-terminale Fragment von NLRP1B
wird durch das Proteasom abgebaut. (6) Das C-terminale Fragment wird, durch vorangegangene Autoproteolyse in der
FIIND-Doméne, von einer proteasomalen Degradation verschont und kann sich aus dem Komplex lésen. (7) Ein
Inflammasom-Keim entsteht. Abbildung angelehnt an 247,

Der Vollstandigkeit halber sind weiter noch Publikationen zu erwahnen, die von einer Aktivierung
des Ratten- und des Mause-NLRP1B- sowie des humanen NLRP1-Inflammasoms durch Toxoplasma
gondii (T. gondii) berichten®®92°1 In murinen Makrophagen konnte bei einem knockdown von Nirp1
ein erhohter Zelltod und eine erhohte Parasitenreplikation festgestellt werden. Der
zugrundeliegende Mechanismus der Aktivierung durch T. gondii ist jedoch nicht geklart, es konnte
keine Prozessierung des N-terminalen Fragments von NLRP1B festgestellt werden. Offene Fragen
gibt es auch noch in Bezug auf die Beobachtung, dass eine ATP-Depletion in einer humanen
Epithelzelllinie, welche transient mit NLRP1B, sowie Caspase-1 und pro-IL-1f rekonstituiert wurde,
zu einer Aktivierung des Inflammasoms fiihrte'?.

1.6.2 Humanes NLRP1

Humanes NLRP1 war das erste Inflammasom-formende Protein, welches 2002 von Martinon,
Burns und Tschopp beschrieben wurde und zeigt eine — auf den ersten Blick — dhnliche
Domaénenstruktur wie murines NLRP1B'®’. Dennoch war es bis vor einigen Jahren eher
stiefmtterlich untersucht worden und seine physiologische Rolle war nicht bekannt. Dies lasst sich
auf mehrere Faktoren zurlickfiihren: Erstens wird humanes NLRP1 in Epithelzellen und nicht in
klassischen immunologisch ,relevanten” Zellen wie Makrophagen exprimiert?®2, NLRP3, das am
besten untersuchte Inflammasom, kann in klassischen immunologisch relevanten Zellen wie
murinen Makrophagen ideal untersucht werden und ist ebenso in humanen Makrophagen aktiv>®.
Auch wird NLRP1B in Makrophagen murinen Ursprungs durch LT-Behandlung aktiviert. Daher
konzentrierte sich eine Untersuchung des humane NLRP1-Inflammasoms eher aufimmunologische
Zellen als auf Epithelzellen. Des Weiteren ist Ausgangsmaterial fir die Gewinnung von
Makrophagen, wie peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) oder bone marrow-derived
macrophages (BMDMs) leicht zugénglich und Zellen kdnnen aus dem Ausgangsmaterial relativ
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einfach isoliert werden. AuRerdem gibt es Zelllinien, wie die humane THP-1 oder murine 1774
Zelllinie, welche, bis zu einem gewissen Grad, als verlassliches Model fiir primare Makrophagen
fungieren. Primare humane sowie auch primare murine epidermale Keratinozyten dahingegen sind
aufwendiger zu isolieren. Einerseits ist humanes Ausgangsmaterial schwerer zu bekommen,
andererseits erfordert die Isolation mehr Aufwand, da Keratinozyten aus einer Matrix mit
potentiell verunreinigenden Fibroblasten isoliert werden miissen. Konventionelle humane
Keratinozytenzelllinien, wie etwa HaCaT, dahingegen spiegeln primdre humane Keratinozyten
nicht wider, da sie ein anderes Proteinexpressionsprofil als ihr primdres Pendant zeigen. Auch gab
es lange keinen Aktivator von humanem NLRP1, welches eine kontrollierte Untersuchung des
Inflammasoms moglich gemacht hatte. Humanes NLRP1 kodiert, im Gegensatz zum murinen
Ortholog, fir keine LF-Schnittstelle und ist daher nicht durch LT-Stimulation aktivierbar.
Rekonstitution von humanen Zellen mit einem murinen NLRP1B vermag jedoch diese Zellen LT-
sensitiv zu machen®*. Ein Zusammenspiel der genannten Faktoren lieR NLRP1 lange ratselhaft
erscheinen.

Das humane NLRP1 unterscheidet sich vom murinen NLRP1B durch eine N-terminale PYD und
verlangerte LRRs (siehe Abbildung 5). Die N-terminale PYD fungiert hier — im Gegensatz zur PYD
von NLRP3 — nicht als downstream-signaling Partner um den Adapter ASC durch homotypische
PYD-PYD-Interaktionen zu rekrutieren. Stattdessen wurde der PYD eine autoinhibitorische Rolle
zugeordnet, da eine Expression eines NLRP1APYD zu einer spontanen Aktivierung des
Inflammasoms fiihrte?®. Interessanterweise war es in Experimenten méglich, die PYD durch ein
GFP-Molekil zu ersetzen und dieses GFP-Molekiil konnte eine autoinhibitorische Rolle dhnlich der
PYD vermitteln'®*. Daraus kénnte man Riickschlisse ziehen, dass die N-terminale Doméine ein
sterischer Inhibitor des Proteins ist und nicht, dass die PYD spezifische intramolekulare
Wechselwirkungen vermittelt. Des Weiteren lasst sich so erklaren, wieso murines NLRP1B ohne
eine PYD auskommt, da die N-terminale Domane auf das notwendigste Minimum getrimmt wurde
um trotzdem noch inhibieren zu kénnen. Anstelle der PYD wird bei humanem NLRP1, dhnlich zu
NLRP1B, die C-terminale CARD fiir eine Rekrutierung und Aktivierung des ASC-Pyroptosoms
verwendet. Hier sei aber angemerkt, dass — im Gegensatz zu NLRP1B — eine komplette ASC-
Abhingigkeit des humanen NLRP1-Inflammasoms gegeben ist*2.

2007 wurde mit rekombinantem, gereinigtem NLRP1 in einem zellfreien System eine Aktivierung
durch MDP vorgeschlagen®®. Hier konnte durch Zugabe von MDP und ATP eine Oligomerisierung
von NLRP1 und eine anschlieende Aktivierung von Caspase-1 festgestellt werden. Es gibt jedoch
einige Vorbehalte dieser Studie gegeniber: So fand zum Beispiel im verwendeten NLRP1-Protein
keine Autoproteolyse in der FIIND statt, da das rekombinante Protein aus einem cDNA-Klon
generiert wurde, welchem das hierzu notwendige Exon 14 fehlt. Eine Autoproteolyse ist jedoch,
zumindest in Zellen, fiir eine downstream Aktivierung, welche ASC abhéangig ist, notwendig. Des
Weiteren wurde keine direkte Bindung zwischen NLRP1 und MDP nachgewiesen, sondern es
wurde nur ein shift von NLRP1 in Native-PAGE nach MDP/ATP-Zugabe gezeigt. Vor allem aber
handelte es sich hierbei um eine in vitro Studie ohne weitere Validierung der MDP-vermittelten
NLRP1-Aktivierung in Zellen. In einer weiterfiihrenden Studie derselben Gruppe wurde ein NLRP1-
inhibierendes Protein (F1L) von VACV beschrieben, wobei keine direkte NLRP1-Aktivierung durch
VACV beobachtet werden konnte?®. Fiir eine Aktivierung wurden THP-1 mit MDP und ATP
behandelt, was zu einer Inflammasomaktivierung und Caspase-1 Freisetzung fiihrte. Eine Infektion
mit Wildtyp (Wt) VACV fiihrte zu einer Inhibition der Inflammasomaktivierung, diese Inhibition
fand in Abwesenheit von F1L in einer Virusmutante jedoch nicht statt. Bei dieser Stimulation von
THP-1 mit MDP und ATP handelte es sich aber wahrscheinlich um eine klassische NLRP3-
Aktivierung mit einem typischen Signal 1 und Signal 2%°’. Erwdhnt sei hier auch eine weitere
Publikation dieser Gruppe, in der ein Kaposi-Sarkom-assoziiertes Herpesvirus-Protein identifiziert
wurde, welches ebenso NLRP1 inhibieren soll*®®, Da die LRRs als Ligandenbindedomine angesehen
werden, wurde versucht eine Struktur der NLRP1-LRRs zusammen mit MDP zu l6sen. Es konnte
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jedoch nur die Apostruktur gelost werden, welches zur Annahme fiihrte, dass die MDP-
Bindungsstelle zumindest nicht in den LRRs zu finden ist**°,

Wegweisendere Studien kamen erst ab 2007 hinzu, als eine UVB-induzierte NLRP1/NLRP3-
Aktivierung sowie eine Inflammasomaktivierung bei Kontaktiiberempfindlichkeit in humanen
Keratinozyten beschrieben wurde, welche auch abhingig von Caspase-1 ist3%°3%, |In weiteren
Untersuchungen konnte aullerdem eine konstitutive Expression von pro-IL-18 und anderen
Inflammasom-Komponenten in humanen, aber nicht murinen Keratinozyten festgestellt werden,
was im Widerspruch zu der klassischen Notwendigkeit eines primings fiir eine pro-IL-1B
Hochregulation steht3%#3%>, Jedoch lieBen diese Daten darauf schlieBen, dass humanes NLRP1 eine
wichtige Rolle im Epithel spielt, nicht aber im myeloischen Kompartiment. Des Weiteren sind
Assoziationen von NLRP1 mit autoinflammatorischen Krankheiten, unter anderem Vitiligo
(VAMAS1,  Vitiligo-associated  multiple  autoimmune  disease 1), intraepitheliale
Hornhautdyskeratose, systemische Sklerose, Morbus Addison und Typ-1-Diabetes, bekannt3°¢-312,
Wie schon zuvor beschrieben gibt es bei Maus NLRP1 mehrere Paraloge und Nirp1b selbst ist hoch
polymorph mit mehreren Allelen. Bei der Untersuchung von Protein-kodierenden
Genomsequenzen von diversen Primaten konnte eine positive, diversifizierende Selektion von
NLRP1 anhand einer weit Gber dem Durchschnitt liegenden Anzahl an Aminosauren-Substitutionen
festgestellt werden3'3. NLRP1 ist so unter den oberen 0.9 Prozent der Proteine, welche unter einer
positiven Selektion stehen. Werden solche Beobachtungen in immunologisch relevanten Genen
beobachtet, 4sst dies auf ein Wettriisten zwischen Wirt und Pathogen schlieRen®®3. In weiteren
Untersuchungen wurde festgestellt, dass besonders der Interdomanenlinker zwischen der PYD-
und NACHT-Domane einer starken Selektion unterworfen ist. Dies lief} analog zu der Aktivierung
von murinem NLRP1B durch LF die Hypothese aufkommen, dass sich humanes NLRP1 als ein Sensor
fur Protease-Aktivitat evolviert hat*?*. Zumindest in einem kiinstlichen System, in dem das humane
NLPR1-Protein analog zu den Versuchen mit murinem NLRP1B mit einer N-terminalen TEV-
Schnittstelle versehen wurde, konnte das NLRP1-Inflammasom ebenso durch eine Spaltung
aktiviert werden. Interessanterweise wurde aber auch nach AusschlieSen des Interdomanenlinkers
und erneuter Analyse auf positive Selektion eine starke Selektion fiir NLRP1 festgestellt. So sind
zum Beispiel auch die LRRs einer starken positiven Selektion unterworfen.

Richtungsweisende Studien wurden jedoch 2016 und 2018 von Zhong und Reversade
veroffentlicht: 2016 wurden zuerst durch Ganzgenomsequenzierungen isolierter genomischer
DNA von Patienten mit multiple self-healing palmoplantar carcinoma (MSPC) und familial keratosis
lichenoides chronica (FKLC), welche sich durch eine Hautpathologie auszeichnen, gain-of-function-
Mutationen in NLRP1 festgestellt?2. Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte Punktmutationen
in der PYD beziehungsweise eine Deletion in den LRRs von NLRP1 zu einer Autoaktivierung des
NLRP1-Inflammasoms fithren, was durch parakrines IL-1 wiederum zu einer
Hautkrebsveranlagung fiihrt. In dieser Studie wurde auch gezeigt, dass das NLRP1-Protein
vorherrschend in der Haut exprimiert wird und die LRRs eine autoinhibitorische Rolle erfiillen. So
flihren eine Deletion in den LRRs, aber auch Mutationen in der PYD, zu einer Aktivierung des
NLRP1-Inflammasoms. Mutationen in der PYD fiihren zu einer Stérung der PYD-Faltung, wodurch
die autoinhibitorische Aktivitat eingeschrankt wird. Interessanterweise wurde mit dieser Studie
auch erstmals ein zelluldres Modell zur Charakterisierung des NLRP1-Inflammasoms in einer
endogenen Konfiguration beschrieben: Die N/TERT-1-Zelllinie, eine immortalisierte, jedoch
primarzellahnliche Keratinozyten-Zelllinie**. In einer weiterfiihrenden Studie und fast zeitgleich
mit den Vance- und Bachovchin-Laboren, wurde eine inhibierende Interaktion von DPP9 mit
NLRP1, und ebenso CARDS, beschrieben®. AuRerdem konnte so auch die Aktivierung des NLRP1-
Inflammasoms bei autoinflammation with arthritis and dyskeratosis (AIADK) erklart werden: Eine
Punktmutation in der Ndhe des, durch die Autoproteolyse generierten, Neo-N-Terminus des UPA-
CARD Fragments zerstért eine Interaktion von NLRP1 mit DPP93™>. In weiterer Folge konnten auch
DPP9-assoziierte Mutationen identifiziert werden, welche eine Interaktion von NLRP1 mit DPP9
reduzieren und so zu einer NLRP1-Uberaktivierung und Autoimmunerkrankung fiihren3®,
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Mittlerweile konnten auch bei Patienten mit Asthma und juvenile-onset recurrent respiratory
papillomatosis (JRRP) gain-of-function-Mutationen in NLRP1 ausfindig gemacht werden3!7318,

Des Weiteren sei an dieser Stelle noch erwdhnt, dass zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit kein
pathophysiologischer Aktivator des humanen NLRP1-Inflammasoms bekannt war. Bis zu Beginn
dieser Arbeit konnte das endogene NLRP1-Inflammasom nur durch Inhibition von DPP8/9 aktiviert
werden. Erst kiirzlich jedoch wurde ein dem murinen NLRP1B dhnlicher Aktivierungsweg fir
humanes NLRP1 publiziert. Hier wurde gezeigt, dass die Spaltung von humanem NLRP1 am N-
Terminus durch enterovirale 3C-Proteasen zu dessen Aktivierung durch funktionelle Degradation
fijhrt319'32°.

1.6.3 Humanes CARDS8

Aufgrund der Homologie der CARD-Doméane von CARDS (friiher als Cardinal/TUCAN bezeichnet)
mit der CARD-Domédne von Caspase-1 wurde das Protein schon frih im Jahr 2001 in einem
immunologischen Kontext funktional untersucht und es wurde eine Rolle als Inhibitor des NF-kB-
Signalwegs festgestellt®?!. Der C-terminale Teil von CARDS8 dahingegen hat einen dhnlichen Aufbau
zu humanem NLRP1 und murinem NLRP1B: Es besitzt eine FIIND-Domane, welche von einer CARD
gefolgt wird. Einzig der N-Terminus von CARDS8 unterscheidet sich von den beiden NLRP1-
Proteinen durch die Abwesenheit weiterer Domanen, stattdessen findet sich ein ungeordneter
Bereich. Neben seiner anfanglichen Beschreibung als Inhibitor des NF-kB-Signalwegs wurde auch
eine Interaktion mit Caspase-1 beschrieben. In zwei unterschiedlichen Publikationen wurde dieser
Interaktion eine entweder inhibierende oder aktivierende Rolle in der Prozessierung und dadurch
Aktivierung von Caspase-1 durch CARDS8 zugeschrieben®*322, Etwas spater wurde CARDS8 auch eine
inhibitorische Rolle in der NLRP3-Inflammasomaktivierung zugemessen3?332%  Eine
richtungsweisende Studie in der Aufklarung der Funktion von CARDS8 jedoch wurde erst 2018
publiziert: Hier konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung von humanen akuten myeloischen
Leukamie (AML)-Zelllinien, wie etwa der THP-1 Zelllinie, und primaren AML-Zellen mit dem DPP8/9
Inhibitor VbP zu einer Inflammasomaktivierung fiihrt?*°. Diese Aktivierung war jedoch, anders als
bei murinen myeloischen Zellen oder humanen Keratinozyten unabhangig von NLRP1, sondern
abhangig von CARD8. CARD8 wird ahnlich zu NLRP1 durch Interaktion mit DPP8/9 in Schach
gehalten und eine Inhibition von DPP8/9 fiihrt zu einer Freisetzung des C-terminalen UPA-CARD-
Fragments und einer Inflammasomaktivierung, welche unabhingig von ASC ist3?>32°, Durch
strukturelle Studien konnte gezeigt werden, dass die CARD von CARDS8 direkt mit Caspase-1
interagieren kann, wahrend die CARD von NLRP1 nur mit der CARD von ASC interagiert und so das
Adapter-Protein ASC fiir downstream signaling benétigt??®. So kann die friihere Beobachtung, dass
CARDS8 direkt Caspase-1 aktivieren kann, erklart werden. Eine weitere interessante Eigenschaft der
CARDS8-Aktivierung ist die Beobachtung, dass der ungeordnete Bereich am N-Terminus des
Proteins eine wichtige Rolle in dessen Aktivierung spielt, denn ohne diesen Bereich fiihrt eine VbP-
Stimulation zu keiner CARDS8-Inflammasomaktivierung®?’. Die genaue Funktionalitit dessen ist
aber noch nicht geklart. Neben AML-Zellen kann das CARD8-Inflammasom auch noch in T-Zellen
aktiviert werden und dort Pyroptose induzieren®®%7, Retrospektiv lassen sich so Beobachtungen
verstehen, in denen ein Zelltod in Lymphozyten durch Inhibition von DPPs festgestellt werden
konnte, der wiederum selbst durch Proteasominhibition inhibiert werden konnte32%3%0, Erst
kirzlich wurde, analog zur Aktivierbarkeit von murinem NLRP1B durch Anthrax LF und der
Aktivierbarkeit von humanem NLRP1 durch eine 3C-Protease, entdeckt, dass CARDS8 durch eine
HIV-Protease geschnitten und dadurch aktiviert werden kann®3!. Interessant hierbei ist, dass die
HIV-Protease normalerweise in Zellen nicht aktiv ist, sondern erst bei oder nach dem budding der
viralen Partikel durch eine Dimerisierung aktiviert wird. Man kann die Protease jedoch schon
vorzeitig durch nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs) aktivieren, was
zum Schneiden von intrazellularem CARD8 und einer Pyroptose fiihrt. Dieses Wissen konnte fiir
therapeutische Zwecke verwendet werden, um mittels einer shock-and-kill Strategie, unter
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Zuhilfenahme von NNRTIs, latente HIV-1 Reservoire zu reduzieren und eine viral clearance zu
erreichen.
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2 Zielsetzung

Wie in der Einleitung beschrieben konzentrierte sich bis vor kurzem die meiste Erforschung des
NLRP1-Inflammasoms auf das murine NLRP1B, da hierfiir ein tatsachlicher Aktivator, Letalfaktor,
schon friih entdeckt worden war. Aufgrund der Tatsache, dass NLRP1 unter einem enormen
evolutiondren Druck steht, ist das humane Ortholog aber sehr divergent und es lieRen sich nur
bedingt Schlussfolgerungen aus der Erforschung des murinen Proteins auf das humane Protein
Gibertragen. AuBBerdem vollzog sich die Erforschung des murinen NLRP1B-Proteins vor allem in
Zellen myeloischer Herkunft, da diese im Mittelpunkt der Inflammasomforschung stehen und
NLRP1B in diesen Zellen aktiviert werden kann. Diesem Dogma entzieht sich jedoch das humane
NLRP1, welches vorwiegend in Keratinozyten exprimiert wird und so bis kiirzlich schwer unter
endogenen Bedingungen zu studieren war. Daher war es Zielsetzung dieser Arbeit, die vor kurzem
als Inflammasom-kompetent beschriebene immortalisierte, jedoch primarzellahnliche
Keratinozyten-Zelllinie N/TERT-1 als passendes Modell fur eine endogene Aktivierung des
Inflammasom-Sensors humanes NLRP1 heranzuziehen. Dariiber hinaus lieferten zwei weitere neue
Entdeckungen die Bausteine fiir eine addaquate Erforschung des humanen NLRP1-Inflammasoms
unter endogenen Bedingungen. Dies ist einerseits die Entdeckung, dass VbP ein spezifischer
Aktivator von FIIND-aufweisenden Proteinen ist und somit das erste Mal das humane NLRP1-
Protein in einem endogenen Rahmen lberhaupt spezifisch aktiviert werden konnte. Andererseits
ist es die Entwicklung des Genomeditierungsverfahren CRISPR/Cas9, welches verwendet werden
kann um mittels Cas9/gRNA Ribonukleoproteinen (RNPs) eine einfache sowie effektive genetische
Manipulation von primarzellahnlichen Zellen durchzufiihren, um die Funktion von Proteinen zu
studieren. Mit diesen Bedingungen war die Zielsetzung dieser Arbeit, einen (patho)physiologischen
Aktivator des humanen NLRP1-Inflammasoms zu identifizieren und in weiterer Folge zu
charakterisieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien steriler sowie unsteriler Natur waren von Corning, Eppendorf, Greiner,

Sarstedt, Thermo Fisher Scientific oder TPP.

3.1.2 Antikérper

Antikorper Verwendete Bezugsquelle Produktnummer
Konzentration
o-SFV Helikase 1:1000 A. Merits N/A
o-SFV Kapsid 1:1000 A. Merits N/A
a-NLRP1 250 ng/ml Biolegend 9F9B12
a-ASC 500 ng/ml Adipogen AL177
a-Caspase-1 250 ng/ml Adipogen Bally-1
o-1L-1B 100 ng/ml R&D Systems AF-201-NA
a-MAVS 100 ng/ml Santa Cruz Biotechnology | sc-166583
a-PKR 180 ng/mll Proteintech 20499
a-RIPK3 1:2000 Cell Signaling Technology | 13526
a-RNase L 100 ng/mll Santa Cruz Biotechnology | 74405
a-mCherry 500 ng/ml Novusbio NBP2-25157
a-CARDS8 500 ng/ml Abcam ab24186
a-GSDMD 1:2000 Novusbio NBP2-33422
a-His-tag-HRP 1:2000 Milteny Biotec 130-092-785
Esel a-Ziegen-lgG-HRP 80 ng/mll Santa Cruz Biotechnology | sc-2020
Ziege a-Maus-IgG-HRP 80 ng/mll Santa Cruz Biotechnology | sc-2005
Ziege a-Kaninchen-1gG-HRP | 80 ng/ml Santa Cruz Biotechnology | sc-2004
a-B-Aktin-HRP 80 ng/ml Santa Cruz Biotechnology | sc-47778
a-dsRNA Antikorper (J2) 2.5 pg/ml SCICONS 10010200
Ziege a-Maus-IgG Alexa | 4 ug/ml Thermo Fisher Scientific A11001
Fluor 488

Tabelle 1: Antikorper und Verwendung.

3.1.3 Bakterienstémme

Stamm Bezugsquelle
DH5a AG Hornung
BL21 pRIL Agilent Technologies

Tabelle 2: Bakterienstamme.

3.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie

Bezugsquelle

5x Phusion GC Puffer

Thermo Fisher Scientific

Amicon Ultra Zentrifugen-Filtereinheiten | Sigma-Aldrich
Agar Carl Roth
Ampicillin Carl Roth
ATP Carl Roth
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Bromophenolblau

Carl Roth

BSA Sigma-Aldrich
CaCly Sigma-Aldrich
Chloramphenicol Carl Roth
Chloroform Sigma-Aldrich
DMSO Carl Roth
DTT Carl Roth
EDTA VWR
Essigsdure Carl Roth
EtOH Sigma-Aldrich
Geneluice Merck
GeneRuler 1 kb Plus Thermo Fisher Scientific
Glycerin Carl Roth
Glycin Carl Roth
Guanidinhydrochlorid Carl Roth
H,0 (abgefllt steril) Braun

H,0 (DEPC-behandelt)

Thermo Fisher Scientific

H,0 (RNase-frei)

Thermo Fisher Scientific

H,S04 Carl Roth

HCl VWR

Hefeextrakt Thermo Fisher Scientific
HEPES Carl Roth

HisTrap HP Saule

GE Healthcare

HiTrap Heparin HP Saule

GE Healthcare

Imidazol Merck

IPTG Sigma-Aldrich
Isopropanol Carl Roth
K:HPO4 Merck
Kaliumacetat VWR
Kanamycin Carl Roth

KCI VWR

KH,PO4 Merck

Lipofectamine 2000

Thermo Fisher Scientific

Lysozym Carl Roth
MES Sigma-Aldrich
Methanol Sigma-Aldrich
MgCl, Merck
Milchpulver Carl Roth
MnCl, Carl Roth
MOPS Carl Roth
Na;HPO4 Merck
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NaCl Merck
NaH,PO4 Merck
NaHCO; Carl Roth
NaOH VWR
Natriumacetat Merck
NP40S Sigma-Aldrich

Pierce ECL WB substrate

Thermo Fisher Scientific

Ponceau S

Sigma-Aldrich

Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific

RbCl Carl Roth

RNaseA Thermo Fisher Scientific
SD200 10/300 S&ule Thermo Fisher Scientific
SDS Serva
TMB-Substrat-Reagenz fiir ELISA BD Biosciences

Tris Carl Roth

Triton X Sigma-Aldrich

Trypton Thermo Fisher Scientific
Tween-20 Carl Roth

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien.

3.1.5 Enzyme
Flir Restriktionsansadtze wurde der FastDigest Green Buffer (10x) verwendet (Thermo Fisher
Scientific #B72).

Enzym Bezugsquelle Produktnummer

Nhel Thermo Fisher Scientific FD0974

BamHlI Thermo Fisher Scientific FDO054

Sspl Thermo Fisher Scientific FDO774

Bcll Thermo Fisher Scientific FD0724

Bglll Thermo Fisher Scientific FD0083

Xbal Thermo Fisher Scientific FD0684

Tabelle 4: Restriktionsenzyme.
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3.1.6 Oligonukleotide

Klonierter Vektor

PCR Produkt

Orientierung

Oligonukleotid

PFUGW_hsNLRP1_ hsNLRP1 (Fragment) forward 5. TTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGTTCGAGCAGCTAGCATGGCTGGCGGAGCCTGGGG-3'
Blast reverse 5-GTGGTGGCGGGCATCAGGTCTCCTGGTTTCACCAAGGCCTCCCACACC-3'
hsNLRP1. (Fragment) forward 5'-GACCTGATGCCCGCCACCACCCTGATCCCCCCCGCCAGGATCGCCGTACCTTCACCTCTGGATGCCC-3!
reverse 5'-CTGCCTTGGAAAAGGCGCAACCCCAACCCCGGATCCTCAGCTGCTGAGTGGCAGGAGTC-3'
PFUGW_FLAG_ Erte PCR forward 5'-CGAGCAGCTAGCATGGATTACAAAGATGATGATGATAAAGCTGGCGGAGCCTGG-3'
hsNLRP1_Blast reverse 5'-CTGCCTTGGAAAAGGCGCAACCCCAACCCCGGATCCTCAGCTGCTGAGTGGCAGGAGTC-3
Jweite PCR forward 5'-CTGCAGGTCGACTCTAGTTCGAGCAGCTAGCATGGATTACAAAG-3
reverse 5'-CTGCCTTGGAAAAGGCGCAACCCCAACCCCGGATCCTCAGCTGCTGAGTGGCAGGAGTC-3'
PFUGW_mScarlet_ forward 5'-CTGCAGGTCGACTCTAGTTCGAG-3'
mScarlet (Fragment)
hsNLRP1(APYD)_ reverse 5'-TGTAGGGGAATGAGGGAGATTTGTACAGCTCGTCCATTCCG-3
Blast forward 5'-GAGCTGTACAAATCTCCCTCATTCCCCTACAGCCCA-3'
hsNLRP1 (Fragment)
reverse 5'-CTGCCTTGGAAAAGGCGCAACCCCAACCCCGGATCCTCAGCTGCTGAGTGGCAGGAGTC-3'
PFUGW_ forward 5 TTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGTTCGAGCAGCTAGCATGGCTGGCGGAGCCTGGGG-3'
hsNLRP1 (Fragment)
hsNLRP1(S1213A)_ reverse 5'-GGACTCCCAAGGGGGCGAAGCTGG-3'
Blast hsNLRP1 (Fragment) forward 5'-CCAGCTTCGCCCCCTTGGGAGTCC-3
reverse 5'-CTGCCTTGGAAAAGGCGCAACCCCAACCCCGGATCCTCAGCTGCTGAGTGGCAGGAGTC-3'
PFUGW_ NLRPL forward 5'-CTGCAGGTCGACTCTAGTTCGAGCAGCTAGCATGGCCCATTTCGAAGAAATGGG-3'
hsNLRP1(A1-734)_Blast reverse 5'-CTGCCTTGGAAAAGGCGCAACCCCAACCCCGGATCCTCAGCTGCTGAGTGGCAGGAGTC-3
PFUGW_ hsNLRP1. (Fragment) forward 5'-TTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGTTCGAGCAGCTAGCATGGCTGGCGGAGCCTGGGG-3'
hsNLRP1(WA_mut)_ reverse 5'-CCAGTGTTGCAGCGGCAATTCCAGCAGCCCCCTGCAG-3'
Blast forward 5'-AGGGGGCTGCTGGAATTGCCGCTGCAACACTGGCCA-3'
hsNLRP1 (Fragment)
reverse 5'-CTGCCTTGGAAAAGGCGCAACCCCAACCCCGGATCCTCAGCTGCTGAGTGGCAGGAGTC-3
PFUGW_ hsNLRP1. (Fragment) forward 5'-TTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGTTCGAGCAGCTAGCATGGCTGGCGGAGCCTGGGG-3'
hsNLRP1(WB_mut)_ reverse 5'-GCGGCTACACCAGCGAGGATGAAGAGCAGCCGCTC-3
Blast forward 5'-CCTCGCTGGTGTAGCCGCTCCAGGATGGGTCTTGCAGGAGCC-3
hsNLRP1 (Fragment)
reverse 5'-CTGCCTTGGAAAAGGCGCAACCCCAACCCCGGATCCTCAGCTGCTGAGTGGCAGGAGTC-3
PFUGW_ mmNLRP1B forward 5'-GCAGGTCGACTCTAGTTCGAGCAGCTAGCATGGAAGAATCCCCACCCAAG-3
mmNLRP1b_Blast reverse 5'-GCGCAACCCCAACCCCGGATCCTCAGGATCCCAAAGAGACCCCAC-3'
PFUGW_FLAG_ Erste PCR forward 5'-GCAGCTAGCATGGATTACAAAGATGATGATGATAAAGAAGAATCCCCACCCAAGCAGAA-3'
mmNLRP1b_Blast reverse 5'-GCGCAACCCCAACCCCGGATCCTCAGGATCCCAAAGAGACCCCAC-3!
Jweite PCR forward 5'-CTGCAGGTCGACTCTAGTTCGAGCAGCTAGCATGGATTACAAAGATGATG-3
reverse 5'-GCGCAACCCCAACCCCGGATCCTCAGGATCCCAAAGAGACCCCAC-3'
PFUGW_hsCARDS_ hsCARDS forward 5'-GCAGGTCGACTCTAGTTCGAGCAGATGGAAAAAAAAGAGTGTCCAGAAAAAAGCTCA-3'
Blast reverse 5'-GCGCAACCCCAACCCCGTCACAAATTCTGCTGGCGGAGGTAAGACA-3'
PFUGW_mScarlet_ mscarlet forward 5'-CTGCAGGTCGACTCTAGTTCGAG-3'
Xbal-BshTl_mTurq2_ reverse 5'-TCCACCGGTTAAATTAATTCTAGAGCCCCCTCCGCCTTTGTACAGCTCGTCCATTCCGC-3'
Blast mTurgouise2 forward 5'-GGGCTCTAGAATTAATTTAACCGGTGGAGGCGGCGGGTCCGTGAGCAAGGGCGAGGAGC-3'
reverse 5'-AGGCGCAACCCCAACCCCGGATCCTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG-3
pFastBac_His6_MBP_TEV_Strep- hsNLRP1 forward 5"-TACTTCCAATCCAATGCATGGAGCCACCCCCAGTTCGAGAAGGCTGGCGGAGCCTGGGG-3'
tag_hsNLRP1(isoform-5)_HA reverse 5'-TTATCCACTTCCAATGTTATCAGGCGTAGTCGGGCACGTCGTAGGGGTAGTATCTCCTGGCGTCTCTGTTGCAC-3
PET_His6_MBP_TEV_ ErstePCR forward 5'-AACCTGTACTTCCAATCCAATGATTATAAAGATGATGATGATAAAGGCAGGCCCCCATGG-3'
FLAG_hsNLRP1_ reverse 5'.TCGACGGCGCTCGAATTCGGATCCTCAGACCCACCTGAACAGGACTACC-3
NACHT(230-790) sweite PCR forward 5'-GATCGAGGAAAACCTGTACTTCCAATCCAATGATTATAAAGATGA-3'
reverse 5'-TCGACGGCGCTCGAATTCGGATCCTCAGACCCACCTGAACAGGACTACC-3
PET_His6_MBP_TEV_ Erste PCR forward 5'-AACCTGTACTTCCAATCCAATGATTATAAAGATGATGATGATAAAGGCAGGCCCCCATGG-3
FLAG_hsNLRP1_ reverse 5'-CGACGGCGCTCGAATTCGGATCCTCAAGGGGTCATCACACTTGGTTTCC-3'
NACHT-LRR(230-994) Zweite PCR forward 5"-GATCGAGGAAAACCTGTACTTCCAATCCAATGATTATAAAGATGA-3'
reverse 5'-CGACGGCGCTCGAATTCGGATCCTCAAGGGGTCATCACACTTGGTTTCC-3'
PET_His6-GST_TEV_ hsNLRP1 forward 5'-CGAGGAAAACCTGTACTTCCAATCCAATCCAGTCACAGATGCCTATTGGC-3'
hsNLRP1_LRR(791-994) reverse 5'-CGACGGCGCTCGAATTCGGATCCTCAAGGGGTCATCACACTTGGTTTCC-3'
PET_His6_GST_TEV_ hsNLRP1 forward 5'-CGAGGAAAACCTGTACTTCCAATCCAATTTGTACGAGACTCGGAACAAAACGT-3
hsNLRP1_LRR(722-1076) reverse 5'-CGACGGCGCTCGAATTCGGATCCTCAAGGCTTCGTATGCAGGTCCC-3
PET_His6_MBP_TEV_ ErstePCR forward 5'-TCCAATCCAATGATTATAAAGATGATGATGATAAAGAAGAATCCCCACCCAAGCAGA-3
FLAG_mmNLRP1b reverse 5'-GTCGACGGCGCTCGAATTCGGATCCTCAGGGGACCATCATGTGTGGCATCCA-3'
(AFIIND_ACARD) Zweite PCR forward 5'-CGAGGAAAACCTGTACTTCCAATCCAATGATTATAAAGATGATGATGATAAAGAAGAATC-3'

reverse

5'-GTCGACGGCGCTCGAATTCGGATCCTCAGGGGACCATCATGTGTGGCATCCA-3’

Tabelle 5: Oligonukleotide fiir Klonierungszwecke (alle von IDT).

3.1.7 Plasmide

Plasmide Bezugsquelle | Verwendung
pFUGW _NB_Blast AG Hornung | Leerer Vektor
pFUGW_mScarlet AG Hornung | Kodierend fiir das Fluorophor mScarlet
pmTurgouise2-Mito AG Kodierend fiir das Fluorophor
Bonhoeffer mTurqouise2
pNLRP1.Myc AG Kufner Kodierend fiir humanes NLRP1 (cDNA
Klon MGC:57544, Isoform 5)
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pFUGW _hsNLRP1_Blast Diese Studie | Kodierend fir humanes NLRP1 (dhnlich
Isoform 1)

pFUGW_FLAG_hsNLRP1_Blast Diese Studie | Kodierend fiir FLAG-markiertes humanes
NLRP1 (dhnlich Isoform 1)

pFUGW_mScarlet_hsNLRP1(APYD) | Diese Studie | Kodierend flir humanes NLRP1 (dhnlich

_Blast Isoform 1, aber ohne N-terminale PYD)

pFUGW_hsNLRP1(S1213A) Blast Diese Studie | Kodierend fiir humanes NLRP1 (dhnlich
Isoform 1) mit S1213A Mutation

pFUGW_hsNLRP1(A1-734) Blast Diese Studie | Kodierend fiir humanes NLRP1 (Isoform
6)

pFUGW_hsNLRP1(WA_mut) Blast | Diese Studie | Kodierend flir humanes NLRP1 (dhnlich
Isoform 1) mit dreifach Alanin Mutante
im Walker A-Motiv

pFUGW_hsNLRP1(WB_mut)_Blast Diese Studie | Kodierend fir humanes NLRP1 (dhnlich
Isoform 1) mit dreifach Alanin Mutante
im Walker B-Motiv

pFUGW_mmNLRP1b_Blast Diese Studie | Kodierend fir murines NLRP1B (identifier:
Q2LKW6)

pFUGW_FLAG_mmNLRP1b_Blast Diese Studie | Kodierend fiir FLAG-markiertes murines
NLRP1B (identifier: Q2LKW6)

pFUGW _hsCARD8_Blast Diese Studie | Kodierend fiir humanes CARDS (Isoform
T60, identifier: Q9Y2G2-5)

pFUGW_mScarlet_Xbal- Diese Studie | Kodierend fiir ein Fusionsprotein aus den

BshTl_mTurq2_Blast Fluorophoren mScarlet und mTurqouise2

pRP_ASC_mCherry AG Hornung | Kodierend fiir ein Fusionsprotein aus dem
Adapter ASC und dem Fluorophor
mCherry

pMDLg/pRRE AG Hornung | Helferplasmid zur Generierung
lentiviraler Partikel

pRSV-Rev AG Hornung | Helferplasmid zur Generierung
lentiviraler Partikel

pCMV-VSV-G AG Hornung | Helferplasmid zur Generierung
lentiviraler sowie retroviraler Partikel

pCMV-Gag-Pol AG Hornung | Helferplasmid zur Generierung
retroviraler Partikel

pFastBac_His6_MBP_N10 TEV_4C | AG Gradia Leerer Vektor

pET_His6_MBP_TEV_1M AG Gradia Leerer Vektor

pET His6_GST _TEV_1G AG Gradia Leerer Vektor

pFastBac_His6_MBP_TEV_Strep- Diese Studie | Zur rekombinanten Produktion von

tag_hsNLRP1(isoform-5)_HA His6_MBP_TEV_Strep-
tag_hsNLRP1(Isoform-5)_HA in
Insektenzellen

pPET _His6_ MBP_TEV_FLAG_ Diese Studie | Zur rekombinanten Produktion von

hsNLRP1_NACHT(230-790) His6_MBP_TEV_FLAG_
hsNLRP1_NACHT(230-790) in Escherichia
coli (E. coli)

pET _His6_ MBP_TEV_FLAG_ Diese Studie | Zur rekombinanten Produktion von

hsNLRP1_NACHT-LRR(230-994)

His6_MBP_TEV_FLAG_
hsNLRP1_NACHT-LRR(230-994) in E. coli
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pPET_His6- Diese Studie | Zur rekombinanten Produktion von

GST_TEV_hsNLRP1_LRR(791-994) His6_MBP_TEV_FLAG_
hsNLRP1_LRR(791-994) in E. coli

PET His6 GST_TEV_hsNLRP1_ Diese Studie | Zur rekombinanten Produktion von

LRR(722-1076) His6_MBP_TEV_FLAG_
hsNLRP1_LRR(72-1076) in E. coli

pPET _His6_ MBP_TEV_FLAG_ Diese Studie | Zur rekombinanten Produktion von

mmNLRP1b(AFIIND_ACARD) His6_MBP_TEV_FLAG_mmNLRP1B(AFIIN
D_ACARD)

Tabelle 6: Verwendete und generierte Plasmide.

3.1.8 Rekombinante Proteine

Protein Bezugsquelle Generiert mit Plasmid
NLRP1ACARD Diese Studie pFastBac_His6_MBP_TEV_Strep-
(human) tag_hsNLRP1(isoform-5) HA
NACHT (human) Diese Studie pET_His6_MBP_TEV_FLAG_hsNLRP1_NACHT(230-790)
NACHT-LRR Diese Studie PET_His6_MBP_TEV_FLAG_hsNLRP1_NACHT-LRR(230-
(human) 994)
LRR(s) (human) Diese Studie pET_His6-GST_TEV_hsNLRP1_LRR(791-994)
LRR(I) (human) Diese Studie pET_His6_GST_TEV_hsNLRP1_LRR(722-1076)
NACHT-LRR (murin) | Diese Studie pET _His6_MBP_TEV_FLAG_mmNLRP1b
(AFIIND_ACARD)
MBP MPI fir N/A
Biochemie, Core
Facility
T7 RNA Polymerase | Diese Studie N/A

Tabelle 7: Verwendete und generierte rekombinante Proteine.

3.1.9 Medien und Puffer

Medium/Puffer

Herstellung

LB Medium

5 g Hefeextrakt

10 g Trypton

10 g NaCl

auf 1 L mit H,0 auffillen
Autoklavieren

TB Medium

24 g Hefeextrakt

20 g Trypton

4 ml Glycerin

auf 900 ml mit H,0 auffiillen

Autoklavieren

Vor Gebrauch werden 100 ml steriler Phosphat-Puffer (0.17 M
KH,PO4, 0.72 M K;HPO4) hinzugefiigt.

LB Agar

5 g Hefeextrakt

10 g Trypton

10 g NaCl

5 g Agar

auf 1 L mit H,0 auffillen
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Autoklavieren

Mini-Prep Puffer P1

50 mM Tris pH 8.0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A

Mini-Prep Puffer P2

200 mM NaOH
1% SDS

Mini-Prep Puffer N3

4.2 M Guanidinhydrochlorid

0.9 M Kaliumacetat
pH 4.8

Mini-Prep Puffer PE

10 mM Tris pH 7.5
80% Ethanol

TAE Puffer 40 mM Tris pH 8.0
20 mM Essigsaure
1 mM EDTA

10x PBS 1.37 M Nadl
27 mM KCI

100 mM Na,HPO,
18 mM KH,PO,4
pH 7.4

PBS-T Puffer

1x PBS
0.5% Tween-20

TFBI

100 mM RbCl

50 mM MnCl,

30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCl,

15% Glycerin

pH 5.8

sterilfiltriert

TFBII

10 mM MOPS
10 mM RbClI
75 mM CaCl,
15% Glycerin
pH 6.8
sterilfiltriert

2x Laemmli Proben-Puffer

150 mM Tris-HCl pH 6.8
200 mM DTT

20% Glycerin

4% SDS

0.01% Bromophenolblau

6x Laemmli Proben-Puffer

450 mM Tris-HCl pH 6.8
600 mM DTT

60% Glycerin

12% SDS

0.03% Bromophenolblau

MES Laufpuffer

50 mM MES

50 mM Tris Base
0.1% SDS

1 mM EDTA

Glycerinlésung zum
Wegfrieren von Bakterien

50% Glycerin in H,O
sterilfiltriert

Coomassie Farbelosung

45% Ethanol
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10% Essigsaure
0.1% Coomasse R-250

Coomassie Entfarbeldsung

20% Ethanol
10% Essigsaure

MACS Puffer 2 mM EDTA
2% FCS
in PBS
PBST 1L10x PBS
9LH,0

5 ml Tween-20

Western Blot Transfer Puffer

200 ml 10x Tris-Glycin Puffer
400 ml Ethanol (EtOH)
1400 ml H,O

10x Tris-Glycin Puffer

290 g Tris
1440 g Glycin
auf 10 L mit H,0 auffillen

Tabelle 8: Puffer und Zusammensetzungen.

3.1.10 Antibiotika

Antibiotikum Losung
Ampicillin 100 mg/ml in 50% EtOH
Kanamycin 30 mg/mlin H,O

Chloramphenicol

30 mg/mlin 100% EtOH

Tabelle 9: Antibiotika und Konzentrationen.

3.1.11 Gerate und Ausstattung

Gerdt/Ausstattung Bezugsquelle
PCR Cycler Bio-Rad
Agarosegelkammer PeqglLab
Power supplies Bio-Rad
Thermoshaker Eppendorf
NanoDrop Peqlab

Biomek FX” Roboter

Beckman Coulter

Absorptions-Lesegerat

Epoch und Tecan

Durchflusszytometer FACS Melody

BD Biosciences

Mikroskop Observer Z1 Zeiss
Zentrifuge (5920R, 5424R, 5810R) Eppendorf
Fusion Fx Vilber
Chemidoc Imaging System Bio-Rad
AKTA Purifier AKTA

HiLoad 16/600 Superdex 200-pg Saule

GE Healthcare Life Sciences

HisTrap HP Saule

GE Healthcare Life Sciences

HiTrap Heparin HP Saule

GE Healthcare Life Sciences

Tabelle 10: Gerate.
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3.1.12 Software und Algorithmen

Software Bezugsquelle

Adobe lllustrator Adobe Systems
SnapGene GSL Biotech LLC
GraphPad Prism GraphPad Software, Inc.

Tabelle 11: Software.

3.2 Molekularbiologie

3.2.1 Herstellung von chemokompetenten E. coli

Die Herstellung chemokompetenter E. coli (DH5a oder BL21 pRIL) wurde wie 2013 von Rachel
Green und Elizabeth J. Rogers beschrieben durchgefiihrt32,

3.2.2 PCR

Zur Generierung von inserts fiir Klonierungen sowie zur Generierung von In-vitro-
Transkriptionsvorlagen wurden PCRs nach Angaben der Hersteller durchgefiihrt.

3.2.3 Agarosegelelektrophorese

Zur Agarosegelelektrophorese wurde eine 0.8% Agarose Gewicht/Volumen (w/v) (Biozym
#840004) Losung in 1 x TAE aufgeschmolzen, nach kurzem Abkiihlen wurde 0.001%
Volumen/Volumen (v/v) Serva DNA stain G (Serva #39803) hinzugefugt und das Gel anschlieRend
gegossen. Nach Erhdrten des Gels wurden Proben wurden mit Ladefarbstoff (Thermo Fisher
Scientific #B872) versetzt, gemeinsam mit einer DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific #10787018)
auf das Gel aufgetragen und bei 125V fiir 30-60 min laufen gelassen.

3.2.4 Gelaufreinigung

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten und geschnittenen Vektoren aus Agarosegelen wurden
mittels eines Skalpells die gewilinschten Fragmente herausgeschnitten. Diese wurde mit dem
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen #28706) aufgereinigt und anschliefend verwendet.

3.2.5 Klonierungen

Zum Linearisieren des Vektors wurden 10 pg Plasmid-DNA in einem in Tabelle 12 beschriebenen
Ansatz fiir 3 Stunden bei 37°C verdaut und anschliefend die Restriktionsenzyme fiir 5 Minuten bei
80°C hitzeinaktiviert.

Menge Komponente

10 pg Plasmid DNA (Vektor)

1l Enzym 1

1l Enzym 2

4 ul 10x Fast Digest Green Buffer
40 ul Gesamt

Tabelle 12: Reaktionsansatz zur Linearisierung eines Plasmids.

AnschlieBend wurden verdaute Vektoren und PCR-amplifizierte inserts Uber eine
Agarosegelelektrophorese und Gelaufreinigung aufgereinigt und mittels Gibson Assembly kloniert.
Dazu wurde der in Tabelle 13 beschriebene Reaktionsansatz bei 50°C fiir 1 Stunde inkubiert.
Anschlieend wurde eine Transformation durchgefiihrt. Zur Generierung von Mutanten, wurden
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liberlappende Fragmente mit den entsprechenden Mutationen generiert und mittels Gibson
Klonierung assembliert.

Menge Komponente

15 ul Gibson Master Mix
50-100 ng Vektor

1:2-1:3 insert 1 (insert 2,...)
Molares Verhaltnis Vektor:insert

20 ul Gesamt

Tabelle 13: Reaktionsansatz fur eine Gibson assembly.

Bei Durchfiihrung einer konventionellen Restriktionsklonierung, wurde das komplette Eluat des
inserts nach der Gelaufreinigung mit Restriktionsenzymen verdaut (Ansatz gleich zum Verdau eines
Vektors) und im Folgenden mittels eines PCR Purification Kits (Qiagen #28106) aufgereinigt.
AnschlieBend wurde eine Ligation mittels T4-Ligase (Thermo Fisher Scientific #ELO011)
durchgefiihrt und fiir 15 min bei RT, 15 min 16 °C, 15 min bei RT und 15 min 16 °C inkubiert. Die
Zusammensetzung des Ligationsansatzes ist in Tabelle 14 beschrieben.

Menge Komponente
50-100 ng Vektor

1:3 insert

Molares Verhaltnis Vektor:insert

2 ul T4 DNA Ligase Puffer
1ul T4 DNA Ligase

20 ul Gesamt

Tabelle 14: Reaktionsansatz fur eine Ligation mit T4-Ligase.

3.2.6 Transformation von E. coli

Zur Transformation wurden E. coli DH5a oder BL21 pRIL auf Eis aufgetaut und danach 4 pl
Gibsonreaktionsmix, Ligationsmix oder Plasmid-DNA zu den Bakterien hinzugefiigt. Bakterien
wurden fir 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend fiir 45 sec bei 42 °C hitzegeschockt. Nach 2
min Inkubationszeit auf Eis wurde 180 pul LB Medium hinzugefligt und die Bakterien fiir 30 — 60 min
bei 37°C und 600 rpm geschiittelt. Danach wurden die Bakterien auf den entsprechenden
Selektionsplatten ausplattiert (Ampicillin: 100 pg/ml, Kanamycin: 30 ug/ml, Chloramphenicol: 30

ug/ml).

3.2.7 Plasmid Isolation aus E. coli

Zur Plasmid Isolation aus E. coli wurden fiir eine Miniprep selbstgemachte Puffer P1, P2, N3 und
Mini Spin Saulen (Epoch Life Science) nach dem Protokoll des QlAprep Spin Miniprep Kits
verwendet. Fiir Maxipreps wurde das Kit (Invitrogen #K210017) nach Angaben des Herstellers
verwendet.

3.2.8 Sanger Sequenzierung

Sanger Sequenzierungen wurden nach dem Protokoll des Anbieters entweder bei Eurofins
Genomics oder am Campus der LMU durchgefiihrt.

3.2.9 Herstellung von kurzen dsRNA und dsDNA Fragmenten

Zur Erzeugung von kurzen dsRNA- beziehungsweise dsDNA-Fragmenten unterschiedlicher Lange
wurden komplementare Oligonukleotide (IDT) in Nuklease-freiem Duplexpuffer (IDT #11-01-03-
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01) bei 95°C fur 4 min hybridisiert und anschlieBend auf RT mit einem Dekrement von -1°C/35 s
abgekihlt. Die Sequenzen sind in Tabelle 15 aufgelistet.

Produkt Sequenz

40-mer dsDNA 5'-GGAGAACTTCATGCCCTTCGGATAAGGACTCGTATGTACC-3’

5'-GGTACATACGAGTCCTTATCCGAAGGCATGAAGTTCTCC-3’

20-mer dsDNA 5'-GATAAGGACTCGTATGTACC-3'

5'-GGTACATACGAGTCCTTATC-3’

40-mer dsRNA 5'-
rGrGrArGrArArCrUrUrCrArUrGrCrCrCrUrUrCrGrArUrArArGrGrArCrUrCrGrUr
ArUrGrUrArCrC-3'

5'-
rGrGrUrArCrArUrArCrGrArGrUrCrCrUrUrArUrCrCrGrArArGrGrGrCrArUrGrA
rArGrUrUrCrUrCrC-3'

20-mer dsRNA 5'-rGrArUrArArGrGrArCrUrCrGrUrArUrGrUrArCrC-3'

5'-rGrGrUrArCrArUrArCrGrArGrUrCrCrUrUrArUrC-3’

15-mer dsRNA 5'-rGrArUrArArGrGrArCrUrCrGrUrAruU-3’

5'-rArUrArCrGrArGrUrCrCrUrUrArUrC-3’

10-mer dsRNA 5'-rGrArUrArArGrGrArCrU-3’

5'-rArGrUrCrCrUrUrArUrC-3'

Tabelle 15: Oligonukleotide zur Genererierung kurzer dsDNA- und dsRNA-Fragmente.

3.2.10 Herstellung von IVT4

IVT4 wurde dhnlich wie zuvor beschrieben generiert®3. Kurz gesagt wurden die Oligonukleotide
(IDT) in nukleasefreiem Duplexpuffer bei 95°C fiir 3 min hybridisiert und anschlieRend auf RT mit
einem Dekrement von -1°C/35 s abgekihlt. Die Sequenzen sind in Tabelle 16 aufgelistet.

Produkt | Sequenz

IVT4- 5'-TTGTAATACGACTCACTATAGGGACGCTGACCCAGAAGATCTACTAGAAATAGTA

Vorlage GATCTTCTGGGTCAGCGTCCC-3'
5'-GGACGCTGACCCAGAAGATCTACTATTTCTAGTAGATCTTCTGGGTCAGCGTCCC

TATAGTGAGTCGTATTACAA-3’
Tabelle 16: Oligonukleotide zur Generierung eines templates fir die IVT4-Generierung.

Die Transkriptionsreaktion erfolgte bei 37°C fiir 6 Stunden in Transkriptionspuffer (NEB #B9012),
erganzt mit je 2.5 mM NTPs (Jena Bioscience #NU-1014S), 1 U/ul RiboLock RNase-Inhibitor
(Thermo Fisher Scientific #£00382), 4 mM DTT (Sigma-Aldrich #D0632), 25 mM MgCl,, 3 uM DNA-
Template und 500 nM T7 RNA-Polymerase (in-house gereinigt). AnschlieBend wurde die DNA mit
0.05 U/ul DNase | (Thermo Fisher Scientific #EN0525) verdaut und fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert,
gefolgt von einer Saulenaufreinigung (Sigma-Aldrich #11814427001).

3.2.11 In-vitro-Transkription

Zur Erzeugung von Transkripten unterschiedlicher Lange wurden PCR-Produkte durch
Amplifikation von Cas9-Fragmenten aus dem lentiCas9-Blast-Plasmid (Addgene Plasmid #52962)
mit GoTaq Polymerase (Promega #M3001) erzeugt. Der Reaktionsansatz ist in Tabelle 18
beschrieben und die Zyklusbedingungen fiir die PCR sind in Tabelle 19 zusammengefasst.

Zur Generierung von ssRNA wurde ein T7-Promoter durch die PCR eingefligt (universal_ssRNA_F),
zur Generierung von dsRNA wurden flankierende T7-Promotorstellen durch die PCR eingefiigt
(universal_dsRNA_F). Die ungefdahre Liange der Transkripte wurde durch den reversen Primer
definiert. Die dazu verwendeten Primer (IDT) sind in Tabelle 17 aufgelistet.
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Oligonukleotid Sequenz

250bp_RNA_R 5'-
CCACCCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAAGGTTCTCTTCA
GCCGGGTGG-3’

500bp_RNA_R 5'-

CCACCCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAAGGTCGGCCTTG
TCGG-3'

1000bp_RNA_R

5'-
CCACCCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACCTTGGTGATC
TCGGTGTTCACTC-3’

2000bp_RNA_R

5'-CCACCCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAA
GCTGCTTCATCACTTTGTCGTCGA-3'

2500bp_RNA_R

5'-CCACCCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAA
CTGCAGGTAGTACAGGTACAGCTTC-3'

universal_dsRNA_F

5'-
CGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAAGACAAGAAGTACAGC
ATCGGCCTGG-3'

universal_ssRNA_F

5'-GACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGG-3'

Tabelle 17: Oligonukleotide zur Generierung eines templates fur IVTs.

Menge Komponente

10 ul 5xGoTaq reaction buffer

1l dNTPs (10 mM) (Genaxxon #M3015.4100)
2.5 ul forward primer (10 uM)

2.5 ul reverse primer (10 uM)

0.3 ul GoTaqg Polymerase

10 pl template (1 ng/ul)

23.7 ul Wasser

50 ul Gesamt

Tabelle 18: Reaktionsansatz zur PCR.

Temperatur | Dauer Wiederholungen
94°C 1 min /

94°C 20 sec x 30

60°C 20 sec

72°C 1-3 min (1 min/1 kb)

72°C 3 min /

Tabelle 19: Zyklusbedingungen fiir die PCR.

Drei Mikroliter des PCR-Produkts (~600 ng) wurden direkt fiir die In-vitro-Transkription (IVT) in

einem Reaktionsmix bestehend aus Transkriptionspuffer (NEB), ergdnzt mit je 2.5 mM NTPs, 1 U/ul

RiboLock RNase-Inhibitor, 4 mM DTT und 500 nM T7 RNA-Polymerase verwendet und fir drei
Stunden bei 37°Cinkubiert. Der Reaktionsansatz ist in Tabelle 20 beschrieben. Anschliefend wurde

die DNA mit 0.05 U/ul DNase | verdaut und das IVT-Produkt durch gleichzeitige Zugabe von 0.05

U/ul FastAP (Thermo Fisher Scientific #8F0651) dephosphoryliert, indem eine Stunde bei 37°C
inkubiert wurde. Die RNA wurde bei 95°C fiir 3 min hybridisiert, mit einer Dekrementierung von -

1°C/35 s auf RT abgekihlt und anschlieRend prazipitiert.
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Menge Komponente

3ul PCR Produkt

2 ul transcription buffer (NEB)

2 ul NTP mix (25 mM jeweils)

0.5 ul Ribolock (ThermoFisher Scientific #£00382)

0.8 pl DTT (100 mM)

2 ul T7 RNAP (home-made)

9.7 ul RNase-freies Wasser (ThermoFisher Scientific #AM9915G)
20 ul Gesamt

Tabelle 20: Reaktionsansatz zur IVT.

3.2.12 RNA Prazipitation

Zur Prazipitation der RNA wurden die Proben mit einem Volumen 5 M Ammoniumacetat (Thermo
Fisher Scientific #AM9070G) und fiinf Volumen reinem EtOH gemischt. Nach Inkubation der Proben
bei -20°C tiber Nacht wurde die Nukleinsdure durch Zentrifugation bei 22.000 g fiir 30 min bei 4°C
ausgefallt. Die Pellets wurden einmal mit eiskaltem 75%igem EtOH gewaschen und an der Luft
getrocknet. Das Pellet wurde in Nuklease-freiem Wasser (Thermo Fisher Scientific #AM9915G)

resuspendiert.

3.3 Zellkultur

3.3.1 Viren
Virus Bezugsquelle Bezeichnung
Herpes Simplex Virus 1 Stamm F17+ A. Pichlmair Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1)
Modified Vaccinia Ankara, klonales G. Sutter Modified Vaccinia Ankara
Isolat F6 (MVA)
Semliki Forest Virus A. Pichimair Semliki Forrest Virus (SFV)
Attenuierter Masernvirus vac2-GFP K. Conzelmann Masernvirus (MV)

Tabelle 21: Viren.

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Zellen mit Viren mit einer multiplicity of infection (MOI)

von 5 infiziert.

3.3.2 Zelllinien

Zelllinie Bezugsquelle Spezifikation

HEK293T (293T) ATCC®CRL-3216 | Entstanden aus Transformation von humanen
embryonalen Nierenzellen

N/TERT-1 J. Rheinwald Entstanden durch Immortalisierung von humanen
primaren Keratinozyten durch Transduktion mit
einem TERT Transgen sowie durch spontanen
Verlust von p16™*? Expression

HBEC3-KT Evercyte Entstanden durch Immortalisierung von humanen
primaren Bronchial-Epithel Zellen durch
Transduktion mit einem TERT sowie cdk-4 Transgen

Primare normale | PromoCell Primare normale, humane, epidermale

humane epidermale Keratinozyten aus der Vorhaut eines juvenilen

Keratinozyten Einzelspenders

(NHEK)

THP-1 CARD8” Linder, et al. *® | Monozytire Leukdmie-Zelllinie

Tabelle 22: Zelllinien.
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3.3.3 Kultivierung

HEK293T (293T) Zellen wurden in DMEM (hoher Glukosegehalt, Thermo Fisher Scientific
#41965062) kultiviert, ergdnzt mit 10% fetalem Kalberserum (FCS) (Thermo Fisher Scientific
#10270106), 1 mM Natriumpyruvat (Thermo Fisher Scientific #11360088) und 1% Penicillin-
Streptomycin (Thermo Fisher Scientific #15140163). N/TERT-1-Zellen wurden in einer 1:2-
Mischung aus Ham's F12 (Thermo Fisher Scientific #11765054) und DMEM (hoher Glukosegehalt,
kein Glutamin, kein Kalzium Thermo Fisher Scientific #21068028) kultiviert, ergdanzt mit 1% nicht-
essenziellen Aminosauren (Thermo Fisher Scientific #11140050), 0.5% Epilife defined growth
supplement (Thermo Fisher Scientific #50125), 25 pg/ml Rinderhypophysenextrakt (BPE) (Thermo
Fisher Scientific #13028014), 20 ng/ml epidermal growth factor (EGF) (MPI fiir Biochemie, Core
Facility, Miinchen), 10 mM HEPES (Sigma-Aldrich #H0887), 2 mM GlutaMAX (Thermo Fisher
Scientific #35050061), 0.1 mM CaCl, (Sigma-Aldrich #C7902), und 1% Penicillin-Streptomycin.
HBEC3-KT-Zellen (Evercyte) wurden in KSFM (Thermo Fisher Scientific #17005042) kultiviert, das
mit 50 pg/ml BPE, 5 ng/ml EGF und 1% Penicillin-Streptomycin erganzt wurde. Flur Experimente
wurden HBEC3-KT in dem oben beschriebenen N/TERT-1-Medium subkultiviert. NHEK (PromoCell
#PC-NHEK-STARTER) wurden in Keratinozyten-Wachstumsmedium (PromoCell) kultiviert. THP-1-
Zellen wurden in RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific #21875091) kultiviert, das mit 10% FCS, 1
mM Natriumpyruvat und 1% Penicillin-Streptomycin erganzt wurde. Fir die Makrophagen-
Differenzierung wurden THP-1-Zellen Gber Nacht (16 Stunden) mit 100 ng/ml PMA (Enzo Life
Sciences #BML-PE160) behandelt. Am nachsten Tag wurden die Zellen zweimal mit PBS (Thermo
Fisher Scientific #14190169) gewaschen, mit PBS + 2 mM EDTA (Thermo Fisher Scientific
#15575020) abgelést und 8x10* Zellen pro well einer 96-well-Platte ausgesit. Die THP-1-Zellen
wurden am folgenden Tag stimuliert. Alle Zelllinien wurden vor Beginn der Experimente auf
Mykoplasma-Kontaminationen getestet. Alle Zelllinien wurden in FCS mit 10% DMSO weggefroren.

3.3.4 Isolation von primaren Monozyten

Humane Monozyten wurden aus PBMCs von gesunden, einverstandenen und informierten
Thrombozytenspendern unter Verwendung von CD14-Mikrobeads (Miltenyi Biotec #130-050-201)
isoliert. Von allen Probanden wurde eine informierte Zustimmung gemaR der Deklaration von
Helsinki und die Genehmigung der Ethikkommission (Genehmigungsnummer: 19-238) der Ludwig-
Maximilians-Universitdt (Miinchen, Deutschland) eingeholt. Humane primare Monozyten wurden
in RPMI 1640 kultiviert, ergdnzt mit 2.5% Humanserum (Sigma-Aldrich #H5667), 10 mM HEPES, 1
mM Natriumpyruvat, 200 ng/ml Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (MCSF) (MPI fir
Biochemie, Core Facility, Miinchen), 1 mM Natriumpyruvat und 1% Penicillin-Streptomycin.

3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Knockout-Generierung mittels Ribonukleoprotein

CRISPR/Cas9-RNPs wurden durch Hybridisierung einer crRNA und einer tracrRNA (beide IDT,
#1072533 fiir tracrRNA) fiir 5 min bei 95°C mit anschlieRender Inkubation bei Raumtemperatur
(RT) fur 30 bis 60 min assembliert. Fir den Ansatz mit zwei guides pro Zielgen wurden zwei
verschiedene crRNAs (je 100 pmol) mit 200 pmol tracrRNA hybridisiert. Der crRNA:tracrRNA-
Duplex wurde mit 80 pmol rekombinantem Cas9-Protein (MPI fiir Biochemie, Core Facility,
Miinchen) erganzt und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden
N/TERT-1-, NHEK- oder HBEC3-KT-Zellen trypsiniert und einmal mit PBS gewaschen. Eine Million
Zellen wurden in einem Gesamtvolumen von 20 ul der P3 Primary Cell Nucleofector Solution mit
zugesetztem Supplement 1 (Lonza #V4XP-3032) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit den
vorbereiteten RNPs gemischt, mit dem DS-138 Programm einer 4D-Nucleofector X Unit (Lonza)
elektroporiert und in frisches Medium Uberfiihrt. Zelllysate wurden 7 Tage nach der
Elektroporation hergestellt, um das polyklonale editing mittels WB zu liberpriifen.
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Zielgen Sequenz
NLRP1 5'-GGAGTTAAGAGGGTGTCTGG-3'
5'-ACGTTTCATCCAGAGGCCAT-3’
CARDS8 5'-AGCGTTTGGTTCCCCACTGC-3’
5'-TGACGATTGCGTTTGGTTCC-3'
PYCARD 5'-GCTGGAGAACCTGACCGCCG-3'
5'-ATGGACAGCAGCGCGCCCCG-3'
CASP1 5'-TAATGAGAGCAAGACGTGTG-3'
5'-CAATGCTGCTACAAAATCTG-3'
IL1B 5'-CATGGCCACAACAACTGACG-3’
5'-TGAAGCCCTTGCTGTAGTGG-3’
MAVS 5'-CTGGTAGCTCTGGTAGACAG-3’
5'-GGGTATTGAAGAGATGCCAG-3’
EIF2AK2 5'-ATTATGAACAGTGTGCATCG-3'
5'-CTTCAGAAGGATTATCCATG-3’
RIPK3 5'-TAGGAAGGCGATATCCAGGG-3’
5'-GGTTATCGAGAAGGTGAACT-3’
RNASEL 5'-TTTGACCTTACCATACACAG-3’
5'-TTTGAGGCGAAAGACAAAGG-3’
TLR3 5'-CCAGGTCAAGTACTTCTAGG-3'
5'-TCAACGACTGATGCTCCGAA-3’

Tabelle 23: crRNAs (alle von IDT) und anvisierte Stellen.

3.4.2 Herstellung transgener Zellen

Zur Generierung von Lentiviren wurden 293T-Zellen mit einem fiir das Transgen kodierenden
pFUGW_Blasticidin-Transferplasmid und den entsprechenden Helferplasmiden pMDLg/pRRE,
pRSV-rev und pCMV-VSV-G unter Verwendung von PEl Max (Polysciences #24765) revers
transfiziert. Dazu wurde ein PEI Mix, bestehend aus 31.8 ul PEI Max (1 mg/ml) und 600 ul Opti-
MEM fir 5 Minuten bei RT inkubiert und anschlieRend mit einem DNA Mix, bestehend aus 3 ug
Transferplasmid, 4.5 pg pMDLg/pRRE, 1.5 pug pRSV-rev, 3 pg VSV-G und 600 pl Opti-MEM,
vermengt. Dieser Reaktionsmix wurde fir 25 Minuten bei RT inkubiert und anschlieend mit 3 ml
Zellsuspension (2 x 10° Zellen/ml) vermengt. Die Zellen wurden fiir 48 bis 72 Stunden in einer T-25
Flasche kultiviert, anschlieRend wurde der lentivirale Uberstand fiir 10 min bei 1.000 g
abzentrifugiert und durch einen 0.45 um Filter filtriert. Nach Zugabe von 8 pug/ml Polybren wurden
N/TERT-1 damit transduziert. Transduzierte N/TERT-1-Zellen wurden 48 Stunden nach der
Transduktion mit 5 ug/ml Blasticidin (Thermo Fisher Scientific #A1113903) enthaltendem Medium
selektiert.

Der Vektor fir die Rekonstitutionen wurde mittels Nhel und BamHlI linearisiert und die jeweiligen
inserts wurden mit Phusion High Fidelity DNA Polymerase oder Platinum SuperFi DNA Polymerase
(beide Thermo Fisher Scientific, #F530L beziehungsweise #12-351-010) mittels PCR amplifiziert.
cDNA fir humanes CARD8 (Uniprot: Q9Y2G2-5) und mScarlet wurden von TwistBioscience
synthetisiert. Murines Nirp1b (Uniprot: Q2LKW6) wurde aus cDNA von J774-Zellen amplifiziert, und
cDNA flr mTurqoise2 war ein Geschenk des Bonhoeffer-Labors. cDNA fiir die Generierung des in
dieser Studie verwendeten humanen NLRP1 wurde aus dem cDNA-Klon MGC:57544 (NLRP1-
Isoform 5, Geschenk von T. Kufer) generiert. Fiir die Generierung eines NLRP1 in voller Linge wurde
der ORF der Isoform 5 ab den Aminosdurepositionen (aa) 1354-1473 modifiziert, um der NLRP1-
Isoform 1 zu dhneln, die die CARD-Domane enthélt. cDNA fir Isoform 6 von humanem NLRP1
wurde mit M735 als Startcodon kloniert. cDNA fiir mScarlet-NLRP1(APYD) wurde durch Fusion von
mScarlet mit humanem NLRP1 ab aa 93 erzeugt. cDNA fir Walker A- und B-Mutanten von
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humanem NLRP1 wurde durch Mutation der Reste 339 bis 341 zu Alanin beziehungsweise
Mutation der Reste 410, 413 und 414 zu Alanin erzeugt. cDNA fiir die autoproteolytisch-defiziente
Mutante (S1213A) wurde durch Mutation von Serin 1213 (entsprechend der Isoform 1) zu Alanin
erzeugt.

3.4.3 Stimulation von Zellen

Die Zellen wurden mit 5x10* Zellen/well, 5x10° Zellen/well, 1.5x10° Zellen/well fiir 96-well-, 12-
well- beziehungsweise 6-well-Platten ausgesat. Wenn nicht anders angegeben, wurden die Zellen
am Morgen ausgesat, dann abends mit Viren infiziert sowie mit VbP stimuliert und 22 Stunden
spater geerntet. Fir die Transfektionen wurden am nachsten Morgen die Zellen mit Nukleinsduren
transfiziert und nach 10 Stunden zusammen mit den infizierten und VbP-behandelten Proben
geerntet.

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Stimuli und Inhibitoren in folgenden Konzentrationen
verwendet: 2 pug/ml PamsCSK,4 (Invivogen #tlrl-pms), 6.5 uM Nigericin (Sigma-Aldrich #N7143); 2
UM VbP (ApexBio #B3941) fur N/TERT-1 und NHEK, 4 uM VbP fir HBEC3-KT und fiir humane
primare Monozyten; 25 ng/ml LFn-YscF (Anthrax-Letalfaktor als Fusionsprotein mit dem
Burkholderia T3SS needle protein (YscF), in-house gereinigt) und 250 ng/ml Protektives Antigen
(List Biological Labs #LL-171E) fur NeedleTox (NT); und 1 pug/ml Anthrax-Letalfaktor (List Biological
Labs #LL-169B) und 1 pg/ml Protektives Antigen fir Anthrax-Letalfaktor (LF); 5 uM MCC950 (Sigma-
Aldrich #5381200001), 100 uM Ribavirin (Sigma-Aldrich #R9644), 1 uM Bortezomib (Selleck
Chemicals #S1013), 10 uM Me-Bs (Santa Cruz Biotechnology #sc-221350) und 1 pg/ml
Cycloheximid (Sigma-Aldrich #C4859).

Fir die Transfektionen wurden zweihundert Nanogramm IVT4, hochmolekulares poly(l:C)
(Invivogen #tlrl-pic), Heringshoden-DNA (HT-DNA) (Sigma-Aldrich #D6898) oder IVT-Produkte mit
Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific #11668019) pro well gemafl dem Protokoll des
Herstellers komplexiert.

3.4.4 Time-lapse microscopy

N/TERT-1-Zellen wurden mit 3.2x10* Zellen pro well auf eine 96-well-p-Platte (ibidi #89626)
ausgesat. Vierundzwanzig Stunden spater wurde das Medium gegen ein Medium ausgetauscht,
das Propidiumiodid (P1) (1 pg/ml) (MP Biomedicals #0219545810) sowie die entsprechenden
Stimuli enthielt. Die Platte wurde alle 5 Minuten mit einem Leica DMi8 Inversmikroskop, das mit
einem HC PL FLUOTAR L 20X/0.40 DRY (VergroRerungswechsler 1) Objektiv und einer ORCA-
Flash4.0 LT+ Digital CMOS Kamera (Hamamatsu) ausgestattet war, abgebildet. Die Platte wurde 24
Stunden lang in einer befeuchteten Atmosphare mit 5% CO2 bei 37°C abgebildet.

3.4.5 ASC-speck-Visualisierung

Zur Visualisierung der Pyroptosomenbildung wurden Wildtyp- und NLRP1-defiziente N/TERT-1 wie
zuvor beschrieben mit einem Retrovirus transduziert, das fiir ASC-mCherry kodiert. Kurz gesagt
wurde das Retrovirus durch Transfektion von 293T-Zellen mit pRP_ASC_mCherry und den
entsprechenden Helferplasmiden pCMV-Gag-Pol und pCMV-VSV-G unter Verwendung von PEl
Max (Polysciences #24765-1) erzeugt. Zweiundsiebzig Stunden spater wurden virale Uberstinde
nach Standardverfahren hergestellt und Wildtyp- und NLRP1-defiziente N/TERT-1 transduziert.
Transduzierte Zellen wurden 7 Tage spater mit einem BD FACSMelody Zellsortierer (BD
Biosciences) auf mCherry*/ASC-specksortiert. Fir das Mikroskopieren wurden die Zellen mit
3.2x10* Zellen pro well auf eine 96-well-u-Platte (ibidi) plattiert. Vierundzwanzig Stunden spiter
wurde das Medium gegen frisches Medium sowie die jeweiligen Stimuli ausgetauscht und die
Platte zu den jeweiligen Zeitpunkten mit einem Leica DMi8 Inversmikroskop, ausgestattet mit
einem HC PL FLUOTAR L 20X/0.40 DRY (VergroRerungswechsler 1) Objektiv und einer ORCA-
Flash4.0 LT+ Digital CMOS Kamera (Hamamatsu), abgebildet.
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3.4.6 Bildanalyse

Alle Zellbilddaten wurden mit Fiji verarbeitet und analysiert. Kurz gesagt wurden einzelne Kanale
in bindre Bilder konvertiert, indem ein globaler Schwellenwert angewendet wurde, der mit dem
Standard- (flr Propidiumiodid und ASC-mCherry) oder Li-Algorithmus (flr Hellfeld) bestimmt
wurde. Hellfeld-Bilder wurden vor der Binarkonvertierung mit einem GauRschen Unscharfebild
korrigiert. AnschlieBend wurden alle Partikel mit einer minimalen GréBe von 25 pm? (fiir
Propidiumiodid und Hellfeld) oder mit einer GréRe von 0.2-20 pum? (ASC-mCherry-Flecken)
identifiziert und fir jeden Zeitpunkt gezahlt. Die analysierten Daten wurden mit Hilfe von
benutzerdefinierten Python-Skripten weiterverarbeitet und geplottet. Die endgiiltigen Plots zeigen
den Mittelwert £ SEM eines gleitenden Durchschnitts innerhalb eines ~40-minltigen Zeitintervalls.

3.4.7 Immunofluoreszenzfarbung

Fur die Immunfluoreszenz wurden morgens 1x10° Zellen pro well auf eine achtwelligen p-Slide
(ibidi #80826) plattiert. Abends wurden die Zellen fiir 1 Stunde mit DMSO (Sigma-Aldrich #D8418),
Cycloheximid oder Ribavirin behandelt und dann unbehandelt gelassen oder mit SFV bei einer MOI
von 1 infiziert. Nach 16 Stunden wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 4%
Formaldehyd (Thermo Fischer Scientific #28908) in PBS fiir 10 min fixiert. AnschlieRend wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, mit 0.5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich #93443) in PBS fiir 10
min permeabilisiert, zweimal mit PBS gewaschen und in 10% normalem Ziegenserum (NGS)
(Thermo Fisher Scientific #10000C) in PBS fir 30 min blockiert. Fiir die dsRNA-Farbung wurden die
Zellen mindestens 1 Stunde mit dem priméaren J2-Antikorper (SCICONS #10010200), verdiinnt
1:400 in 10% NGS in PBS, inkubiert. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und mit Anti-
Maus-AF488 (Thermo Fisher Scientific #A11001), verdinnt 1:500 in 10% NGS in PBS mit 2 pg/ml
Hoechst 33342 (Invitrogen #62249), mindestens 1 Stunde lang gefarbt. Die Zellen wurden dreimal
mit PBS gewaschen und direkt mit einem Leica DMi8 Inversmikroskop, ausgestattet mit einem HC
PL FLUOTAR L 20X/0.40 DRY (VergroRBerungswechsler 1) oder HC PL FLUOTAR 10X/0.32 DRY
(VergroRerungswechsler 1) Objektiv und einer ORCA-Flash4.0 LT+ Digital CMOS Kamera
(Hamamatsu), abgebildet. Die Bilder wurden mit der Leica Application Suite X und Fiji bearbeitet.
Fur die Zihlung von Zellkernen und dsRNA-Signalen wurden mindestens 8x10® Zellen pro
Bedingung und Replikat unter Verwendung des Molecule ARchive Suite (MARS) Plugins (frei
verfugbar auf https://github.com/duderstadt-lab) analysiert.

3.4.8 ELISA

Humaner IL-1B, IP-10 (BD Biosciences #557953 beziehungsweise #550926) und IFN-B (R&D
Systems #DY814-05) enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) wurden gemal dem Protokoll
des Herstellers durchgefiihrt.

3.4.9 Immunoprazipitation mit rekombinantem Protein

Von den beiden in Tabelle 15 beschriebenen komplementaren Oligonukleotiden (40-mer) wurde
ein Oligonukleotid 5'-biotinyliert bestellt und wie zuvor beschrieben hybridisiert. Dynabeads M-
280 (Thermo Fisher Scientific #11205D) wurden gemaR dem Protokoll des Herstellers vorbereitet
und acht Femtomol biotinylierte Nukleinsdure an die beads konjugiert oder die beads wurden
unbehandelt gelassen. AnschlieRend wurde TEV-gespaltenes NLRP1ACARD zu den in IP-assay-
Puffer (30 mM HEPES, pH 7.5, 100 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerin, 0.05% (v/v) NP40S, 1 mM EDTA,
1.5 mM MgCl,, 1 mM DTT) resuspendierten beads hinzugefiigt. Die Proben wurden 30 Minuten bei
RT inkubiert und anschlielend wurden die beads viermal mit IP-assay-Puffer gewaschen, bevor sie
in 1X Laemmli-Probenpuffer resuspendiert und gekocht wurden. Die Proben wurden einer
denaturierenden und reduzierenden Bis-Tris-SDS-PAGE unterzogen (Thermo Fisher Scientific #
NP0343BOX).
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Oligonukleotid | Sequenz

40-mer Biotin- | 5-Biotin-GGAGAACTTCATGCCCTTCGGATAAGGACTCGTATGTACC-3’

dsDNA 5'-GGTACATACGAGTCCTTATCCGAAGGCATGAAGTTCTCC-3'

40-mer Biotin- | 5'-Biotin-

dsRNA rGrGrArGrArArCrUrUrCrArUrGrCrCrCrUrUrCrGrGrArUrArArGrGrArCrUrCrGrU
rArUrGrUrArCrC-3'
5’_

rGrGrUrArCrArUrArCrGrArGrUrCrCrUrUrArUrCrCrGrArArGrGrGrCrArUrGrArA
rGrUrUrCrUrCrC-3’

Tabelle 24: Verwendete biotinylierte Oligonukleotide.

3.4.10 Immunoprazipitation aus 293T-Zelllysat

293T-Zellen wurden mit 8x10° Zellen pro well auf eine 6-well-Platte ausgesit. 24 Stunden spater
wurden die Zellen mit einem Plasmid, das fiir FLAG-NLRP1 oder FLAG-NLRP1B kodiert, mit
Geneluice (Sigma- Aldrich #70967-3) gemaR dem Protokoll des Herstellers transfiziert.
Vierundzwanzig Stunden spater wurden die Zellen in 30 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl, 10%
(v/v) Glycerin, 0.5% (v/v) NP40S, 1 mM EGTA, 1.5 mM MgCl,, 1x cOmplete EDTA-freier
Proteaseinhibitor (Sigma-Aldrich #11873580001) lysiert und auf einem rotierenden Rad bei 4°C fiir
30 min lysiert. Klares Lysat wurde durch Zentrifugieren bei voller Geschwindigkeit fiir 15 min
hergestellt und fir die Eingabe normalisiert. Die IP wurde, wie fiir die IP mit rekombinantem
NLRP1ACARD beschrieben, durchgefiihrt und die Proben wurden einer denaturierenden und
reduzierenden Bis-Tris-SDS-PAGE unterzogen.

3.4.11 Western Blot

Ganzzelllysate fur den Western Blot (WB) wurden hergestellt, indem die Zellen direkt in Laemmli-
Puffer lysiert und fiir 5 min bei 95°C gekocht wurden. Fiir Uberstandsproben wurde eine Fillung
mittels Methanol/Chloroform-Prazipitation durchgefiihrt und das Pellet in Laemmli-Puffer
resuspendiert und gekocht. Die Proben wurden auf denaturierender und reduzierender Bis-Tris-
SDS-PAGE (Thermo Fisher Scientific) aufgetrennt, auf 0.2-um-Nitrocellulose-Membranen (GE
Healthcare #10600004) geblottet, in 5%iger Milch in PBST blockiert und mit den angegebenen
primaren und entsprechenden sekundaren Antikdrpern inkubiert. Die Chemilumineszenzsignale
wurden mit einer CCD-Kamera aufgenommen und die entsprechenden Bilder linear
kontrastverstarkt.

3.4.12 DSS-Kreuzvernetzung

Die DSS (Dimethylsuccinylsuccinat)-Vernetzung wurde &hnlich wie zuvor beschrieben
durchgefiihrt. Kurz gesagt wurden stimulierte Zellen trypsinisiert, einmal in PBS gewaschen und in
PBS pH 8.0 resuspendiert. Die Proben wurden entweder unbehandelt gelassen (kein DSS) oder
durch Zugabe von DSS (Thermo Fisher Scientific #A39267) zu 4.4 mM und Inkubation bei RT fur 30
min vernetzt. AnschlieBend wurde Laemmli-Puffer bis zu einer Endkonzentration von 1X
zugegeben und die Proben wurden fir 5 min bei 95°C gekocht und einer denaturierenden und
reduzierenden Bis-Tris-SDS-PAGE unterzogen.

3.5 Biochemie

3.5.1 Expression rekombinanter Proteine in Insektenzellen

Humanes NLRP1ACARD (aa 2-1375) wurde aus dem cDNA-Klon MGC:57544 kloniert und mit einer
Strepll- und HA-Markierung am N- beziehungsweise C-Terminus versehen. NLRP1ACARD wurde in
den modifizierten pFastBac-Vektor 4C kloniert, was zu einer TEV-spaltbaren N-terminalen His6-
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MBP-Fusion fiihrte. Dieses Protein wird im Folgenden als NLRPLACARD bezeichnet. Das pFastBac-
Plasmid wurde in DH10 Embacy transformiert, um ein Bacmid zu erzeugen und Sf9-Zellen wurden
verwendet, um Baculovirus zu erzeugen. Fir die Expression wurden 3 Liter H5-Zellen mit 30 ml des
zuvor generierten Virus infiziert und die Zellen nach 3 Tagen Kultivierung bei 26 °C geerntet und
anschlieRend in flissigem Stickstoff weggefroren.

3.5.2 Expression rekombinanter Proteine in Bakterien

Die humanen NLRP1-Trunkierungen NACHT (aa 230-790) und NACHT-LRR (aa 230-994) wurden aus
dem cDNA-Klon MGC:57544 kloniert, die murine NLRP1B-Trunkierung NACHT-LRR (aa2-755)
wurde aus J774-cDNA (Amplifikation von Q2LKW®6) kloniert und mit einem N-terminalen FLAG-
Markierung versehen und in pET_His6_MBP_TEV_1M kloniert, was zu einer TEV-spaltbaren N-
terminalen His6-MBP-FLAG-Fusion fiihrte. Die humanen NLRP1-Trunkierungen LRR(s) (aa 791-994)
und LRR(l) (aa 722-1076) wurden aus dem cDNA-Klon MGC:57544 kloniert und in PpET
His6_GST_TEV_1G kloniert, was zu einer TEV-spaltbaren N-terminalen His6-GST-Fusion fiihrte. Die
Fusionen fiir die humanen NLRP1-Trunkierungen wurden dhnlich wie zuvor beschrieben kloniert.
Die Plasmide wurden in BL21 pRIL (Agilent Technologies) transformiert und die Bakterien mit
Kanamycin und Chloramphenicol selektiert. Zur Expression wurden 2-6 Liter TB-Medium im
Verhéltnis 1:100 mit einer Ubernachtkultur beimpft und fiir 3 Stunden bei 37°C und 110 rpm
inkubiert. Anschliefend wurden die Bakterien fiir 10 min auf Eis geschockt, dann mit 0.1 mM IPTG
induziert und fiir 20 Stunden Gber Nacht bei 18°C und 90 rpm inkubiert. Schlussendlich wurden die
Bakterien fiir 20 min bei 5 000 g geerntet, einmal mit PBS gewaschen und anschlieRend in fllissigem
Stickstoff weggefroren.

3.5.3 Reinigung von NLRP1ACARD

Alle nachfolgenden Aufreinigungsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Die Zellen wurden in
Puffer B (50 mM HEPES, pH 7.5, 10% (v/v) Glycerin, 1.5 mM MgCl,, 1 mM DTT) + 500 mM Nacl,
0.1% (v/v) Nonidet P40 Substitute (NP40S), 10 mM Imidazol, ergdnzt mit 2 uM Pepstatin, 2 uM
Leupeptin, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin und 1 pg/ml Aprotinin und anschlieRend durch
Sonifizieren (Branson) lysiert. Das Lysat wurde durch Ultrazentrifugation bei 235.000 g fiir 60 min
geklart. Das geklarte Lysat wurde mit 2 ml Bettvolumen (BV) Ni-NTA-Harz (Qiagen), das mit Puffer
B + 500 mM NaCl, 0.1% (v/v) NP40S, 10 mM Imidazol vordquilibriert wurde, fiir 2 Stunden inkubiert.
Der Uberstand wurde entfernt und die beads wurden wie folgt gewaschen: 60 BV Puffer B + 500
mM NacCl, 0.1% (v/v) NP40S, 10 mM Imidazol, 20 BV Puffer B + 500 mM NaCl, 0.01% (v/v) NP40S,
10 mM Imidazol, 45 BV Puffer B + 100 mM NaCl, 50 mM KCI, 10 mM Mg(OAc),, 0.01% (v/v) NP40S,
2 mM ATP und 60 BV Puffer B + 1 M NaCl, 0.01% (v/v) NP40S, 20 mM Imidazol. NLRP1 wurde
schlieRlich mit 5 CV Puffer B + 100 mM NacCl, 0.01% (v/v) NP40S, 300 mM Imidazol eluiert. NLRP1
wurde weiter auf einer HiTrap Heparin HP 5 ml (GE Healthcare) gereinigt, die in Puffer B+ 100 mM
NaCl, 0.01% (v/v) NP40S, 0.5 mM EDTA &quilibriert wurde. Die Proteine wurden von der Sdule mit
einem 100-1000 mM NaCl-Gradienten in Puffer B + 0.01% (v/v) NP40S, 0.5 mM EDTA Uber 20 CV
eluiert. NLRP1-haltige Fraktionen wurden gepoolt, mit einer MWCO 50000 Amicon Ultra
Zentrifugalfiltereinheit (Merck) konzentriert und auf eine Hiload 16/600 Superdex 200-pg-
Gelfiltrationssdule (GE Healthcare) aufgetragen, die in Puffer C (30 mM HEPES, pH 7.5, 10% (v/v)
Glycerin, 1 mM EGTA, 1.5 mM MgCl,, 1 mM DTT) + 300 mM NacCl, 0.01% (v/v) NP40S &quilibriert
wurde. Peakfraktionen, die monomerem NLRP1 (~200 kDa) gemaR Gelfiltrations-Proteinstandards
entsprechen, wurden gepoolt, mit einer MWCO 50000 Amicon Ultra Zentrifugalfiltereinheit
konzentriert, in fllissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die endgtiltige NLRP1-
Konzentration wurde mittels Bradford unter Verwendung von BSA als Standard bestimmt.
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3.5.4 Reinigung der NLRP1-Trunkationen und des Mause-NLRP1B Proteins

His6-MBP-TEV-FLAG-NACHT, His6-MBP-TEV-FLAG-NACHT-LRR und His6-MBP-TEV-FLAG-murine
NACHT-LRR wurden mit ihrem Tag gereinigt und werden im Folgenden als NACHT, NACHT-LRR
beziehungsweise NACHT-LRR (Maus) bezeichnet, obwohl sie bei ihrer Verwendung noch eine MBP-
Markierung tragen. His6-GST-TEV-LRR(s) und His6-GST-TEV-LRR(I) wurden widhrend des
Reinigungsprozesses TEV-gespalten und tragen bei Verwendung keine N-terminale GST-
Markierung; die gereinigten Proteine werden als LRR(s) und LRR(l) bezeichnet.

Alle nachfolgenden Aufreinigungsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Um NACHT-LRR, NACHT
und NACHT-LRR (Maus) zu reinigen, wurden die Bakterien in Puffer B + 500 mM NaCl, 0.1% (v/v)
NP40S, 20 mM Imidazol, ergdnzt mit 1x cOmplete EDTA-freier Proteaseinhibitor (Sigma-Aldrich)
oder 2 uM Pepstatin, 2 uM Leupeptin, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin und 1 pg/ml Aprotinin
resuspendiert und durch Sonifizieren lysiert. Das Lysat wurde durch Zentrifugation bei 38.000 g fiir
15 min geklart. Das geklarte Lysat wurde auf eine His-Trap-Saule (Cytiva) geladen, die mit Puffer B
+500 mM NaCl, 0.1% (v/v) NP40S voraquilibriert war. Die Sdule wurde gewaschen mit 20 CV Puffer
B + 500 mM NacCl, 0.1% (v/v) NP40S, 5 CV 50 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NacCl, 50 mM KCl, 10%
(v/v) Glycerin, 0.01% (v/v) NP40S, 10 mM MgCl,, 20 mM Imidazol, 2 mM ATP, 1 mM DTT, 5 CV
Puffer B+ 1 M NaCl, 0.01% (v/v) NP40S, 20 mM Imidazol, 5 CV Puffer B + 100 mM NaCl, 0.01% (v/v)
NP40S, 20 mM Imidazol und schlieRlich entweder mit einem linearen Gradienten tber 5 CV oder
einem Stufengradienten mit Puffer B + 100 mM NacCl, 0.01% (v/v) NP40S, 300 mM Imidazol eluiert.
Alle Proteine auller NACHT wurden weiter gereinigt, indem die proteinhaltigen Fraktionen
konzentriert und die Probe auf eine HiTrap Heparin HP (Cytiva) geladen wurde, die mit Puffer B +
100 mM NaCl, 0.01% (v/v) NP40S dquilibriert wurde. Die Proteine wurden mit einem linearen
Gradienten tber 15 CV mit Puffer B + 1 M NaCl, 0.01% (v/v) NP40S, 0.5 mM EGTA eluiert. Die
Proteine, einschlieBlich des NACHT-Proteins, wurden weiter auf einer HiLoad 16/600 Superdex
200-pg-Gelfiltrationssaule gereinigt, die in Puffer C + 300 mM NaCl, 0.01% (v/v) NP40S aquilibriert
wurde. Humanes NACHT-LRR wurde als Monomer gereinigt, NACHT und NACHT-LRR (Maus)
wurden als Oligomere in Losung gereinigt. Proteinhaltige Peakfraktionen wurden gepoolt, mit
einer MWCO 30000/50000 Amicon Ultra Zentrifugalfiltereinheit (Merck) konzentriert, in fliissigem
Stickstoff flashgefroren und bei -80°C gelagert. Alternativ wurde detergenzienfreies NLRP1 mit nur
5% Glycerin und ohne NP40S-haltige Puffer nach His Trap gereinigt. Zur Aufreinigung von LRR(s)
und LRR(I) wurden die Bakterien in 50 mM HEPES, pH 7.4, 500 mM NaCl, 1% (v/v) NP40S, 20 mM
Imidazol, 1 mM DTT, erganzt mit 2 uM Pepstatin, 2 uM Leupeptin, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin,
1 pg/ml Aprotinin resuspendiert, durch Sonifizieren lysiert und wie zuvor beschrieben gereinigt.
Das geklarte Lysat wurde auf einen HisTrap HP (5 ml) geladen, mit 20 CV 50 mM HEPES, pH 7.4,
500 mM NaCl, 1% (v/v) NP40S, 20 mM Imidazol, 1 mM DTT, 5 CV 50 mM HEPES, pH 7.4, pH 7.4,
100 mM NacCl, 50 mM KCI, 10 mM Mg(OAc)2, 2 mM ATP, 1 mM DTT und 20 CV 50 mM HEPES, pH
7.4, 1 M NaCl, 20 mM Imidazol, 1 mM DTT. LRR wurde mit einem Gradienten von 20-500 mM
Imidazol in 50 mM HEPES, pH 7.4, 300 mM NacCl, 1 mM DTT eluiert. Fraktionen, die LRR enthalten,
wurden gepoolt und Gber Nacht gegen 50 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM DTT in
Gegenwart von 1:20 (w/w) Hisé-markierter TEV-Protease dialysiert. LRR wurde von
ungeschnittenem Protein, freiem His6-GST und His6-markierter TEV-Protease getrennt, indem die
Probe erneut auf eine HisTrap HP (5 ml) aufgetragen wurde, die in 50 mM HEPES, pH 7.4, 300 mM
NaCl, 20 mM Imidazol, 1 mM DTT &aquilibriert wurde. Der Durchfluss wurde gesammelt, mit einer
MWCO 10000 Amicon Ultra Zentrifugalfiltereinheit (Merck) konzentriert und auf einer HilLoad
16/600 Superdex 75-pg-Gelfiltrationssadule (GE Healthcare), die in 30 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM
NaCl, 2 mM DTT aquilibriert wurde, weiter gereinigt. LRR(s) wurde als Monomer gereinigt, LRR(I)
wurde als Oligomer in Losung gereinigt. Die proteinhaltigen Fraktionen wurden gepoolt,
konzentriert, in fllissigem Stickstoff flashgefroren und bei -80°C gelagert. Die endgiiltigen
Proteinkonzentrationen wurden mittels Bradford unter Verwendung von BSA als Standard
bestimmt.
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3.5.5 Coomassie-Farbung

Fiur die Coomassie-Gele wurde mit den Proben eine denaturierende und reduzierende Bis-Tris-SDS-
PAGE ausgefiihrt und nach der Trennung mit 45% EtOH (v/v), 10% Essigsaure (v/v), 0.1% Coomassie
R-250 (Thermo Fischer Scientific #20278) gefarbt und mit 20% EtOH (v/v), 10% Essigsdure (v/v)
entfarbt.

3.5.6 Electrophoretic mobility shift assay

NLRP1ACARD wurde in Puffer C + 1.5 U/ml RNase-Inhibitor (NEB #M0314S) verdiinnt, um NaCl auf
eine Endkonzentration von 100 mM einzustellen. TEV-Protease wurde mit NLRP1ACARD in einem
Verhiltnis von 1:20 (w/w) gemischt und bei RT fiir 1 Stunde inkubiert (die Spaltung wurde durch
SDS-PAGE bestatigt). AnschlieBRend wurden 0.1, 0.2, 0.4 und 0.8 uM TEV-verdautes NLRP1ACARD
mit 0.1 uM dsRNA oder dsDNA in Puffer C + 100 mM NaCl + 1.5 U/ml RNase-Inhibitor in einem
Gesamtvolumen von 10 pl gemischt und fiir 30 min bei 25°C inkubiert. MBP-TEV-
Kontrollreaktionen wurden wie folgt angesetzt: MBP wurde mit TEV in Puffer C + 100 mM NacCl +
1.5 U/ml RNase-Inhibitor wie zuvor beschrieben inkubiert und mit dsRNA oder dsDNA in 0.8 pM
gemischt, wobei TEV auf die Konzentration eingestellt wurde, die 0.8 uM verdautem NLRP1
entspricht. Die Reaktionen wurden mit Ficoll400 auf eine Endkonzentration von 2.5% ergdnzt und
auf einem 4-12%igen nativen Polyacrylamidgel (Thermo Fisher Scientific) in 0.5X TBE ausgefiihrt.
Das Gel wurde mit SYBR Gold (Thermo Fisher Scientific #511494) gefarbt und mit einem Typhoon
FLA 9500 (GE Healthcare) gescannt.

3.5.7 ADP-Glo assay

Der assay wurde mit dem ADP-Glo Kinase Assay Kit (Promega #V6930) in 384 Flat White ProxiPlates
(PerkinElmer #6008280) durchgefiihrt. Das jeweilige rekombinante Protein und die Nukleinsdure
wurden in ADP-Glo assay-Puffer mit folgenden Endkonzentrationen verdiinnt: 30 mM HEPES, pH
7.5, 150 mM NaCl, 5% (v/v) Glycerin, 0.01% (v/v) NP40S, 0.5 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT,
100 uM ATP. Wenn nicht anders angegeben, lagen die Proteinkonzentrationen bei 3 uM und die
Nukleinsdurekonzentrationen bei 1.2 uM. AuRerdem wurde ein Standard mit 100 uM ATP, 80 uM
ATP und 20 uM ADP, 60 uM ATP und 40 uM ADP oder 100 uM ADP im gleichen Puffer hergestellt.
Fiinf Mikroliter der Probe wurden fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, wenn nicht anders
angegeben, durch Zugabe von 5 ul ADP-Glo-Reagenz gestoppt und weiter fiir 40 min inkubiert.
Nach Zugabe von 10 pl Kinase-Detektionspuffer wurden die Proben fiir weitere 40 min inkubiert
und die Lumineszenz mit einem Spark 20M Mikroplatten-Reader (Tecan) mit einer Integrationszeit
von 1 s pro well ausgelesen. Zur Berechnung der Einzelwerte wurde eine lineare Regression auf
Basis des ADP-Standards berechnet. Zur Berechnung der ATP-Umsatzrate eines NACHT-LRR-
Molekiils pro Minute nach dsRNA-Stimulation (Abb. S14B) wurde die Steigung der Reaktion in ihrer
linearen Phase (0-15 min) verwendet.

3.5.8 HPLC-Messung von Nukleotiden

Detergenzienfrei-gereinigtes NACHT-LRR und entsprechende Nukleinsdure wurden in HPLC-
kompatiblem Puffer mit folgenden Endkonzentrationen verdiinnt: 30 mM HEPES, pH 7.5, 100 mM
NaCl, 0.5% (v/v) Glycerin, 0.5 mM EDTA, 6 mM MgCl,, 1 mM DTT, 100 uM ATP. Die
Endkonzentration von NACHT-LRR betrug 3 uM; die Endkonzentration der Nukleinsdure betrug 1.2
puM. AuBerdem wurde ein Standard mit 33.3 uM ATP, 33.3 uM ADP und 33 uM AMP im gleichen
Puffer hergestellt. 20 pl Probe wurden fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieRend
mit H,O auf 400 pl aufgefullt und 400 pl ROTI Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Carl Roth
#P3803) wurden hinzugefiigt. Die Proben wurden auf dem Vortex geschiittelt, 5 min bei RT bei
22.000 g zentrifugiert und die wassrige obere Phase wurde dreimal mit Chloroform extrahiert.
Anschlieend wurde die wassrige Phase eingefroren, lyophilisiert und in 13 pl H,0 resuspendiert.
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Die HPLC der Proben wurde dhnlich wie in der zuvor beschriebenen Arbeit durchgefiihrt®*. Kurz
gesagt wurden die Proben in ein 1290 Infinity Il HPLC-System (Agilent) injiziert, das mit einer
Pinnacle DB Aqueous C18-Saule (Restek; 150x3.2 mm GréRe, 3 um PartikelgrofRe) ausgestattet war.
Der Lauf war eine isokratische Elution in 7.5% Acetonitril in 10 mM Tetrabutylammoniumbromid,
100 mM K;HPO4/KH,PO4 (pH 6.5), die Proben wurden mit 230 pl/min gefahren und mit einem 1290
DAD-Detektor und einer G4212-60007 Max-Light-Kartuschenzelle (Detektion bei 258 nm, 6 nm
Bandbreite) detektiert.

3.5.9 MANT-ATP Bindungsstudien

Bindungsstudien mit Mant-ATP wurden wie zuvor beschrieben durchgefiihrt®. Kurz gesagt wurden
eine Standardverdinnung von Mant-ATP (Jena Bioscience #NU-202S) mit Endkonzentrationen von
312 nM bis 0.60 nM sowie eine Pufferkontrolle in FRET-Puffer mit folgenden Endkonzentrationen
hergestellt: 30 mM HEPES, pH 7.5, 100 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerin, 0.01% (v/v) NP40S, 1 mM
EGTA, 1.5 mM MgCl;, 1 mM DTT. Mant-ATP-Proben wurden mit finalen 1.2 uM NACHT-LRR oder
FRET-Puffer in einem Gesamtvolumen von 20 pl fiir 10 min bei RT in 384 Flat Black Platten (Nunc,
Thermo Fisher Scientific) inkubiert. Anregungs- und Emissionswellenldngen wurden auf 290 nm
beziehungsweise 448 nm (Bandbreite 10 nm) eingestellt und FRET in einem Spark 20M
Mikroplatten-Reader (Tecan) mit zehn Blitzen und einer Verstarkung von 100 gemessen. Jeder
Verdiinnungspunkt wurde dreimal in unabhangigen Experimenten mit drei reads pro Messung
gemessen. Die FRET-Werte wurden durch Subtraktion der Pufferwerte von den Probenwerten fiir
jedes unabhangige Experiment berechnet.

3.5.10 Fluoreszenzanisotropie

Fluoreszenzanisotropie-Experimente wurden bei 25 °C mit einer 20-mer dsRNA oder dsDNA (IDT
und Metabion) durchgefiihrt, die am 3'-Ende auf einem Strang mit Fluorescein markiert war:

Produkt Sequenz

20-mer dsDNA | 5'-GATAAGGACTCGTATGTACC-Fluorescein-3’

(Fluorescein) 5'-GGTACATACGAGTCCTTATC-3’

20-mer dsRNA | 5'-rGrArUrArArGrGrArCrUrCrGrUrArUrGrUrArCrC-Fluorescein-3’

(Fluorescein) 5'-rGrGrUrArCrArUrArCrGrArGrUrCrCrUrUrArUrC-3’

Tabelle 25: Verwendete Fluorescein-markierte Oligonukleotide.

Experimente wurden mit einem Infinite M1000 Pro (Tecan) aufgezeichnet und der
geratespezifische G-Faktor (~0.98) wurde vor jedem Experiment bestimmt. Zehn nanomolar
markierte dsRNA oder dsDNA wurde mit dem jeweiligen NLRP1-Protein oder MBP in den
angegebenen Konzentrationen fiir 10 min in einem Gesamtvolumen von 20 pl Endpuffer inkubiert,
der 30 mM HEPES, pH 7.5, 100 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerin, 0.01% (v/v) NP40S, 1 mM EGTA, 1.5
mM MgCl,, 1 mM DTT und 0.5 U/ml RNase-Inhibitor enthielt. Die Anregungs- und
Emissionswellenldngen wurden auf 470 nm beziehungsweise 535 nm (Bandbreite 5 nm)
eingestellt. Jeder Titrationspunkt wurde dreimal mit 10 Reads gemessen. Alle Experimente wurden
in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt und die Daten wurden, sofern zutreffend, durch Anpassung
an ein einstellenspezifisches Bindungsmodell (GraphPad) analysiert.

3.5.11 Modellierung von Proteinen

Modelle von humanem NLRP1 und murinem NLRP1B wurden unter Verwendung der 3.80-A
aufgeldsten Struktur von humanem NLRP3 (6NPY) als Vorlage und MODELLER, implementiert im
HHpred Server, erstellt. PyMol wurde zur Visualisierung der Molekilmodelle verwendet. Das
elektrostatische Potenzial wurde mit APBS in PyMol berechnet und ist farblich als -5.0 kT/e (rot)
bis +5.0 kT/e (blau) kodiert. Modelle von NLRC4 (4KXF) und dem terniren DPP9-NLRP1A-NLRP1®
Komplexes (6X6A) wurden mit Hilfe von UCSF ChimeraX modelliert3®,
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3.6 Quantifizierung und statistische Analyse

Die statistische Signifikanz wurde entweder durch ein- oder zweiseitige ANOVA mit einer Dunnett-
oder Sidak-Korrektur fiir Mehrfachtests bestimmt. Die genaue Anzahl der Replikate (n) ist in den
Abbildungslegenden angegeben. Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism 8
durchgefihrt. *** P< 0.001, ** P< 0.01, * P< 0.05, ns=nicht signifikant.
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4 Ergebnisse

4.1 Die N/TERT-1-Keratinozyten-Zelllinie eignet sich zur Untersuchung des
humanen NLRP1-Inflammasoms
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Abbildung 9: Effiziente genetische Perturbation von Inflammasom-Komponenten in humanen N/TERT-1-Keratinozyten
und Aktivierung des NLRP1-Inflammasoms. (A) WB von unmodifizierten sowie NLRP1-, ASC- oder Caspase-1-defizienten
Keratinozyten. (B) Keratinozyten mit den angegebenen Genotypen wurden unbehandelt gelassen oder mit VbP stimuliert.
Die IL-1B-Freisetzung wurde nach 22 Stunden bestimmt. Fir dieses und die folgenden Experimente wurde die
Zytokinfreisetzung nach 22 Stunden bestimmt, wenn nicht anders angegeben. (C) N/TERT-1-Keratinozyten oder (D)
primare humane Monozyten von drei unabhangigen Spendern wurden unbehandelt gelassen oder mit PamsCSK, fur 2
Stunden stimuliert, fir 1 Stunde mit MCC950 inhibiert und dann mit VbP, NeedleTox (NT) oder Nigericin (Nig.) far 10
Stunden stimuliert und anschliefend die IL-1B-Freisetzung bestimmt. Die Daten sind dargestellt als ein reprasentatives
Experiment von zwei (A), beziehungsweise als Mittelwert + SEM von biologischen Triplikaten eines reprasentativen
Experiments von zwei (B), beziehungsweise als Mittelwert + SEM von drei unabhangigen Experimenten (C und D). Die
Statistik zeigt die Signifikanz durch two-way ANOVA: *** P<0.001, ** P< 0.01, * P< 0.05, ns=nicht signifikant.

Zur Untersuchung des humanen NLRP1-Inflammasoms wurden N/TERT-1-Zellen verwendet.
Hierbei handelt es sich um eine primarzellahnliche, jedoch immortalisierte Keratinozyten-Zelllinie,
welche von Zhong verwendet wurde um humanes NLRP1 zu untersuchen®?3!4, Es wurde schon
gezeigt, dass diese Zelllinie NLRP1 exprimiert und dass das Inflammasom in diesen Zellen durch
Stimulation mit dem DPP8/9 Inhibitor VbP aktiviert werden kann. Um die Rolle einzelner
Inflammasom-Komponenten in diesen Zellen zu untersuchen, etablierten wir ein Protokoll um
mittels CRISPR/Cas9 RNP-Elektroporation knockouts in einem polyklonalen Ansatz zu generieren.
Jedes zu untersuchende Gen wurde hierzu unter Zuhilfenahme von zwei guide RNAs genomisch
editiert, um eine effiziente knockout-Generierung zu gewahrleisten. Zuerst schalteten wir jeweils
den Inflammasom-Sensor NLRP1, das Adapterprotein ASC, sowie die ausfiihrende Protease
Caspase-1 in diesen Zellen aus und konnten durch WB fiir die targetierten Proteine eine
vollstandige Aufhebung der Proteinexpression nachweisen (Abbildung 9A). Zur Untersuchung der
IL-1B-Freisetzung nach VbP-Stimulation schalteten wir zudem CARDS8, welches ebenso durch
DPP8/9-Inhibition aktiviert werden kann, sowie das proinflammatorische Zytokin IL-1B in diesen
Zellen aus. Diese Zelllinien wurden mit VbP behandelt und der Uberstand auf IL-1B untersucht
(Abbildung 9B). Die IL-1B-Freisetzung war abhangig von NLRP1, ASC, sowie Caspase-1 und IL-1B,
jedoch unabhingig von CARDS. Daraus konnten wir schlieBen, dass CARDS in N/TERT-1 keine
Aktivitat nach VbP-Stimulation aufweist und VbP allein NLRP1 in dieser Zelllinie zu aktivieren
vermag. Ublicherweise wird die Inflammasomaktivierung in Makrophagen untersucht, diese
bendtigen fiir die Expression von pro-IL-1B ein zusatzliches Stimulations-Signal, auch priming oder
Signal 1 genannt. Diese Stimulation wird zumeist durch ein vorhergehendes priming mit dem TLR4-
Liganden LPS oder dem TLR1/TLR2 Liganden PamsCSKs bewerkstelligt. In Anbetracht der
konstitutiven Expression von pro-IL-1B in N/TERT-1 ist fur diese Zellen kein zusatzliches priming-
Signal erforderlich (Abbildung 9C). Eine Stimulation von N/TERT-1 mit Nigericin (Nig.) oder
NeedleTox (NT), welche das NLRP3 beziehungsweise das NAIP/NLRC4-Inflammasom aktivieren,
flhrte zu keinem IL-1B-Signal (Abbildung 9C). Humane primare Monozyten dagegen reagierten mit
IL-1B-Freisetzung auf diese Behandlungen (Abbildung 9D), wobei die Stimulation von NLRP3 durch
den spezifischen Inhibitor MCC950 inhibiert werden konnte. Die N/TERT-1-Keratinozyten eignen
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sich aufgrund dieser Tatsachen zur Untersuchung des NLRP1-Inflammasoms: Die Zellen reagieren
durch endogenes NLRP1 auf VbP-Stimulation und es kommt hierbei zu keinerlei crosstalk mit
anderen Inflammasomaktivierungen.

4.2 Semliki Forest Virus aktiviert das NLRP1-Inflammasom
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Abbildung 10: SFV triggert die IL-1B-Freisetzung in einer NLRP1l-abhdngigen Weise. (A) Keratinozyten mit den
angegebenen Genotypen wurden unbehandelt gelassen, mit VbP stimuliert oder mit verschiedenen Viren bei
angegebenen MOIs flr 22 Stunden (MVA, HSV-1 und SFV) oder 16 Stunden (MV) infiziert. (B) Unveradnderte Keratinozyten
wurden mit entsprechenden MOIs von SFV infiziert und die IL-1B-Freisetzung wurde bestimmt. (C) WB von
unmodifizierten oder NLRP1-defizienten Keratinozyten, die mit einem Transgen flr entweder humanes NLRP1 oder das
fluoreszierende Protein mScarlet/mTurquoise2 (FP) komplementiert wurden, wie im WB angegeben. (D) Zellen, die wie in
(C) komplementiert worden waren, wurden neben unmodifizierten Zellen mit SFV infiziert und anschliefend auf IL-1p3-
Freisetzung untersucht. Fur diese und die folgenden Experimente wurde SFV mit einer MOI von 5 verwendet und die
Zytokinfreisetzung wurde, wenn nicht anders angegeben, nach 22 Stunden bestimmt. Die Daten sind dargestellt als
Mittelwert £ SEM von drei unabhéngigen Experimenten (A, B und D), beziehungsweise als ein reprasentatives Experiment
von zwei (C). Die Statistik zeigt die Signifikanz durch two-way ANOVA (A und D) beziehungsweise one-way ANOVA (B): ***
P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05, ns=nicht signifikant.

Da Keratinozyten der Haut durch ihre Exposition als erste Verteidigungslinie gegen Pathogene
fungieren, untersuchten wir verschiedene Viren auf ihre Fahigkeit, das NLRP1-Inflammasom in
N/TERT-1 zu aktivieren. Wir testeten Viren mit unterschiedlichen Nukleinsduregenomen und
Replikationsstrategien, die in der Lage waren, menschliche Keratinozyten unter in vitro
Bedingungen produktiv zu infizieren. Fir doppelstrangige DNA-Viren untersuchten wir das
replikationsinkompetente Pockenvirus MVA sowie HSV-1. Beide Viren sind fiir ihren Hauttropismus
bekannt. Als positive-sense ssRNA-Virus untersuchten wir SFV, ein typisches Modellvirus aus der
Gattung der Togaviridae; als negative-sense ssRNA-Virus verwendeten wir MV. MV und die beiden
dsDNA-Viren infizierten Keratinozyten zwar effizient, wie anhand einer Expression von
Markergenen oder ihrer zytopathischen Wirkung beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt),
induzierten aber nicht die Freisetzung von IL-1B. Eine Infektion mit SFV jedoch fiihrte zu einer
robusten IL-1B-Freisetzung, welche in Abwesenheit von NLRP1 reduziert war (Abbildung 10A).
Titration der SFV MOI zeigte auch einen Dosis-abhangigen Effekt im IL-1B-Signal nach SFV-Infektion
(Abbildung 10B). Um die NLRP1-Abhingigkeit der IL-1B-Freisetzung nach SFV-Infektion zu
untermauern, re-exprimierten wir NLRP1 mittels lentiviraler Transduktion in NLRP1-defizienten
Keratinozyten. Dies stellte die IL-1B-Freisetzung bei SFV-Infektion wieder vollstandig her, eine
Rekonstitution mit einem fluoreszierenden Protein (FP) jedoch nicht (Abbildung 10, C und D). Somit
ist NLRP1 fir die IL-1B-Freisetzung bei Infektion mit einem Positivstrang-RNA-Virus erforderlich.
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4.2.1 Die NLRP1-Inflammasomaktivierung durch SFV ist abhdngig von einer
Aktivitat der RNA-abhangigen RNA-Polymerase
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Abbildung 11: Die Aktivierung von NLRP1 durch SFV ist abhadngig von viraler Proteintranslation und Genomreplikation. (A)
Keratinozyten wurden mit DMSO behandelt oder mit dem Translations-Initiationsinhibitor CHX oder dem
Nukleosidinhibitor Ribavirin fir 1 Stunde behandelt und dann mit SFV oder mit hitzeinaktiviertem SFV fir 16 Stunden
infiziert. Die SFV-Kapsid- und Helikase-Proteinexpression wurde mittels WB bestimmt. (B) Keratinozyten wurden mit VbP
stimuliert oder mit SFV oder hitzeinaktiviertem SFV infiziert und anschlieBend auf IL-1B-Freisetzung untersucht. (C)
Keratinozyten wurden mit DMSO, CHX oder Ribavirin fir 1 Stunde behandelt und dann mit VbP stimuliert oder mit SFV
bei einer MOI von 1 fir 16 Stunden infiziert und anschliefend auf IL-1B-Freisetzung untersucht. (D und E) Keratinozyten,
die wie in (C) behandelt worden waren, wurden fixiert und anschlieBend fur dsRNA (griin) gefarbt, wahrend die Zellkerne
mit Hoechst 33342 (blau) gefarbt wurden. Malstabsbalken: 25 pm. Reprasentative Bilder von einem von drei
Experimenten sind in (D) dargestellt, wahrend die Daten von drei unabhangigen Experimenten in (E) zusammengefasst
sind. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £+ SEM von drei unabhéngigen Experimenten (B, C und E), als ein
reprasentatives Experiment von drei (D) beziehungsweise als ein reprasentatives Experiment von zwei (A). Die Statistik
zeigt die Signifikanz durch one-way ANOVA (B) beziehungsweise two-way ANOVA (C und E): *** P<0.001, ** P<0.01, *
P< 0.05, ns=nicht signifikant.

Um das NLRP1-aktivierende Agens ausfindig zu machen, fiihrten wir eine Charakterisierung der
Infektion mittels Hitze-inaktiviertem Virus sowie Inhibitoren durch. Hitzeinaktivierung hob, wie
erwartet, die Fahigkeit von SFV auf, Keratinozyten produktiv zu infizieren und eine IL-1B-
Freisetzung auszuldsen (Abbildung 11, A und B). Daher wird die Stimulation entweder durch ein
Hitze-labiles Protein per se, virale Translation oder eine replikative Aktivitat von SFV vermittelt.
Daher behandelten wir Zellen mit dem Translations-Initiationsinhibitor Cycloheximid (CHX), um die
virale de-novo-Protein-Translation zu verhindern. Mittels WB konnten wir eine Aufhebung der
viralen Protein-Translation nachweisen, da weder das Kapsid noch die Helikase von SFV nach CHX-
Behandlung im Zelllysat detektiert werden konnten (Abbildung 11A). Des Weiteren konnten wir
keine IL-1B-Antwort nach Vorbehandlung mit CHX und anschliefender SFV-Infektion beobachten,
obwohl die VbP-vermittelte Inflammasomaktivierung nicht gechemmt wurde (Abbildung 11C). Es
schien also weder eintreffendes Protein noch das eintreffende SFV-Genom von NLRP1 direkt
erkannt zu werden, sondern eine virale Translation oder Replikation war erforderlich, um NLRP1
zu aktivieren. Wie zuvor schon erwahnt ist SFV ein (+)ssRNA-Virus, welcher fiir eine erfolgreiche
Replikation sein Genom in (-)ssRNA transkribieren muss, wodurch kurzzeitig dsRNA entsteht. Um
also die Rolle der Replikation zu untersuchen, behandelten wir die Zellen mit Ribavirin, welches die
RARP (RNA-dependent RNA polymerase) des SFV blockiert®*. Die Behandlung mit Ribavirin hatte
keinen Einfluss auf die Expression viraler Proteine, jedoch fiihrte sie zu einem deutlichen Riickgang
der durch SFV-Infektion ausgel6sten IL-1B-Freisetzung (Abbildung 11, A und C). Um den Einfluss
der CHX- und Ribavirin-Behandlung in Bezug auf Generierung von dsRNA, welche im Verlauf der
viralen Replikation entsteht, zu tGberpriifen, farbten wir SFV-infizierte Zellen mit einem Antikérper
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(J2) an, der spezifisch dsRNA detektiert (Abbildung 11D). Wir konnten ein starkes Signal fiir dsRNA
nach SFV-Infektion detektieren, wohingegen die Behandlung mit Cycloheximid die dsRNA-Bildung
weitgehend unterband und die Behandlung mit Ribavirin zu einer Reduktion des Signals fiir dsRNA
flhrte (Abbildung 11D). Zur Quantifizierung wurden dsRNA-positive Zellen gezihlt und mittels
Nukleusfarbung aller Zellen die Prozentzahl an dsRNA-positiven Zellen ermittelt (Abbildung 11E).
Zusammenfassend zeigten diese Experimente, dass die Ausbildung von dsRNA ausschlaggebend
fir die Aktivierung von NLRP1 ist.

4.3 NLRP1 wird durch lange dsRNA aktiviert
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2500 n n 1000
— 4000 w

2000 Wt 3000 e o NLRP1IRNA

o NLRP1RM

= T 3000
1500
2000

2 1000 2000

IL-1B [pg/ml
]
IFN-B [pg/ml]
IL-1B [pg/mi]

500 1000 1000
o n

o
@  VbP Lipo poly(l:C) IVT4 HT-DNA @  VbP Lipo poly(I:C) VT4 HT-DNA Stunden: 4 81624 4 81624 4 8 1624 4 8 1624
VbP poly(I:C)

Abbildung 12: NLRP1 ist ein Sensor fur l[ange dsRNA. (A und B) Unverdnderte oder NLRP1-defiziente Keratinozyten wurden
mit VbP stimuliert oder mit poly(I:C), IVT4 oder HT-DNA unter Verwendung von Lipofectamine (Lipo) transfiziert. Fir diese
und die folgenden Experimente wurden die Zellen 22 Stunden mit VbP und 10 Stunden fir die Transfektion stimuliert. Die
IL-1B- (A) oder IFN-B-Freisetzung (B) wurden bestimmt. (C) Unveranderte oder NLRP1-defiziente Keratinozyten wurden
mit VbP stimuliert oder mit poly(l:C) transfiziert und die Proben nach 4 Stunden, 8 Stunden, 16 Stunden oder 24 Stunden
geerntet und die IL-1B-Freisetzung wurde bestimmt. Die Daten sind als Mittelwert + SEM von drei unabhéangigen
Experimenten (A, B und C) dargestellt. Die Statistik zeigt die Signifikanz durch two-way ANOVA : *** p<(0.001, ** P< 0.01,
* P< 0.05, ns=nicht signifikant.

Die vorangegangenen Ergebnisse legten nahe, dass eine dsRNA-Bildung fir die NLRP1-
Inflammasomaktivierung erforderlich sein koénnte. Im Verlauf einer Positivstrang-RNA-
Virusreplikation wird dsRNA als Intermediat bei der Genomreplikation generiert und eine
Inhibition dieses Vorgangs durch Ribavirin-Behandlung der Zellen reduziert moglicherweise die
NLRP1-abhdngige Inflammasomaktivierung. Um diese Hypothese zu testen, transfizierten wir
unmodifizierte und NLRP1-defiziente Keratinozyten mit poly(l:C), einem synthetischen dsRNA-
Analogon mit einer GroRe von 1.5 kb bis 8 kb. Ferner testeten wir eine kurze 5'-Triphosphat-
Haarnadel-dsRNA (IVT4), von der bekannt ist, dass sie RIG-I aktiviert, sowie ein langes dsDNA-
Molekil (HT-DNA), welches den DNA-Sensor cGAS aktiviert. Obwohl alle drei Stimuli zu einer
betrachtlichen IFN-B-Antwort fiihrten, welche unabhangig von NLRP1 war, flihrte nur eine
Stimulation mit poly(l:C) zu einer NLRP1-abhangigen IL-1B-Freisetzung (Abbildung 12,A und B).
Obwohl in NLRP1-defizienten Zellen nach mehr als 12 Stunden ein redundanter Zelltod stattfand,
war die IL-1B-Freisetzung trotzdem auch zu spéateren Zeitpunkten NLRP1-abhangig (Abbildung
12C). Lange dsRNA und nicht kurze dsRNA oder dsDNA vermag daher das NLRP1-Inflammasom zu
aktivieren.
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4.3.1 Die Aktivierung von NLRP1 durch dsRNA fiihrt zu einer klassischen Pyroptose
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Abbildung 13: Lange dsRNA fiihrt zu einer klassischen Pyroptose mit Prozessierung von Caspase-1, IL-1f und GSDMD,
sowie ASC-Oligomerisierung und signalisiert durch eine NLRP1-ASC-Caspase-1-abhangige Signalkaskade in Keratinozyten.
(A) Unmodifizierte oder NLRP1-defiziente Keratinozyten wurden wie angegeben stimuliert. Lysate oder Uberstinde
wurden auf NLRP1, Caspase-1, IL-1B oder B-Aktin untersucht. (B) Unverdnderte oder NLRP1-defiziente Keratinozyten
wurden wie angegeben stimuliert und das Lysat auf GSDMD (Volllange ~53 kDa, pyroptotisches Fragment p30 und
apoptotisches Fragment p43) oder B-Aktin untersucht. (C) Unmodifizierte oder NLRP1-defiziente Keratinozyten wurden
wie in (A) stimuliert und entweder unbehandelt gelassen oder mit DSS kreuzvernetzt. Der WB wurde auf NLRP1, ASC oder
B-Aktin untersucht. (D und E) Unbehandelte, NLRP1-, ASC- oder Caspase-1l-defiziente Keratinozyten wurden wie
angegeben stimuliert und die IL-1B- (D) oder IFN-B-Freisetzung (E) bestimmt. Die Daten sind als Mittelwert + SEM von drei
unabhangigen Experimenten (D und E), als ein repradsentatives Experiment von drei (B) beziehungsweise als ein
reprasentatives Experiment von zwei (A und C) dargestellt. Die Statistik zeigt die Signifikanz durch two-way ANOVA: ***
P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05, ns=nicht signifikant.

Zur weiteren Charakterisierung der poly(l:C)-abhdngigen NLRP1-Aktivierung wurden zunachst
Messwerte der NLRP1-Inflammasomaktivierung in Keratinozyten untersucht, die ndaher an der
Rezeptoraktivierung liegen. Dies war einerseits eine Uberpriifung auf Oligomerisierung des
Adapterproteins ASC, welches mittels DSS-Kreuzvernetzung und anschlieBendem WB detektiert
werden kann. Andererseits Giberpriften wir auch die Maturierung von Caspase-1 und IL-13 mittels
WB. Diese Untersuchungen zeigten typische Ergebnisse einer Inflammasomaktivierung nach VbP-
Stimulation, sowie auch nach einer SFV-Infektion und poly(l:C)-Transfektion: So konnte mittels WB
eine autoproteolytische Spaltung von Caspase-1 sowie Maturierung von IL-1p3 festgestellt werden
(Abbildung 13A). Ferner wurde eine pyroptotische GSDMD-Spaltung mittels WB festgestellt. In
unmodifizierten N/TERT-1 fihrte die NLRP1-Aktivierung zur Ausbildung des typisch pyroptotischen
Fragments p30, im NLRP1 KO dahingegen wurde das typisch apoptotische Fragment p43 detektiert
(Abbildung 13B). AuBerdem konnte ebenso mittels DSS-Kreuzvernetzung des Lysats und
anschlieBendem WB eine ASC-Polymerisation in einer vollstandig NLRP1-abhdngigen Weise
festgestellt werden (Abbildung 13C). Ferner war die NLRP1-vermittelte IL-1B-Freisetzung nach
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Behandlung dieser Zellen mit den oben genannten Stimuli vollstandig ASC- und Caspase-1-
abhéngig (Abbildung 13, D und E).

100 I} VbP Lipo poly(l:C) VT4 SFV
ns - ns - ns -
X 80{ —w
Z go{ — NLRPT™
I3
-]
2 40
o
20
0
0 6 12 18 24 0 6 12 18 24 0 6 12 18 24 0 6 12 18 240 6 12 18 24 0 6 12 18 24
Zeit [Stunden]
] VbP Lipo poly(l:C) VT4 SFV
) SONEIO b gomy
Ly ChHN © fesd
vy o & g @ ®
- A DO 6 O ¥ g (7
* Qo n e o v 5 <
0G0, N 0¥
;:) (]
| 9] L £%)
a 02 v i
). (s ;'»
H A
Y (2 ? - ) @ (<}
e Zac ) | o) % 'S 2 38
: B0 7
o \ o7 © %
\ o ¢
Z A~ 3
® v @
4 Stunden 8 Stunden 12 Stunden 16 Stunden 20 Stunden
g
= ¢ | L 2
] & . I 3
a ko) %) @
56" 5
S
| @
e
afa
> ok

@ @ .® ] D 40 )

Abbildung 14: Sowohl! poly(l:C)-Transfektion als auch eine SFV-Infektion fiihren zu einem klassischen pyroptotischen
Phanotyp mit PI-Aufnahme. (A) Unmodifizierte oder NLRP1-defiziente Keratinozyten wurden wie angegeben stimuliert,
mittels time-lapse microscopy auf Pl-Positivitat Uber einen Zeitraum von 24 Stunden analysiert und der Prozentsatz der
Pl-positiven Zellen ist dargestellt. (B) Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von (A) sind als eines von drei
Experimenten dargestellt und zeigen 21 Stunden (Kontrolle und VbP-Stimulation), 14 Stunden (SFV-Infektion) oder 10
Stunden (Transfektionen) nach der Stimulation. MaRstabsbalken: 25 pum. (C) Keratinozyten wurden mit poly(l:C)
transfiziert oder mit SFV infiziert und Gber einen Zeitraum von 4 Stunden, 8 Stunden, 12 Stunden, 16 Stunden und 20
Stunden in Gegenwart von Propidiumiodid abgebildet. MaRstabsbalken: 25 um. Die Daten sind als Mittelwert £ SEM von
drei unabhéangigen Experimenten (A), beziehungsweise als ein reprasentatives Experiment von drei (B und C) dargestellt.
Die Statistiken fir die PI-Positivitat wurden durch eine repeated measures two-way ANOVA analysiert und die Signifikanz
des Spaltenfaktors wurde bestimmt: *** P<0.001, ** P< 0.01, * P< 0.05, ns=nicht signifikant.

Als néchstes wurden N/TERT-1-Zellen nach SFV-Infektion oder poly(l:C)-Transfektion mittels time-
lapse microscopy phanotypisch untersucht. Dazu wurden die Zellen in Anwesenheit von
Propidiumiodid (Pl), einem nicht zellpermeablen Nukleinsdureinterkalator, stimuliert und in einem
Zeitverlauf abgelichtet. Durch Inflammasomaktivierung und GSDMD-Spaltung kann so ein
prototypisch ballondhnliches Aufblahen der Zellen sichtbar gemacht werden, welches, begleitet
durch das Einstromen von Propidiumiodid, zu einer Violettfarbung der Zellen fiihrt. So wurde
gezeigt, dass die Inflammasomaktivierung durch eine virale Infektion sowie Transfektion mit
dsRNA abhéangig von NLRP1 ist (Abbildung 14B). Sowohl die SFV-Infektion als auch die poly(l:C)-
Transfektion flihrten zu einem Verlust der Zellviabilitdt, der in der frihen Phase nach der
Stimulation vollstandig NLRP1-abhéngig war (Abbildung 14A). In Abwesenheit des Sensorproteins
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NLRP1 kam es dennoch zu spateren Zeitpunkten zu einem NLRP1-unabhdngigen und redundanten
Zelltod. Dieser ging jedoch mit dem Auftreten eines groReren C-terminalen GSDMD-Fragments
einher, was mit der sekunddren Aktivierung des apoptotischen Signalwegs im Einklang ist
(Abbildung 13B). In Ubereinstimmung mit friiheren Berichten fiihrte die Behandlung mit VbP in
geringem AusmaR zum Zelltod der Keratinozyten®. Die mikroskopische Beurteilung des Phanotyps
dieser Keratinozyten zeigte charakteristische Merkmale der Pyroptose. So zeigten unmodifizierte,
aber nicht NLRP1-defiziente Zellen, nach SFV-Infektion oder poly(l:C)-Transfektion ein Aufblahen
der Zellmembran in Verbindung mit einer Propidiumiodidfarbung (Abbildung 14C).
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Abbildung 15: Lange dsRNA induziert einen klassischen pyroptotischen Phanotyp mit ASC-speck-Bildung. (A und B)
Unveranderte oder NLRP1-defiziente Keratinozyten, welche mit einem Transgen fir ASC-mCherry komplementiert
worden waren, wurden mit IVT4, HT-DNA oder poly(I:C) mittels Lipofectamine transfiziert oder mit VbP stimuliert. Die
Zellen wurden 7 Stunden (A) oder 18.5 Stunden (B) nach der Stimulation auf die Bildung von ASC-specks untersucht und
der Prozentsatz der ASC-speck-positiven Zellen ist dargestellt. (C) Mikroskopische Aufnahmen von (A) und (B) sind als ein
reprasentatives Experiment von vier dargestellt. MaRRstabsbalken: 25 um. Die Daten sind als Mittelwert + SEM von vier
unabhangigen Experimenten (A und B) beziehungsweise als ein reprasentatives von vier Experimenten (C) dargestellt. Die
Statistik zeigt die Signifikanz durch two-way ANOVA: *** P<0.001, ** P< 0.01, * P< 0.05, ns=nicht signifikant.

NLRP1sRvA

In  weiterer Folge verwendeten wir bei der Untersuchung der dsRNA-abhangigen
Inflammasomaktivierung einen Fluoreszenzreporter, den ASC-mCherry Reporter. Unter steady-
state-Bedingungen liegt das Adapterprotein ASC als Monomer im Zytoplasma vor. Nach
Aktivierung des Inflammasom-Sensors oligomerisiert ASC. Dies kann durch Fusion des ASC-Proteins
mit einem Fluorophor visualisiert werden: Nach Aktivierung bilden sich ASC-specks, die durch
Ubliche Fluoreszenzmikroskopie visualisiert werden kénnen. Dazu transduzierten wir Wildtyp- und
NLRP1-defiziente Keratinozyten mit einem ASC-mCherry Reporter zur Quantifizierung der
Pyroptosomaktivierung. Hiermit konnten wir ASC-specks nach poly(l:C)-Stimulation in einer NLRP1-
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abhidngigen Weise nachweisen (Abbildung 15, A bis C). Obwohl ein redundanter Zelltod in NLRP1-
defizienten Keratinozyten festgestellt werden konnte, sind die typischen Merkmale einer
Inflammasomaktivierung NLRP1-abhdngig. Anhand dieser Experimente konnten wir klassische
Merkmale einer Pyroptose nach poly(l:C)-Transfektion und SFV-Infektion in einer NLRP1-
abhangigen Art und Weise nachweisen.

4.3.2 Die Aktivierung von NLRP1 durch dsRNA ist abhdngig von der Lange der
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Abbildung 16: Die Aktivierung von NLRP1 ist abhangig von der Lange der dsRNA. (A) Dargestellt sind die DNA In-vitro-
Transkriptionsvorlagen fir die In-vitro-Transkription und die resultierenden In-vitro-Transkripte. (B und C) RNA-Molekile,
die wie in (A) gezeigt erzeugt worden waren, wurden in unmodifizierte oder NLRP1-defiziente Keratinozyten transfiziert,
wahrend poly(l:C) als Kontrolle verwendet wurde und die IL-1B- (B) oder IFN-B-Freisetzung (C) wurden bestimmt. Die
Daten sind als ein reprasentatives Experiment von zwei (A) beziehungsweise als Mittelwert £ SEM von drei unabhéangigen
Experimenten (B und C) dargestellt. Die Statistik zeigt die Signifikanz durch two-way ANOVA: *** P<0.001, ** P<0.01, *
P< 0.05, ns=nicht signifikant.

Als nachstes fragten wir uns, inwiefern die Aktivierung von NLRP1 abhangig von der Lange der
dsRNA ist. In vorangegangenen Experimenten konnten wir zeigen, dass poly(l:C), welches ein
langes, nicht-physiologisches dsRNA-Homopolymer von undefinierter Lange ist, NLRP1 aktiviert.
IVT4, eine kurze dsRNA, vermochte dies jedoch nicht. Bei dem dsRNA-Sensor MDAS konnte schon
eine GréRenabhingigkeit bei der Aktivierung des Sensors gezeigt werden®®, Daher erzeugten wir
mittels IVT verschiedene dsRNA-Molekiile im Bereich von ungefahr 250 bp bis ungefahr 2500 bp
(Abbildung 16A). Zur Aktivierung des NLRP1-Inflammasoms war eine dsRNA nétig, welche langer
als 500 bp war und die Aktivierung nahm mit der Lange stetig zu (Abbildung 16B). Ein 2500-bp-
dsRNA-Molekil Gibte etwa die Halfte der Aktivitat von poly(l:C) aus, wohingegen ssRNA-Transkripte
dieser Lange in vitro keine NLRP1-Inflammasomaktivierung auslosten. Die IFN-B-Produktion, als
Messwert fiir RLR-Signalisierung, zeigte ein anderes Reaktionsmuster, was darauf hindeutet, dass
diese PRR-Systeme funktionell nicht miteinander verbunden sind (Abbildung 16C). Eine Aktivierung
von NLRP1 durch dsRNA ist daher abhangig von der Lange der Nukleinsaure.
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4.4 Zellen epidermalen Ursprungs zeigen eine NLRP1-abhdngige
Inflammasomaktivierung nach dsRNA Stimulation
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Abbildung 17: Lange dsRNA aktiviert das NLRP1-Inflammasom sowohl in primaren humanen Keratinozyten als auch in
immortalisierten humanen Bronchialepithelzellen. (A und B) Unverdnderte oder NLRP1-defiziente primare normale
humane epidermale Keratinozyten (NHEK) wurden mit VbP stimuliert oder mit poly(I:C) oder IVT4 mittels Lipofectamine
transfiziert und die IL-1B- (A) oder IP-10-Freisetzung (B) wurden bestimmt. (C) Lysate von unmodifizierten oder NLRP1-
defizienten NHEK wurden fir NLRP1 oder [-Aktin geblottet. (D und E) Unverdnderte oder NLRP1-defiziente
Bronchialepithelzellen wurden mit VbP stimuliert, mit poly(I:C) oder IVT4 mittels Lipofectamine transfiziert oder mit SFV
infiziert und die IL-1B- (D) oder IP-10-Freisetzung (E) wurden bestimmt. (F) Lysate von Keratinozyten, unverdnderten oder
NLRP1-defizienten Bronchialepithelzellen wurden fir NLRP1, ASC, Caspase-1, IL-1B oder B-Aktin geblottet. (G)
Keratinozyten und PamsCSK,-vorbehandelte Monozyten von drei unabhéngigen Spendern wurden ohne oder mit MCC950
behandelt, mit VbP oder Nigericin stimuliert oder mit poly(l:C) transfiziert und die IL-1B-Freisetzung wurde bestimmt
(Datensatz stammt aus demselben Experiment wie in Abbildung 9, C und D). Die Daten sind als Mittelwert + SEM von drei
unabhangigen Experimenten (A, B, D, E und G) beziehungsweise als ein reprdsentatives Experiment von zwei (C und F)
dargestellt. Die Statistik zeigt die Signifikanz durch two-way ANOVA: *** P< 0.001, ** P< 0.01, * P< 0.05, ns=nicht
signifikant.

Um die Rolle der dsRNA-Stimulation in einem physiologischeren Modell zu untersuchen, wandten
wir uns primdren normalen humanen epidermalen Keratinozyten (NHEK) zu. Hier konnten wir
ebenso durch Einsatz von RNPs polyklonale knockouts mit einer hohen Effizienz generieren
(Abbildung 17C). In NHEKSs induzierten sowohl VbP als auch poly(l:C) die IL-1B-Freisetzung in einer
NLRP1-abhdngigen Weise, wobei die IFN-B-Produktion unabhangig von NLRP1 war (Abbildung 17,
A und B). Aufgrund von RNA-Sequenzierungsdaten schlussfolgerten wir, dass NLRP1 nicht nur in
der Haut, sondern auch in anderen Epithelzelltypen exprimiert wird. Daher untersuchten wir die
immortalisierte humane Bronchialepithelzelllinie HBEC3-KT auf ihre dsRNA-Antwort. Auch hier
konnten wir durch knockout-Generierung eine NLRP1-abhangige und nicht-redundante Rolle fiir
NLRP1 in SFV- und dsRNA-Erkennung beobachten (Abbildung 17, D bis F). Um zu untersuchen,
inwiefern die Rolle des NLRP1-Inflammasoms auf Epithelzellen beschrankt ist, befassten wir uns
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mit humanen primaren Monozyten, welche mit poly(l:C) stimuliert wurden. Hier konnten wir eine
MCC950-abhangige Freisetzung von IL-1B feststellen, was auf eine bekannte Aktivierung von
NLRP3 schlieRen lasst (Abbildung 17G). Dies ist auf Membranpermeabilisierung und
anschlieBendem Kalium-Efflux nach poly(l:C)-Transfektion zuriickzufiihren, was zu einer
klassischen NLRP3-Aktivierung fiihrt*’. Die Aktivierung von NLRP1 ist daher in den von uns
untersuchten Modellen spezifisch fiir Epithelzellen.

4.5 Die Aktivierung durch dsRNA ist speziesspezifisch
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Abbildung 18: Speziesspezifische Detektion von dsRNA durch NLRP1. (A) Schematische Darstellung der
Domaénenarchitektur von humanem NLRP1, CARD8 und murinem NLRP1B. (B und C) NLRP1-defiziente Keratinozyten
wurden mit einem Transgen fur entweder das fluoreszierende Protein mScarlet/mTurquoise2 (FP), humanes NLRPI,
humanes CARDS8 oder murines Nirp1b komplementiert. Die Zellen wurden wie angegeben stimuliert und die IL-1B- (B)
sowie IP-10-Freisetzung (C) wurden nach der Stimulation bestimmt. (D) WB von unmodifizierten und NLRP1-defizienten
Keratinozyten sowie von NLRP1-defizienten Keratinozyten, die mit einem Transgen fur entweder mScarlet/mTurquoise2
(FP), humanes NLRP1, humanes CARDS8 oder murines Nirp1b komplementiert wurden. Die Daten sind als Mittelwert +
SEM von drei unabhangigen Experimenten (B und C) beziehungsweise als ein reprasentatives Experiment von zwei (D)
dargestellt. Die Statistik zeigt die Signifikanz durch two-way ANOVA: *** P< 0.001, ** P< 0.01, * P< 0.05, ns=nicht
signifikant.

Bisher hatten sich unsere Untersuchungen auf das humane NLRP1 konzentriert. Wahrend im
menschlichen System ein NLRP1-Gen vorhanden ist, kodieren Mause dahingegen fiir mehrere
Nirpi-Paraloge. C57BL/6-M&use, zum Beispiel, kodieren fiur Nirpla, Nirplb und Nirpic und
zusatzlich sind finf hochpolymorphe Allele fiir NIrp1b beschrieben worden. Die in verschiedenen
Inzuchtmausstammen beschriebenen Nirp1b1l und Nirpl1b5 reagieren auf Anthrax-Letalfaktor
sowie VbP. Letalfaktor schneidet am N-Terminus von murinem NLRP1B, aber nicht dem humanem
Ortholog, und fiihrt so zu einer Exposition eines Neo-N-Terminus und einer Aktivierung des
Inflammasoms durch den N-end-rule-Signalweg. Um die Empfindlichkeit des murinen NLRP1B
gegeniliber einer dsRNA-Behandlung und Positivstrang-RNA-Virusinfektion zu testen,
komplementierten wir NLRP1-defiziente Keratinozyten mit einem Transgen fiir murines Nirplb
(Abbildung 18, A und D). Des Weiteren wurden Keratinozyten mit einem Transgen fir humanes
CARD8 komplementiert, flir das im murinen System kein Ortholog existiert. NLRP1-defiziente
Keratinozyten, die auf diese Weise komplementiert worden waren, wurden in Hinsicht auf ihre
Reaktion auf VbP, poly(l:C) oder SFV getestet. NLRP1-defiziente Keratinozyten reagierten nicht auf
eine VbP-Behandlung, sezernierten aber IL-1B, wenn sie mit humanem NLRP1 oder murinem
NLRP1B komplementiert worden waren (Abbildung 18B). Zusatzlich reagierten NLRP1-defiziente,
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aber mit CARD8 komplementierte Keratinozyten nun auf VbP. Unsere fritheren Untersuchungen
hatten gezeigt, dass CARDS8 in Keratinozyten unter steady-state-Bedingungen exprimiert wurde,
aber gegenliber einer VbP-Behandlung nicht funktionell war (Abbildung 9B). Dies lasst den Schluss
zu, dass Keratinozyten entweder begrenzte Mengen von endogenem CARDS8 oder eine nicht-
funktionelle Transkriptvariante exprimierten. Eine poly(l:C)-Transfektion und auch eine SFV-
Infektion dahingegen stimulierten nur Zellen, die mit einem Transgen fiir humanes NLRP1
komplementiert worden waren, nicht aber mit murinem Nirplb oder humanem CARDS8. Die
Produktion von [IP-10, als Mall fir die antivirale Genexpression, war von diesen
Komplementierungen weitgehend unbeeinflusst (Abbildung 18C). Wir konnten aber durchwegs
eine hohere IP-10-Freisetzung in Zellen beobachten, welche mit einem Transgen fir murines
Nirp1b komplementiert worden waren. Daher ist eine Erkennung von langer dsRNA durch NLRP1
speziesspezifisch: Humanes NLRP1, aber nicht murines NLRP1B, spricht auf eine dsRNA-Stimulation
an.

4.5.1 Myeloische Zellen kdénnen mit einem dsRNA-detektierendem NLRP1-
Inflammasom rekonstituiert werden
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Abbildung 19: Rekonstitution eines dsRNA-aktivierbaren NLRP1-Inflammasoms in myeloischen Zellen. (A) CARD87- THP-1
wurden mit einem Transgen flr entweder das fluoreszierende Protein mScarlet/mTurquoise2 (FP), humanes NLRPI oder
murines Nirplb komplementiert. Differenzierte THP-1 wurden fir 1 Stunde mit Pam3;CSKy4 stimuliert, fir 1 Stunde mit
MCC950 inhibiert und dann mit VbP oder Letalfaktor stimuliert oder mit poly(l:C) oder IVT4 mittels Lipofectamine fur 10
Stunden transfiziert und die IL-1B-Freisetzung bestimmt. (B) WB von CARDS”- THP-1, komplementiert mit einem Transgen
fur entweder mScarlet/mTurquoise2 (FP), humanes NLRP1 oder murines Nirp1b. Die Daten sind als Mittelwert + SEM von
drei unabhéngigen Experimenten (A) beziehungsweise als ein reprdsentatives Experiment von zwei (B) dargestellt. Die
Statistik zeigt die Signifikanz durch two-way ANOVA: *** P< 0.001, ** P< 0.01, * P< 0.05, ns=nicht signifikant.

In humanen myeloischen Zellen fihrt eine VbP-Stimulation zu einer vollstandig CARD8-abhangigen
Inflammasomaktivierung?*°. Des Weiteren hatten wir schon in vorangegangenen Experimenten
eine NLRP3-abhdngige Aktivierung des Inflammasoms nach dsRNA-Behandlung in primaren
Monozyten festgestellt (Abbildung 17G). Daher fragten wir uns, ob eine Komplementierung von
humanem NLRP1 in CARD8”" THP1-Zellen diese ansprechbar auf eine poly(l:C)-Transfektion
machen wiirde. Deswegen komplementierten wir CARD8”* THP1 mit einem Transgen fiir humanes
NLRP1 oder murines Nirp1b (Abbildung 19B). Wie erwartet stellte sowohl das humane NLRP1- als
auch das murine Nirp1b-Transgen eine Reaktivitat auf die VbP-Behandlung wieder her (Abbildung
19A). Zusatzlich konnte nun in Zellen, die mit Nirplb komplementiert worden waren, mittels
Letalfaktor, das NLRP1B-Inflammasom aktiviert werden. Die Komplementierung mit humanem
NLRP1 fuhrte zu einer poly(l:C)-abhdngigen IL-1B-Freisetzung, wenn auch in einem geringeren
Ausmal als in Keratinozyten. Eine Komplementierung mit murinem Nirp1b hingegen zeigte nur
Hintergrundwerte fir eine poly(l:C)-abhédngige IL-1B-Freisetzung, wohingegen eine starke
Reaktivitat auf Letalfaktor beobachtet wurde. Die NLRP1-abhangige Inflammasomaktivierung kann
dadurch in Zellen myeloischen Ursprungs rekapituliert werden.
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4.5.2 Die Aktivierung durch dsRNA ist unabhdngig von einem Me-Bs-sensitiven N-
end-rule-Signalweg
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Abbildung 20: Die Aktivierung von humanem NLRP1 durch lange dsRNA ist unabhdngig von einem Me-Bs-sensitiven N-
end-rule-Signalweg. (A und B) NLRP1-defiziente Keratinozyten, die mit einem Transgen fir humanes NLRPI oder murines
Nirp1b komplementiert worden waren, wurden 1 Stunde lang mit Bortezomib oder Me-Bs behandelt. Anschliefend
wurden sie mit Letalfaktor stimuliert oder mit Lipofectamine mit poly(l:C) transfiziert und die IL-1B- (A) sowie IP-10-
Freisetzung (B) wurden nach der Stimulation bestimmt. Die Daten sind als Mittelwert + SEM von drei unabhangigen
Experimenten (A und B) dargestellt. Die Statistik zeigt die Signifikanz durch two-way ANOVA: *** P<0.001, ** P<0.01, *
P< 0.05, ns=nicht signifikant.

In vorausgegangenen Studien wurde gezeigt, dass eine Aktivierung des murinen NLRP1B-
Inflammmasoms abhangig von dem N-end-rule-Signalweg sowie von proteasomaler Degradation
ist. Daher untersuchten wir die dsRNA-abhangige NLRP1-Aktivierung im Zusammenhang mit dem
Aminopeptidase-Inhibitor Bestatin-Methylester (Me-Bs), welcher eine Rolle im N-end-rule-
Signalweg spielt, sowie Bortezomib, einem Proteasominhibitor**’33  NLRP1-defiziente
Keratinozyten, welche mit einem Transgen flr Nirp1b komplementiert worden waren, reagierten
auf Letalfaktor-Behandlung mit IL-1B-Freisetzung. Dies konnte jedoch durch Vorbehandlung mit
Bortezomib komplett unterbunden und durch Vorbehandlung mit Me-Bs reduziert werden
(Abbildung 20, A und B). Die durch poly(l:C)-Transfektion ausgel6ste IL-1B-Freisetzung von NLRP1-
defizienten Keratinozyten, welche mit einem Transgen fir humanes NLRP1 komplementiert
worden waren, wurde durch eine Vorbehandlung mit Bortezomib reduziert, blieb jedoch von einer
Me-Bs-Behandlung unbeeinflusst. Die Proteasom-Inhibition vermag die dsRNA-abhangige
Aktivierung von humanem NLRP1 zu reduzieren. Der Me-Bs-sensitive N-end-rule-Signalweg scheint
jedoch keine Rolle bei der dsRNA-abhangigen humanen NLRP1-Aktivierung zu spielen. Es ist hier
jedoch zu bedenken, dass eine Me-Bs-unabhangige Erkennung moglicher anderer N-terminaler
Aminosduren nicht ausgeschlossen wird.
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4.6 Bekannte dsRNA-Sensoren spielen keine Rolle bei der Aktivierung von NLRP1
durch dsRNA
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Abbildung 21: Charakterisierte dsRNA-PRRs sind fiir die poly(l:C) oder SFV-vermittelte NLRP1-Inflammasomaktivierung
nicht erforderlich. (A und B) Unmodifizierte, NLRP1-, MAVS-, PKR-, RIPK3-, RNase L- oder TLR3-defiziente Keratinozyten
wurden wie angegeben stimuliert und die IL-1B- (A) sowie IFN-B-Freisetzung (B) wurden nach der Stimulation bestimmt.
(C) Lysate von unmodifizierten, NLRP1-, MAVS-, PKR-, RIPK3-, oder RNase L-defizienten Keratinozyten wurden auf NLRP1,
MAVS, PKR, RIPK3, RNase L oder B-Aktin untersucht. Die Daten sind als Mittelwert + SEM von drei unabhangigen
Experimenten (A und B) beziehungsweise als ein reprasentatives Experiment von zwei (C) dargestellt. Die Statistik zeigt
die Signifikanz durch two-way ANOVA: *** P<0.001, ** P< 0.01, * P< 0.05, ns=nicht signifikant.

Als nachstes fragten wir uns, ob die Aktivierung von zuvor charakterisierten dsRNA-PRRs indirekt
zu einer NLRP1-Inflammasomaktivierung flihren konnte. Dazu schalteten wir schon bekannte und
charakterisierte dsRNA-Sensoren oder deren kritische Signalverkniipfungswege mit Hilfe von RNPs
aus: Wir generierten knockouts von TLR3 und PKR (Genname EIF2AK2), welche bekannte Sensoren
von dsRNA sind, sowie dem Adapter MAVS (Abbildung 21C). MAVS wird downstream von MDAS5,
einem Sensor von langer dsRNA, und RIG-I, einem Sensor von 5'-Triphosphat-RNA, aktiviert . Des
Weiteren generierten wir knockouts von RIPK3, welches downstream von ZBP1 oder TLR3
signalisiert, und RNase L, welche durch OAS-Proteine aktiviert wird. Die dsRNA-Sensor- oder
Signalverkniipfungsweg-defizienten Keratinozyten zeigten keinen Defekt in der IL-1B-Freisetzung
nach VbP-Stimulation (Abbildung 21, A und B). Ebenso konnten wir keine Reduktion in der IL-1B-
Freisetzung nach poly(l:C)-Stimulation oder SFV-Infektion feststellen, alleinig eine Depletion von
NLRP1 verhinderte diese. Stattdessen konnten wir sogar eine Erhéhung der
Inflammasomaktivierung nach Depletion bestimmter Sensoren, wie RNase L, feststellen. Fir die
Freisetzung von IFN-B konnten wir eine Reduktion nach poly(l:C)-Stimulation in TLR3-defizienten
Keratinozyten beobachten, sowie eine Reduktion nach IVT4-Stimulation in MAVS-defizienten
Keratinozyten. Daher ist die Aktivierung von humanem NLRP1 unabhéangig von bekannten dsRNA-
Sensoren.
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4.6.1 Die Aktivierungsschwelle von NLRP1 durch dsRNA verschiedener GréfRen wird

durch die PYD reguliert
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Abbildung 22: Die N-terminale PYD von humanem NLRP1 vermittelt eine autoinhibitorische Funktion und wirkt als
Schwellenwertmodulator fur die Aktivierung durch dsRNA. (A) Schematische Darstellung von humanem NLRP1 und
mScarlet-NLRP1(APYD), einer Variante, bei der die PYD gegen mScarlet ausgetauscht ist. (B) WB von unmodifizierten
Keratinozyten, NLRP1-defizienten Keratinozyten oder NLRP1-defizienten Keratinozyten, die mit einem Transgen fir
entweder mScarlet/mTurquoise2 (FP), humanes NLRP1 oder mScarlet-NLRP1(APYD) komplementiert worden waren. (C
und D) Die Zellen wurden wie angegeben stimuliert und die IL-1B- (C) sowie IP-10-Freisetzung (D) wurden nach der
Stimulation bestimmt. Die Daten sind als ein reprasentatives Experiment von zwei (B) beziehungsweise als Mittelwert +
SEM von drei unabhangigen Experimenten (C und D) dargestellt. Die Statistik zeigt die Signifikanz durch two-way ANOVA:
*** P<(0.001, ** P<0.01, * P<0.05, ns=nicht signifikant.

Am N-Terminus von humanem NLRP1 findet sich eine PYD, welche zur Gruppe der death-fold-
Domanen gehért. Ublicherweise ist die PYD von Inflammasom-Proteinen in der
Signaltransduktionskaskade involviert. So findet, unter anderem nach Aktivierung des NLRP3-
Inflammasomes, liber Interaktionen der NLRP3-PYD und der ASC-PYD eine Signalamplifikation statt.
In vorangegangenen Studien, in denen die Rolle der PYD von humanem NLRP1 charakterisiert
worden war, wurde eine autoinhibitorische Funktion identifiziert?*2. In einer weiteren Studie
konnte aullerdem gezeigt werden, dass die PYD durch ein GFP-Molekiil ersetzt werden konnte und
dadurch ein autoinhibierter Zustand — dhnlich zu einem Wildtyp-NLRP1 — hergestellt wurde. Daher
klonierten auch wir eine verkirzte Variante von NLRP1, bei der die PYD durch ein monomeres
fluoreszierendes Protein ersetzt wurde (Abbildung 22, A und B). NLRP1-defiziente Keratinozyten,
welche mit einem Transgen flir mScarlet-NLRP1APYD komplementiert worden waren, reagierten
mit einer hoheren Empfindlichkeit gegentiber dsRNA und SFV-Infektion (Abbildung 22, C und D).
Des Weiteren konnte nun auch IVT4, eine kurze dsRNA, agonistisch auf NLRP1 wirken, wenn auch
in geringerem MafRe als lange dsRNA. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass die PYD eine negativ-
regulatorische Rolle einnimmt und moglicherweise als Schwellenwertmodulator agiert, welcher es
NLRP1 ermoglicht lange von kurzer dsRNA zu unterscheiden.
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4.6.2 Die Autoproteolyse von NLRP1 ist notwendig flir die Aktivierung durch dsRNA
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Abbildung 23: Die Aktivierung von humanem NLRP1 durch lange dsRNA ist abhéngig von der Autoproteolyse in seiner
FIIND-Domdne. (A und B) NLRP1-defiziente Keratinozyten wurden mit einem Transgen flr entweder
mScarlet/mTurquoise2 (FP), humanes NLRP1 oder dessen autoproteolytisch-inaktiver Mutante NLRP1(S1213A)
komplementiert. Die Zellen wurden wie angegeben stimuliert und die IL-1B- (A) sowie IP-10-Freisetzung (B) wurden nach
der Stimulation bestimmt. (C) WB von unmodifizierten und NLRP1-defizienten Keratinozyten sowie von NLRP1-defizienten
Keratinozyten, welche mit einem Transgen fur entweder mScarlet/mTurquoise2 (FP), humanes NLRP1 oder humanes
NLRP1(S1213A) komplementiert wurden. Die Daten sind als Mittelwert + SEM von drei unabhangigen Experimenten (A
und B) beziehungsweise als ein reprasentatives Experiment von zwei (C) dargestellt. Die Statistik zeigt die Signifikanz durch
two-way ANOVA: *** P< 0.001, ** P< 0.01, * P< 0.05, ns=nicht signifikant.

Die Autoproteolyse von NLRP1 ist eine Grundvoraussetzung fiir die Aktivierung durch VbP. Das
derzeitige Aktivierungsmodel von NLRP1 geht davon aus, dass der C-terminale Teil, bestehend aus
UPA-CARD, sich befreit und sich zu einem NLRP1-Inflammasom-Keim assembliert. Um zu
untersuchen, ob die dsRNA-vermittelte Aktivierung einem @hnlichen Mechanismus folgt und eine
Autospaltung von NLRP1 fir die dsRNA-abhangige Pyroptose erforderlich ist, komplementierten
wir NLRP1-defiziente Keratinozyten mit einer autoproteolytisch-defizienten Mutante (S1213A)
(Abbildung 23C). Hier konnten wir einen Defekt in der Inflammasomaktivierung nach VbP-
Stimulation, poly(l:C)-Transfektion und SFV-Infektion nach einer Rekonstitution mit einer
autoproteolytisch-inaktiven Mutante feststellen (Abbildung 23, A und B). Daher ist eine
Autoproteolyse von NLRP1 fiir die Inflammasomaktivierung durch dsRNA notwendig.

4.7 Humanes NLRP1 ist ein direkter Sensor fiir dsRNA

NLRP1 oder NLRP1B N R
exprimierende 293T-Zellen Qg Qg
&

FLAG 140 kDa
l Lyse 115 kDa
i 50kDa
Postnukleares B-Aktin
Lysat
1P mit 140 kDa
= FLAG
Immunoblot

Abbildung 24: Humanes NLRP1, aber nicht murines NLRP1B, bindet dsRNA. 293T-Zellen wurden mit Konstrukten
transfiziert, die fur N-terminal FLAG-markiertes humanes NLRP1 oder murines NLRP1B kodieren. 24 Stunden spater
wurden die Zellen lysiert und postnukleare Lysate entweder mit dsSRNA(40-mer)-beschichteten beads oder Kontrollbeads
inkubiert. Nach vier aufeinanderfolgenden Waschvorgangen wurden die beads mittels WB auf FLAG analysiert. Zusatzlich
wurde der input auf FLAG und (B-Aktin untersucht. Die Daten sind als ein reprasentatives Experiment von drei
unabhéangigen Experimenten dargestellt.

Input

v
a

Da wir durch unsere vorangegangenen Experimente eine indirekte Aktivierung von NLRP1
ausgeschlossen hatten, fragten wir uns, ob NLRP1 als direkter Sensor fiir dsRNA dienen kénnte.
Um eine mogliche Interaktion von NLRP1 mit dsRNA zu untersuchen, fiihrten wir eine
immunoprecipitation (IP) durch. Dazu generierten wir Lysate von 293T-Zellen, welche entweder
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humanes FLAG-NLRP1 oder murines FLAG-NLRP1B exprimierten, und fiihrten eine IP mit einem
synthetischen, biotinylierten 40-mer dsRNA-Molekil durch. Hierdurch konnten wir eine
Interaktion von humanem NLRP1, aber nicht murinem NLRP1B, mit dsRNA feststellen (Abbildung
24).

4.7.1 Humanes NLRP1 bindet an Nukleinsduren
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Abbildung 25: Humanes NLRP1 ist ein Nukleinsdure-bindendes Protein. (A) Rekombinantes, TEV-gespaltenes humanes
NLRP1ACARD wurde entweder mit dsDNA- oder dsRNA-beschichteten beads (40-mer) oder Kontrollbeads inkubiert. Nach
vier aufeinanderfolgenden Waschvorgéngen wurden die beads mittels WB auf NLRP1 analysiert. Zusatzlich wurde die
ungebundene Fraktion auf NLRP1 und His (MBP-Markierung) untersucht. (B) dsRNA oder dsDNA wurden mit
aufsteigenden Mengen von rekombinantem, TEV-gespaltenem NLRP1IACARD fiir 30 min inkubiert und anschlieRend tber
PAGE aufgetrennt. (C) Die ungebundene Fraktion (%) sowohl fiir dsRNA als auch fiir dsDNA wurde mit Fiji quantifiziert. Die
Daten sind als ein reprdsentatives Experiment von drei (A), als ein reprasentatives Experiment von zwei (B) dargestellt
beziehungsweise als Mittelwert + SD von zwei unabhangigen Experimenten (C) dargestellt.

Um die Bindung von NLRP1 an dsRNA genauer untersuchen zu kdnnen, exprimierten wir
rekombinant humanes NLRP1 in Insektenzellen und reinigten dieses auf (Abbildung 26, E und F).
Das rekombinante NLRP1-Protein konstruierten wir nach Isoform 5 von humanem NLRP1,
welchem die C-terminale CARD fehlt, um eine Oligomerisierung zu vermeiden. Mit diesem Protein
wiederholten wir unsere IP-Experimente und konnten nebst einer dsRNA- ebenso eine dsDNA-
Bindung feststellen (Abbildung 25A). Um eine sensitivere und semi-quantitative Aussage lber die
Bindungen treffen zu konnen, fuhrten wir einen EMSA durch. Hier ergaben sich analoge
Ergebnisse: Sowohl dsRNA als auch dsDNA zeigten nach Zugabe von NLRP1 einen shift, wahrend
die Kontrollproteine MBP und TEV keinen shift der Nukleinsduren verursachten (Abbildung 25, B
und C).
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4.7.2 Humanes NLRP1 zeigt eine starke elektrostatische Ladung

Humanes NLRP1 modelliert nach PDB: 6NPY Humanes NLRP3 (PDB: 6NPY) Murines NLRP1B modelliert nach PDB: 6NPY
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Abbildung 26. Humanes NLRP1 zeigt eine starke positive elektrostatische Oberflachenladung. (A, B und C) Ribbon diagram
sowie elektrostatische Oberflachendarstellung von humanen NLRP1- (A), humanen NLRP3- (B) oder murinem NLRP1B- (C)
NACHT-LRR-Domanen. Humanes NLRP1 (aa 258-1050) und murines NLRP1B (aa 30-751) sind dem humanen NLRP3 (aa
134-1034, PDB: 6NPY) nachempfunden. Das elektrostatische Potential ist farbkodiert als -5.0 kT/e (rot) bis +5.0 kT/e (blau),
was negative beziehungsweise positive Ladungen anzeigt. (D) Ribbon diagram von humanem NLRP1 mit verschiedenen
farbkodierten Regionen sind dargestellt, wobei die rekombinant exprimierten Konstrukte dieser Studie auf das Modell
projiziert wurden (in Rot dargestellt). (E) Schematische Darstellung der rekombinanten Proteine, die fir biochemische
assays verwendet wurden. (F) Coomassie-Farbung von gereinigtem und MBP-markiertem NLRP1ACARD, NACHT-LRR,
NACHT, GST-gespaltenem LRR(l) und LRR(s) sowie MBP- markiertem NACHT-LRR (Maus) und MBP allein. Die Daten sind
als ein reprasentatives Experiment von zwei dargestellt (F).

Als ndchstes wandten wir uns Modellierungsstudien und der Charakterisierung der
Oberflachenladung von humanem NLRP1 zu. Dazu modellierten wir unter Verwendung des HHpred
Servers und MODELLER eine Struktur von humanem NLRP1 und murinem NLRP1B anhand einer
schon geldsten Struktur von humanem NLRP3 (6NPY) (Abbildung 26, A bis C). Resultierend daraus
konnten wir eine groRe Anzahl von oberflachenexponierten und positiv geladenen Aminosauren
in der LRR- sowie innerhalb der NACHT-Domane von NLRP1 feststellen, welche in NLRP3 sowie
NLRP1B nicht ersichtlich waren. Um zu untersuchen, welche Domanen fiir die dsRNA-Bindung
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erforderlich sind, exprimierten und reinigten wir Proteine, dieses Mal aus E. coli. Die
rekombinanten Proteine umfassten entweder nur die NACHT-Domane, die NACHT- und LRR-
Domaéne, oder nur die LRR-Domaéne. Fir die LRR-Domane wurden zwei Trunkationen untersucht:
Ein langeres (LRR(lang) als LRR(l) bezeichnet) und ein kirzeres (LRR(kurz) als LRR(k) bezeichnet)
Konstrukt (Abbildung 26D). Des Weiteren reinigten wir auch ein murines NLRP1B-Protein auf,
welches die NACHT- und LRR-Domaéne enthalt (Abbildung 26, E und F).

4.7.3 Die dsRNA- sowie dsDNA-Bindung von NLRP1 sind ahnlich stark
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Abbildung 27: NACHT-LRR zeigt dhnliche Bindungsaffinitdten wie NLRP1ACARD auf. (A) Fluoreszenzanisotropie-assays mit
NLRP1ACARD oder MBP als Kontrolle zur Untersuchung der Bindungsaffinitdten gegenliber dsRNA und dsDNA. Zehn
nanomolar Fluorescein-markierte dsRNA oder dsDNA (20-mer) wurden mit den angegebenen Mengen an Protein
inkubiert. (B) Die in Abbildung 26E beschriebenen Proteine wurden auf ihre Neigung zur Bindung an Fluorescein-markierte
dsRNA (20-mer) untersucht. " stellt die gleichen Datenpunkte wie in (A) dar. (C) Berechnete Kd-Werte fuir NLRP1-Proteine
(in nM). Die dsDNA-Bindungskurven fir NACHT-LRR und die LRR(s) sind nicht abgebildet. Die Daten sind als Mittelwert +
SEM von drei unabhangigen Experimenten (A und B) dargestellt.

Fiir eine Quantifizierung der Nukleinsdurebindung und Bestimmung der Dissoziationskonstante
(Kd), fihrten wir Fluoreszenzanisotropie-assays mit fluoreszenz-markierten dsRNA- und dsDNA-
Molekilen und rekombinantem Protein durch. Hier konnten wir zeigen, dass rekombinantes
humanes NLRP1ACARD einen Kd von 241.7 + 6.4 nM gegeniiber dsRNA und einen Kd von 336.7
22.1 nM gegeniber dsDNA aufweist (Abbildung 27, A und C). Um die nukleinsdurebindende
Domane ausfindig zu machen, untersuchten wir weitere gereinigte und trunkierte NLRP1-Proteine
(Abbildung 26E). So konnten wir fiir das NACHT-LRR-Protein dhnlich starke Bindungsaffinitaten
gegeniber dsRNA (251.2 + 11.8 nM) und dsDNA (335.0 + 20.6 nM) wie fiir das NLRP1-Protein in
voller Lange messen (Abbildung 27, B und C). Dies lasst den Riickschluss zu, dass entweder die
NACHT- oder die LRR-Doméane oder eine Kombination beider fiir die Nukleinsdureerkennung
erforderlich ist. LRR(k) zeigte eine Nukleinsaurebindung, wenn auch stark verringert im Vergleich
zu NACHT-LRR. LRR(l) zeigte eine hohere Affinitat flir dsRNA und dsDNA, was fiir eine Rolle der N-
terminalen Aminosauren in der Nukleinsdaurebindung spricht. Das NACHT-Protein selbst jedoch
zeigte keine Affinitat flir dsRNA und dsDNA. Aber der Befund, dass LRR(l) und NACHT-LRR eine
starkere Bindung aufzeigten als LRR(k) ldsst vermuten, dass die NACHT-Domane zur
Nukleinsdaurebindung beitragt. Ein ebenso getestetes murines NACHT-LRR-Protein zeigte weder
Bindungsaffinitaten flir dsRNA noch dsRNA. Dies bestatigte unsere IP-Experimente, bei denen
keine Nukleinsdaurebindung fir murines NLRP1B beobachtet werden konnte. Daher bindet
humanes NLRP1 aber nicht murines NLRP1B mit hoher Affinitat an dsRNA und die Bindung wird
hier vor allem durch die LRRs vermittelt.
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4.7.4 Die Isoform 6 von NLRP1 wird nicht durch dsRNA aktiviert
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Abbildung 28: Isoform 6 von humanem NLRP1 wird durch VbP aktiviert, ist aber unempfindlich gegentiber dsRNA. (A)
Darstellung von humanem NLRP1 - Isoform 6 im Vergleich zu humanem NLRP1 in voller Lédnge. Der Isoform 6 fehlt die N-
terminale PYD- und NACHT-Doméne, sie entspricht aber ansonsten dem humanen NLRP1 in voller Lange. (B und C) Die
Zellen wurden wie angegeben stimuliert und die IL-1B- (B) sowie IP-10-Freisetzung (C) wurden nach der Stimulation
bestimmt. Die Daten sind als Mittelwert £ SEM von biologischen Triplikaten eines reprasentativen Satzes aus drei
unabhangigen Experimenten (B und C) dargestellt.

NLR-Proteine enthalten eine zentrale NACHT-Domédne, welche eine Funktion in der Trigger-
induzierten Konformationsanderung und der anschlieBenden NLR-Oligomerisierung hat. Um die
Rolle der NACHT-Domane bei der Inflammasom-Assemblierung nach dsRNA-Stimulation zu
untersuchen, testeten wir die annotierte Isoform 6 von NLRP1, welcher die PYD- und NACHT-
Domane fehlt, die aber noch ihre LRR-, FIIND- und CARD-Domane besitzt (Abbildung 28A). NLRP1-
defiziente Keratinozyten, welche mit einem Transgen fir NLRP1 - Isoform 6 komplementiert
worden waren, reagierten zwar mit einer hoheren Empfindlichkeit gegentiber VbP, wiesen jedoch
keine Reaktionsfahigkeit auf dsRNA-Behandlung und SFV-Infektion auf (Abbildung 28, B und C).
Daraus schlossen wir auf eine Rolle der NACHT-Domane bei der Aktivierung des NLRP1-
Inflammasoms nach dsRNA-Stimulation.

4.8 Die dsRNA-Bindung triggert eine NLRP1-abhdngige ATP-Hydrolyse
A B
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Abbildung 29: dsRNA aktiviert die ATPase-Funktion von humanem NLRP1. (A) 5 uM rekombinantes NACHT-LRR wurde mit
fluoreszierendem Mant-ATP verschiedener Konzentrationen (0.60 nM - 312 nM) inkubiert und FRET durch Anregung von
Protein-Tryptophan-Resten und Messung der Mant-ATP-Emission gemessen. (B) Rekombinantes NACHT-LRR wurde
entweder mit 20-mer dsRNA, 20-mer dsDNA oder allein in Gegenwart von 100 uM ATP flr 60 min inkubiert. Die Proben
wurden dann aufgearbeitet und einer HPLC unterzogen. Die area under the curve (AUC)-Werte fir ATP- und ADP-
Messungen von zwei unabhangigen Experimenten sind als inserts dargestellt. Die Daten sind als Mittelwert + SEM von
drei unabhéangigen Experimenten (A) beziehungsweise als eines von zwei biologischen Replikaten (B) eines
reprasentativen Satzes aus zwei unabhadngigen Experimenten dargestellt.

Die Nukleinsdaurebindung eines Proteins geht nicht notwendigerweise mit seiner Aktivierung
einher. So zum Beispiel bindet der dsDNA-Sensor cGAS dsRNA, wird aber dadurch nicht aktiviert.
Ebenso bindet der dsRNA-Sensor MDA5 dsDNA, kann aber durch die Bindung nicht aktiviert
werden. Wir fragten uns daher, welche zusatzlichen Reaktionen die Bindung von Nukleinsduren an
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NLRP1 ausldsen konnte. Da die NACHT-Domaéne bestimmter NLRs ATP bindet und nach Aktivierung
des Sensors eine ATP-Hydrolyse mit anschliefender Oligomerisierung stattfindet, untersuchten wir
NLRP1 auf ATP-hydrolytische Eigenschaften. Zuerst charakterisierten wir eine generelle ATP-
Bindung des NACHT-LRR-Proteins mittels eines Tryptophan-Fluoreszenz-basiertem FRET-assays
mit Mant-ATP. Hier konnten wir, wie schon berichtet, eine hochaffine ATP-Bindung des Proteins
beobachten (Abbildung 29A)*3°. Zur Bestimmung der ATPase-Aktivitit von NLRP1 inkubierten wir
das NACHT-LRR-Protein mit ATP (100 uM) in Abwesenheit oder Anwesenheit von dsRNA oder
dsDNA (beide 20-mer). Nach 60 min bestimmten wir die ATP- und ADP-Konzentrationen mittels
HPLC. So konnten wir zeigen, dass bei einer dsRNA-, aber nicht einer dsDNA-Stimulation, etwa 80
% des ATPs durch NLRP1-abhangige ATP-Hydrolyse in ADP umgewandelt worden war (Abbildung
29B). Eine Interaktion von NLRP1 mit dsRNA flihrt daher zu Aktivierung der ATPase-Aktivitdt von
NLRP1.

4.8.1 Die NACHT-LRR-Doménen von NLRP1 sind das minimale Motiv fiir eine ATP-
Hydrolyse
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Abbildung 30: dsRNA aktiviert die ATPase-Funktion von humanem NLRP1. (A) Rekombinantes NACHT-LRR wurde in den
angegebenen Konzentrationen entweder mit 20-mer dsRNA oder 20-mer dsDNA in den angegebenen Konzentrationen
oder allein in Gegenwart von 100 uM ATP inkubiert. Nach 60 min wurde die ADP-Konzentration mit dem ADP-Glo assay
bestimmt. (B) Rekombinantes NACHT-LRR wurde entweder mit 20-mer dsRNA oder allein in Gegenwart von 100 uM ATP
fir 0 min, 5 min, 15 min, 30 min, 45 min oder 60 min (fiir dsSRNA) oder 0 min, 15 min, 30 min oder 60 min (flr die Kontrolle)
inkubiert und die ADP-Konzentration wurde gleichzeitig fir alle Proben mit dem ADP-Glo assay bestimmt. (C)
Rekombinante humane NLRP1-Proteine oder murines NACHT-LRR-Protein wurden entweder mit 20-mer dsDNA, 20-mer
dsRNA oder allein in Gegenwart von 100 uM ATP inkubiert. Nach 60 min wurde die ADP-Konzentration mit dem ADP-Glo-
assay bestimmt. (D) Rekombinantes NACHT-LRR wurde entweder mit dsDNA oder dsRNA verschiedener GréRen oder
allein in Gegenwart von 100 uM ATP inkubiert. Nach 60 min wurde die ADP-Konzentration mit dem ADP-Glo assay
bestimmt. ° zeigt 5 ng poly(l:C) oder HT-DNA pro Reaktion an, °° zeigt 10 ng poly(l:C) oder HT-DNA pro Reaktion an. Die
Daten sind als Mittelwert £ SEM von biologischen Triplikaten (A, B, C und D) eines reprdsentativen Satzes aus zwei
unabhdngigen Experimenten dargestellt. Die Statistik zeigt die Signifikanz durch two-way ANOVA (A und C) oder one-way
ANOVA (D): *** P< 0.001, ** P< 0.01, * P< 0.05, ns=nicht signifikant.
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Zur Quantifizierung der ATPase-Aktivitdt in einem hoheren Durchsatz nutzten wir als nachstes
einen biolumineszenten Reporter-assay, bei welchem die Generierung von ADP indirekt gemessen
wird. Zuerst testeten wir verschiedene Protein- und Ligandenkonzentrationen und konnten dabei
eine stabile und spezifische Rolle fir eine dsRNA-abhingige ATP-Hydrolyse beim NACHT-LRR-
Protein beobachten (Abbildung 30A). Bei der Untersuchung der ATP-Hydrolyserate pro Minute
konnten wir fur die dsRNA-Stimulation einen Umsatz von 0.6 ATP-Molekilen pro NACHT-LRR-
Molekiil pro Minute identifizieren (Abbildung 30B). Als nachstes untersuchten wir die gereinigten
und trunkierten NLRP1-Proteine auf ihre ATP-hydrolytischen Eigenschaften. Hier konnten wir eine
niedrigere ATP-Hydrolyseaktivitat flir NLRP1ACARD feststellen, was darauf hindeutet, dass die N-
terminale PYD eine zusétzliche inhibitorische Rolle ausiibt (Abbildung 30C). Fiir das NACHT-Protein
konnten wir eine spontane ATP-Hydrolyse feststellen, welche durch Zugabe von Nukleinsauren
nicht verstarkt werden konnte. Dahingegen konnte flir das LRR-Protein keine ATPase-Aktivitat
gemessen werden. Das murine NACHT-LRR-Protein zeigte, ebenso wie das humane NACHT, eine
spontane ATPase-Aktivitdt. Zur genaueren Bestimmung der ATPase-Aktivitdt-stimulierenden
Nukleinsaure, testeten wir dsDNA- und dsRNA-Konstrukte unterschiedlicher Lange. Hierbei zeigte
sich, dass eine minimale Liange von 15 bp noch ausreichend war, um eine ATP-Hydrolyse
auszuldsen, wohingegen ein 10-bp-Molekiil vollig unzureichend war (Abbildung 30D). Die ATPase-
Aktivitat von NLRP1 wird daher spezifisch durch dsRNA angeregt, welche mindestens 15 bp lang
sein muss.

4.8.2 Walker A- und Walker B-Mutanten von NLRP1 reagieren nicht mehr auf
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Abbildung 31: Walker A- und B-Mutationen machen humanes NLRP1 unempfindlich gegeniiber langer dsRNA, obwohl es
noch durch VbP aktiviert werden kann. (A und B) NLRP1-defiziente Keratinozyten wurden mit einem Transgen fir
entweder das fluoreszierende Protein mScarlet/mTurquoise2 (FP), humanes NLRP1, humanes NLRP1 (Walker A-Mutante)
oder humanes NLRP1 (Walker B-Mutante) komplementiert. Die Zellen wurden wie angegeben stimuliert und die IL-13- (A)
sowie IP-10-Freisetzung (B) wurden nach der Stimulation bestimmt. (C) WB von unmodifizierten und NLRP1-defizienten
Keratinozyten sowie von NLRP1-defizienten Keratinozyten, die mit einem Transgen fur entweder das fluoreszierende
Protein mScarlet/mTurquoise2 (FP), humanes NLRP1, humanes NLRP1 (Walker A-Mutante) oder humanes NLRP1 (Walker
B-Mutante) komplementiert wurden. Die Daten sind als Mittelwert £ SEM von drei unabhéngigen Experimenten (A und B)
beziehungsweise als ein reprasentatives Experiment von zwei (C) dargestellt. Die Statistik zeigt die Signifikanz durch two-
way ANOVA: *** p<0.001, ** P<0.01, * P< 0.05, ns=nicht signifikant.

Um die Rolle der ATP-bindenden und ATP-hydrolytischen Funktion von NLRP1 in Zellen
untersuchen zu kénnen, komplementierten wir NLRP1-defiziente Zellen mit einem NLRP1-
Konstrukt kodierend fiir entweder ein mutiertes Walker A- oder ein mutiertes Walker B-Motiv.
Hier konnten wir zuerst eine reduzierte NLRP1-Expression feststellen, welche wahrscheinlich auf
spontane Autoaktivitat zurickzufihren ist (Abbildung 31C). Dies deckt sich mit einer friiheren
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Beobachtung, dass ein Walker A-mutiertes NLRP1 eine starke Inflammasomaktivierung ohne
zusatzliche Stimulation auslést’?®. Trotz der reduzierten NLRP1-Expression reagierten die
Mutanten immer noch auf die VbP-Stimulation. Im Gegensatz dazu zeigte weder eine poly(l:C)-
Transfektion noch eine SFV-Infektion eine IL-1B-Freisetzung (Abbildung 31, A und B). Die NACHT-
Domane von NLRP1 scheint daher nach Interaktion des NLRP1-Proteins mit dsRNA eine ATPase-
Aktivitat auszutiben, welche eine Rolle in der Inflammasomaktivierung spielt.
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5 Diskussion
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Abbildung 32: Uberblick Giber die Aktivierung des humanen NLRP1-Inflammasoms durch dsRNA. (1) Unter steady-state-
Bedingungen liegt NLRP1 in einem autoinhibierten Zustand vor. (2) NLRP1 bindet dsRNA aufgrund elektrostatischer
Wechselwirkungen. (3) Die lokale Konzentration an NLRP1-Molekilen erhoht sich. (4) NLRP1 durchgeht eine
Konformationsdnderung aufgrund der dsRNA-Bindung. (5) NLRP1 erlangt eine ATP-hydrolytische Aktivitat, welche zu einer
weiteren Konformationsanderung (aktiviertes NLRP1*) genutzt werden kann. (6a und 6b) Entweder durch eine
Oligomerisierung oder durch zuséatzliche Faktoren aktiviert sich das NLRP1-Inflammasom. (7) Das C-terminale UPA-CARD-
Fragment wird freigesetzt und (8) oligomerisiert. (9) Der Inflammasom-Keim wird gebildet und fuhrt zur Aktivierung
weiterer downstream-Signalkaskaden.

Das angeborene Immunsystem schiitzt uns standig vor Bedrohungen, wie zum Beispiel vor viralen
oder bakteriellen Infektionen. Es basiert dabei unter anderem auf PRRs, die bestimmte, fremde
Muster erkennen kénnen und so helfen, Eigen von Fremd zu unterscheiden. Zu den PRRs zahlen
NLR-Proteine, welche nach Erkennung von PAMPs, DAMPs oder HAMPs, unter anderem, das
Inflammasom aktivieren kénnen. Dies ist eine hochmolekulare Plattform zur Aktivierung von
Caspase-1, welche wiederum zur Zytokinreifung fiihrt, wie zum Beispiel der proinflammatorischen
Zytokine IL-1B und IL-18. AulRerdem werden durch die Induktion des pyroptotischen Zelltods
weitere DAMP-Molekiile freigesetzt und ebenso Replikations-Nischen der Pathogene zerstort.
NLRP3 ist der am besten untersuchte Inflammasom-Sensor und kann durch eine Fiille von Stimuli
aktiviert werden. Es gibt aber auch eine Reihe anderer Inflammasom-Sensoren, die noch nicht
umfassend untersucht wurden. Zu diesen gehort humanes NLRP1, obwohl es der erste entdeckte
Inflammasom-bildende Sensor war. Trotzdem war die Wirkungsweise bis vor kurzem nicht
vollstandig verstanden. Im Gegensatz dazu ist das murine Ortholog NLRP1B besser untersucht
worden, da die Maus ein leicht zugangliches Modellsystem ist. So wurde durch in vivo Studien die
Aktivierung von NLRP1B durch eine B. anthracis-Protease entdeckt. Erst kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass eine Inhibition von DPPs sowohl das humane NLRP1 als auch das murine NLRP1B
aktiviert. Jedoch ist fir diese DPP-Inhibition kein pathophysiologisches Pendant bekannt, sodass
zu Beginn dieser Studie kein physiologischer Aktivator von NLRP1 vorhanden war. Wir zeigen hier,
dass NLRP1 die Infektion mit dem (+)ssRNA-Virus SFV erkennt und das Inflammasom aktiviert. Bei
der Untersuchung des Aktivierungsmodus fanden wir virale Nukleinsdure als Ausléser der
Inflammasomaktivierung und untersuchten den Aktivierungsmodus weiter in Zellkultursystemen
sowie auf molekularer und biochemischer Ebene mittels rekombinanter Proteine. Fiir einen
Uberblick iber die dsRNA-abhdngige NLRP1-Aktivierung siehe Abbildung 32.

5.1 N/TERT-1-Zellen als leicht genetisch verdnderbares Werkzeug zur
Untersuchung des NLRP1-Inflammasoms

Das Modellsystem, welches wir in unserer Studie verwendet haben, sind die bereits beschriebenen
N/TERT-1-Zellen, welche immortalisierte Keratinozyten sind, die jedoch priméren Zellen recht
dhnlich sind®®2. Da sich diese Zellen schwer als Einzelzellklone kultivieren lassen, wurden diese
Zellen in bisherigen Studien durch lentivirale Transduktion mit einem Konstrukt fiir Cas9 sowie
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Konstrukten fiir guide RNAs gegen das Zielgen genetisch manipuliert®®. Dieser Prozess ist einerseits

zeitaufwendig und andererseits gewahrleistet er keinen kompletten knockout. Ferner erfordert
dieses Verfahren auch die Handhabung der Zellen unter S2-Bedingungen und das Freitesten von
Lentiviruspartikel, um sie dann wieder unter S1-Bedingungen weiter zu behandeln®*’. AuBerdem
gestalten sich Rekonstitutionsexperimente aufgrund der begrenzten Anzahl an verfligbaren
Selektionsmarkern kompliziert. Wir haben uns daher fiir eine knockout-Generierung mittels RNPs
entschieden, was den Prozess nicht nur vereinfacht und sicherer macht, sondern auch
beschleunigt. Auf diese Weise kdnnen genetische Ablationsstudien innerhalb von einer Woche
durchgefiihrt werden. Die Erzeugung von knockouts mittels RNPs wurde bereits flir T-Zellen
beschrieben, allerdings nur mit einer einzigen guide-RNA pro Zielgen und mit einer Effizienz von
etwa 40 Prozent®!. Durch die Verwendung von zwei guides pro Zielgen konnten wir einen
polyklonalen pool von Zellen generieren, welche mit RNPs behandelt worden waren und eine fast
vollstandige Depletion des targetierten Proteins aufwiesen (Abbildung 9A). Hierdurch konnten wir
den Nachweis der IL-1B-Freisetzung nach VbP-Stimulation in Zellen, die fiir NLRP1, ASC, Caspase-1
oder IL-1B depletiert waren, vollstandig aufheben (Abbildung 9B). Dies bietet die Moglichkeit,
weitere Immunwege in diesem bisher nicht leicht genetisch zu untersuchendem Model zu
studieren und weitere, fiir Epithelzellen spezifische Immunantworten, zu entdecken. In Zukunft
konnten generierte knockouts auch fir 3D-Hautmodelle verwendet werden. Des Weiteren zeigten
wir, dass N/TERT-1-Zellen kein funktionales NLRP3- sowie NLRC4-Inflammasom besitzen, da eine
Stimulation mit Nigericin oder NT zu keiner IL-1B-Freisetzung fiihrte (Abbildung 9C und D). Die
N/TERT-1-Zellen eignen sich daher ideal zur weiteren Untersuchung des NLRP1-Inflammasoms, da
keine Uberlagerung durch andere Inflammasom-Sensoren stattfinden kann.

5.2 NLRP1 erkennt die Infektion mit einem (+)ssRNA-Virus

Durch die Verwendung von N/TERT-1-Keratinozyten und Untersuchung einer Reihe von Viren, von
denen einige fir ihre Hautpathologie bekannt sind, fanden wir, dass eine Infektion mit SFV, einem
(+)ssRNA-Virus, das NLRP1-Inflammasom aktiviert (Abbildung 10A). Die Inflammasomaktivierung
war komplett abhangig von der Expression von NLRP1 und Infektionen mit den anderen getesteten
Viren MVA, HSV-1 und MV zeigten keine Inflammasomaktivierung. Bei weiteren Experimenten
konnten wir klassische Anzeichen einer Inflammasomaktivierung nach SFV-Infektion sehen, wie
zum Beispiel GSDMD- und IL-1B-Spaltung, ASC-speck-Bildung sowie einen pyroptotischen
Phanotyp mit Propidiumiodid-Aufnahme (Abbildung 13A, B und C, Abbildung 14A, B und C,
Abbildung 15A, B und C). Analog zu den Befunden von Zhong und Reversade in ihrer Publikation
von 2016 konnten wir zeigen, dass die PYD fir das downstream-processing entbehrlich ist, die
downstream-Aktivierung des Inflammasoms aber ASC-abhangig ist (Abbildung 22C, Abbildung 13D
und E)*®2. Summa summarum konnten wir feststellen, dass neben einer NLRP3-
Inflammasomaktivierung durch Influenzaviren sowie einer AIM2-Inflammasomaktivierung durch
VACV auch NLRP1 als viraler Inflammasom-Sensor fungiert, welcher eine Infektion mit einem
(+)ssRNA-Virus erkennt?°®?3!_ Somit konnten wir einen physiologischen Aktivator des menschlichen
NLRP1-Inflammasoms identifizieren und humanes NLRP1 als weiteren inflammasombildenden
Sensor einer viralen Infektion charakterisieren. So aktivieren Viren neben einer Interferonantwort
auch das NLRP1-Inflammasom in humanen Keratinozyten. Dadurch werden benachbarte Zellen
nicht nur durch IFN-Freisetzung vor einer viralen Infektion gewarnt, sondern auch auf eine
altruistische Art durch die Selbstzerstérung der infizierten Zelle und einer IL-1B-Freisetzung.

5.3 NLRP1 ist ein PRR fur das PAMP dsRNA

Durch den Einsatz von Inhibitoren konnten wir die Bildung von dsRNA als Aktivator fiir das NLRP1-
Inflammasom identifizieren. (+)ssRNA Viren nutzen ihr Positiv-Genom direkt als mRNA zur
Translation viraler Proteine. Zur Replikation des Virus aber wird durch die de-novo translatierte
RARP ein Negativ-Genom und dadurch dsRNA als Intermediat gebildet. Durch die Hemmung der
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de-novo-Translation mittels CHX-Vorbehandlung hemmten wir die Produktion viraler Proteine,
darunter auch die der RdRP, und die damit nachgeschaltete Generierung von dsRNA (Abbildung
11A, D und E). Auf der anderen Seite konnten wir durch direkte Hemmung der RARP mittels
Ribavirin-Vorbehandlung ebenso die Generierung von dsRNA direkt hemmen, ohne die de-novo
Translation anderer viraler Proteine zu beeinflussen (Abbildung 11A, D und E). Beide Ansatze
fihrten entweder zu einer reduzierten Aktivierung des NLRP1-Inflammasoms oder zu einem
kompletten Ausbleiben der Aktivierung (Abbildung 11C). Mittels spezifischer Inaktivierung der
RdRP konnten wir die Synthese von dsRNA als Aktivator des NLRP1-Inflammasoms nachweisen.
Daher untersuchten wir anschliefend ein Reihe ausgewahlter Nukleinsauren auf ihre Fahigkeit, das
humane NLRP1-Inflammasom zu aktivieren. Hier konnten wir lange dsRNA, in unserem Fall
poly(l:C), als ausreichend fiir die NLRP1-Aktivierung identifizieren (Abbildung 12A). Obwohl wir
nicht ausschlieRen konnen, dass zusatzliche Merkmale des viralen Lebenszyklus von NLRP1
detektiert werden, zeigen unsere Daten, dass dsRNA selbst ausreicht, um NLRP1 zu aktivieren.
Interessanterweise bendétigte es flr eine Inflammasomaktivierung aber das lange dsRNA-Analogon
poly(l:C), da das kurze Triphosphat-dsRNA-Molekil IVT4 nicht zu einer Inflammasomaktivierung
flihrte (Abbildung 12A). Um diese GréRenabhéangigkeit fiir die Inflammasomaktivierung weiter
aufzuklaren, erzeugten wir dsRNA-Molekiile unterschiedlicher GrofSe durch In-vitro-Transkription.
Diese Experimente zeigten, dass das NLRP1-Inflammasom durch eine dsRNA von mehr als 500 bp
aktiviert wurde, wahrend der RLR-Signalweg bereits durch eine dsRNA von 500 bp induziert wurde
(Abbildung 16A, B und C). Weiterhin aktivierte eine ssRNA von 2000 nt das NLRP1-Inflammasom
nicht, flhrte aber zu einer Freisetzung von IFN-B. Dies spricht fiir eine Abgrenzung des IFN- vom IL-
1B-Signalweg. Interessanterweise ist auch die Aktivierung des dsRNA-Sensors MDAS
groRenabhingig und bendtigt 2 kb lange dsRNA zur Aktivierung®®. Daher ist NLRP1 in der Lage,
zwischen langen und kurzen dsRNA-Molekiilen zu unterscheiden und das klassische PAMP lange
dsRNA ist ein Aktivator des humanen NLRP1-Inflammasoms.

Von (+)ssRNA-Viren ist bekannt, dass sie groRe Mengen an dsRNA generieren, wahrend (-)ssRNA-
Viren keine nachweisbaren Mengen an dsRNA produzieren3*. Interessanterweise wurde aber in
der eben genannten Studie von Weber et al. auch gezeigt, dass VACV und HSV ebenso dsRNA
Intermediate ausbilden kdnnen, welche zumindest eine Lange von 30 bp aufweisen. In unserer
Studie fiihrte jedoch weder die Infektion mit VACV noch mit HSV-1 zu einer Aktivierung des NLRP1-
Inflammasoms. Dies kénnte zwei Ursachen geschuldet sein: Zum einen kénnte die generierte
dsRNA zu kurz sein, um NLRP1 zu aktivieren. Der monoklonale Antikdrper J2 kann zwar ein dsRNA-
Intermediat mit 30 bp in VACV/HSV-infizierten Zellen feststellen, diese kurze dsRNA wiirde jedoch
nicht NLRP1 aktivieren. Zum anderen ist auch allgemein bekannt, dass adaptierte Viren, zu denen
wir VACV und HSV zdhlen kdnnen, einer Immunerkennung durch unterschiedliche Wege entgehen.
Dies kann auf verschiedene Ursachen zurilickgefiihrt werden: Es konnte zum Beispiel die
Generierung der dsRNA in speziellen Kompartimenten stattfinden, wie es fiir SARS-CoV-2
nachgewiesen wurde3**3%, Hier konnte gezeigt werden, dass sogenannte Doppelmembran-Vesikel
als spezielle Bereiche fiir die virale RNA-Replikation genutzt werden, was vor einer Erkennung
durch PRRs schiitzt. Ferner konnten die Viren den Inflammasom-Signalweg spezifisch inhibieren:
So wurde gezeigt, dass VACV fir verschiedene Immun-Checkpoint-Inhibitoren und auch fiir einen
Inhibitor von Caspase-1 kodiert, was zu einer downstream-Inhibition der Inflammasomaktivierung
fihren kénnte'?. Das Fehlen eines prominenten Interferon-Signals bei der Infektion der Zellen mit
SFV spricht zum Beispiel fiir eine Hemmung des IFN-induzierenden Nukleinsdaure-Erkennungswegs
durch SFV (siehe zum Beispiel Abbildung 13E). Dies kénnte auf eine spezifische Inhibition des RLR-
oder Interferon-Signalwegs hindeuten. Es sollte jedoch nicht auf einen dsRNA-fokussierten
Mechanismus, wie zum Beispiel Abschirmung der dsRNA-Spezies, zuriickzufiihren sein, da NLRP1
durch generierte dsRNA-Molekiile noch aktiviert werden kann.

Obwohl auch der Inflammasom-Sensor NLRP3 durch dsRNA-Behandlung aktiviert werden kann,
scheint sich NLRP1 in der Haut als spezifischer Sensor fiir dsRNA entwickelt zu haben. Diese
Entwicklung kénnte dadurch erklart werden, dass das NLRP3-Inflammasom dazu neigt auch durch
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zelluldre Schiden, wie im Rahmen einer sterilen Inflammation, aktiviert zu werden3*. Ahnlich
verhalt es sich auch bei der Erkennung von dsRNA durch NLRP3. NLRP3 wird nicht direkt durch
dsRNA aktiviert, sondern durch den nachgeschalteten Zelltod und Efflux von Kalium3¥’. Die Rolle
des NLRP1-Inflammasoms in der Haut, welches spezifisch dsRNA erkennt und nicht nur durch einen
weitldufigen Sekundareffekt aktiviert wird, scheint daher von Vorteil zu sein. Die Expression von
NLRP3 in der Haut kdnnte sich als nachteilig erweisen, da das Epithel, als duBerstes Organ, sowohl
leicht einen Signal 1- als auch Signal 2-Stimulus erhalten kann. Eine andauernde
Inflammasomaktivierung kann, wie schon fiir NLRP1 gain-of-function Mutationen gezeigt wurde,
zu einer Hautkrebsveranlagung fiihren®?. Eine Expression von NLRP3 im Epithel wire daher
gefahrlich und erfordert ein spezifischeres Inflammasom in diesem Organ. Viren, die bei ihrer
Replikation ein dsRNA-Zwischenprodukt erzeugen, aktivieren neben einer Interferonantwort auch
das NLRP3- oder NLRP1-Inflammasom.

5.4 NLRP1 ist der Inflammasom-Sensor im Epithel

Nach unserer Entdeckung, dass NLRP1 durch dsRNA aktiviert wird, fragten wir uns, ob dies
spezifisch fir Keratinozyten ist oder ob dieser Phanotyp auch in Epithelzellen anderer Herkunft
auftritt. Nach Uberpriifung der Proteinexpressionsprofile im Human Protein Atlas entdeckten wir,
dass NLRP1, ASC, Caspase-1 sowie IL-1B in Epithelzellen der Lunge exprimiert werden. Daher
wandten wir uns der HBEC3-KT-Zelllinie zu, die von menschlichen Bronchialepithelzellen abgeleitet
ist und untersuchten in diesen die Aktivierung von NLRP1. Neben dem Nachweis, dass eine dsRNA-
Transfektion zu einer NLRP1-Inflammasomaktivierung in diesen Zellen fiihrt (Abbildung 17D)
konnten wir auch eine Inflammasomaktivierung in primaren Keratinozyten (Abbildung 17A)
feststellen. Dies steht im Einklang mit Publikationen von Zhong, die zeigen, dass NLRP1 in
Atemwegsepithelien die Aktivitdit von 3C-Proteasen von Enteroviren, wie zum Beispiel dem
humanen Rhinovirus (HRV), wahrnimmt, oder Berichten Uber gain-of-function-Mutationen in
NLRP1 von JRRP-Patienten mit rezidivierendem Wachstum von Papillomen in den oberen
Atemwegen3'731% Weiterhin bestitigt unsere Arbeit daher die Bedeutung der NLRP1-abhingigen
Erkennung viraler Infektionen und einer NLRP1-Inflammasomaktivierung im humanen Epithel.

5.5 Die dsRNA-vermittelte Inflammasomaktivierung ist unabhangig von einer
Blockade der DPP-Aktivitat

Da bekannt war, dass der nicht-physiologische Stimulus VbP das humane NLRP1-Inflammasom
durch Inhibition von DPP8/9 aktiviert, fragten wir uns, ob die dsRNA-vermittelte NLRP1-
Aktivierung auch durch eine Inhibition von DPP8/9 vermittelt sein kdnnte. Doch obwohl VbP das
Inflammasom in mit CARD8- und NLRP1B-rekonstituierten Zellen aktivierte, gelang dies nicht mit
dsRNA-Stimulation (Abbildung 18B). Weiterhin konnten Zellen, die mit Isoform 6 des humanen
NLRP1 rekonstituiert worden waren, durch DPP8/9-Inhibition und Freisetzung des C-terminalen
Fragments aktiviert werden, nicht aber durch dsRNA-Stimulation (Abbildung 28A und B). Daher ist
die Aktivierung von humanem NLRP1 durch dsRNA spezifisch fiir Volllange-NLRP1 und wird nicht
durch eine Hemmung der DPP8/9-Inhibition vermittelt, da diese auch CARD8, NLRP1B sowie NLRP1
- Isoform 6 aktivieren wiirde.

5.6 NLRP1 erkennt dsRNA direkt

In Monozyten hangt die dsRNA-vermittelte NLRP3-Inflammasomaktivierung von einer MAVS-
abhingigen ROS-Produktion ab, welche Kalium-Efflux auslést und damit NLRP3 aktiviert®’. Um
einen ebenso moglichen sekundaren Effekt der NLRP1-Inflammasomaktivierung durch dsRNA
auszuschlieRen, testeten wir N/TERT-1-Zellen, in denen wir bekannte Nukleinsduresensoren
ausgeschaltet hatten. Da die Depletion dieser Sensoren keine Reduktion der
Inflammasomaktivierung zeigte, folgerten wir, dass die Aktivierung unabhdngig von diesen
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Faktoren ist und NLRP1 ein direkter Sensor fiir dsRNA sein konnte (Abbildung 21A). Durch
Immunoprazipitationsstudien mit Zelllysat, sowie durch direkte biochemische Untersuchungen mit
gereinigtem rekombinantem Protein, konnten wir zeigen, dass NLRP1 mit dsRNA interagiert
(Abbildung 25A, B und C, Abbildung 27A, B und C). Die Affinitdt von NLRP1 zu einer 20-mer dsRNA
liegt innerhalb eines gemessenen Dissoziationskonstantenbereichs von 251.2 + 11.8 nM und
spiegelt eine ahnliche Dissoziationskonstante wie MDAS fir 20-mer dsRNA (287 + 13 nM,
gemessen via EMSA) oder cGAS fir 20-mer dsDNA (87.6 * 22.5 nM, gemessen via
Fluoreszenzanisotropie) wider®3*. An lingere 112 bp dsRNA zeigte MDAS5 eine kooperative
Bindung und eine Affinitidt von 22 nM (bestimmt durch EMSA)®. Die Erkennung von dsRNA durch
NLRP1 ist daher direkt vermittelt, da NLRP1 an dsRNA binden kann.

Interessanterweise, und unerwarteterweise, band NLRP1 jedoch auch an dsDNA mit einer ahnlich
hohen Affinitdt von 335.0 £+ 20.6 nM, obwohl eine Transfektion mit dsDNA zu keiner NLRP1-
Inflammasomaktivierung gefiihrt hatte. Bei der Uberpriifung der Literatur konnten wir jedoch auch
fir den spezifischen dsRNA-Sensor MDAS eine hohe Affinitat von 33 nM fiir eine 112 bp dsDNA
(bestimmt durch EMSA) finden, obwohl es durch dieses Molekiil nicht aktiviert wird®®. Letztlich
konnte in dieser Studie aber gezeigt werden, dass nur dsRNA, nicht aber dsDNA die MDA5-eigene
ATP-hydrolytische Aktivitat auslosen kann, welche ein proxy fiir die Aktivierung des Sensors ist.
Ferner bindet auch cGAS an dsRNA, zeigt aber keine katalytische Aktivitdt nach dsRNA-Bindung®*’.
Ahnliche Ergebnisse konnten wir bei der Durchfilhrung von ATPase-Aktivitits-assays mit
rekombinantem NLRP1-Protein in Gegenwart von dsRNA oder dsDNA erzielen. Hier konnte nur
dsRNA, aber nicht dsDNA, eine ATPase-Aktivitdt in NLRP1 hervorrufen (Abbildung 30A und D).
Mittels rekombinant hergestellten und gereinigten Trunkationen von NLRP1 konnten wir die
Nukleinsdurebindungsstellen auf die NACHT- und LRR-Domaénen zurlickfiihren (Abbildung 27A, B
und C). Die LRR-Doméne allein zeigte jedoch eine geringere Affinitat fir dsRNA als ein Konstrukt,
welches die NACHT-LRR beinhaltet, was auf eine entsprechende Rolle der NACHT-Domane bei der
Vermittlung der Nukleinsdaurebindung hinweist.

Interessanterweise wurde fiir NAIP-Proteine eine zentrale Rolle der zentralen NBD-assoziierten
Domadne als Ligandenspezifititsdomine vorgeschlagen???. Weiterhin wurde aber proklamiert, dass
die gesamte Oberflache der NLRs fiir eine Evolution in Bezug auf die Ligandenerkennung zur
Verfligung steht. Dies umfasst neben den LRRs auch die NBD-assoziierte Domadnen. Letzteres
stimmt mit unseren Befunden (iberein, da die NACHT-Doméane von NLRP1 in der Bindung von
dsRNA eine Rolle spielt. Ferner konnten wir eine Autoaktivierung der gereinigten isolierten NACHT-
Doméne nachweisen, und keine ATPase-Aktivitat flr die LRRs allein (Abbildung 30C). Dies deutet
auf eine, unter steady-state-Bedingungen, inhibitorische Rolle der LRRs auf die NACHT-Domane
hin, was mit der aktuellen Literatur (bereinstimmt®®. Nach Bindung des Liganden ist die
autoinhibitorische Funktion der LRRs aber gestort und es kann eine Inflammasomaktivierung
stattfinden. Bei dsRNA-Bindung, aber nicht bei dsDNA-Bindung, nehmen die LRRs eine
ligandensensierende Funktion ein und die inhibitorische Funktion wird aufgehoben, sodass die
NACHT von NLRP1 eine ATP-bindende sowie ATP-Hydrolyse-Aktivitdt ausiiben kann.

5.7 Hinweise fur einen einheitlichen wund &ahnlichen nachgeschalteten
Signalisierungsprozess der NLRP1-Aktivierung

Dem NLR-Inflammasom-Signalweg gemein ist eine Oligomerisierung des Sensors und
anschlieRende Interaktion mit dem Adapterprotein ASC oder direkt mit Caspase-1, was zur
Inflammasomaktivierung fiihrt. Der Nachweis dieser Oligomerisierung wurde zuvor sowohl auf
biochemischem Wege (Gelfiltrationsstudien von Zelllysat, Native-PAGE) als auch durch
Strukturstudien des NAIP/NLRC4-Inflammasoms erbracht%167.292 F{jr NLRP1, sowie NLRP1B und
CARDS8 wird angenommen, dass das C-terminale Fragment, bestehend aus der UPA- und CARD-
Domaine, freigesetzt werden muss, um sich zu einem Inflammasom-Keim zu assemblieren®4%24%,
Dies geschieht entweder durch direkte kompetitive Bindung von VbP an DPP8/9 und damit
Verdriangung von UPA-CARD aus DPP8/9 oder durch funktionelle Degradation des N-terminalen
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Fragments des Sensors. Als Voraussetzung fiir diese Wege muss aber ein C-terminales Fragment
der Inflammasom-Proteine durch vorhergehende Autoproteolyse in der FIIND erzeugt werden?3,
Es stellte sich die Frage, ob fiir die NLRP1-Aktivierung durch dsRNA ebenso der C-terminale Teil
durch Autoproteolyse generiert werden misste oder ob eine Oligomerisierung eines
ungespaltenen NLRP1-Inflammasoms, dhnlich zu zum Beispiel NLRP3, ausreichen kdnnte. Durch
die Untersuchung einer autoproteolytisch-inaktiven Mutante fanden wir heraus, dass eine
Spaltung in ein N-terminales und C-terminalen Fragments fir die Aktivierung durch dsRNA und
anschlieBende Aktivierung der downstream-Signalkaskade wichtig ist (Abbildung 23A, B und C).
Daher scheint eine Freisetzung des C-terminalen Fragments und die Assemblierung eines
Inflammasoms, dhnlich wie bei der Aktivierung durch VbP oder der Aktivierung von NLRP1B durch
LT, der Fall zu sein: Das C-terminale Fragment muss sich aus einem inhibitorischen Komplex l16sen
und einen Inflammasom-Keim bilden konnen. Inwiefern dies bei NLRP1 nach einer dsRNA-
Stimulation passiert, ist Frage weiterer Untersuchungen.

5.8 Unterschiede der VbP-vermittelten NLRP1-Inflammasomaktivierung sowie
Aktivierung durch funktionelle Degradation in Bezug zur Aktivierung durch
dsRNA

Interessanterweise konnten wir durch Einfiihrung von Punktmutationen in den Walker-Motiven
von NLRP1 die dsRNA-, aber nicht die VbP-vermittelte Inflammasomaktivierung aufheben. Dies
deutet auf eine Rolle der Oligomerisierung bei der dsRNA-vermittelten Aktivierung hin, welche bei
der VbP-vermittelten Aktivierung keine Rolle spielt (Abbildung 31A, B und C). Zu erwadhnen ist aber,
dass das NLRP1-Protein in Zellen, die mit diesen Mutanten rekonstituiert worden waren, geringer
exprimiert wurde. Nach Transduktion von N/TERT-1-Zellen mit Lentiviren fur die Walker-Mutanten
war ein erhohter Zelltod sichtbar, was ein Anzeichen von autoaktivem NLRP1 nach Einfihrung der
Punktmutationen ist (Daten nicht gezeigt). Die ATP-bindende beziehungsweise ATP-hydrolytische
Eigenschaft von NLRP1 scheint daher eine Rolle im steady-state des Proteins und in der Aktivierung
des Inflammasoms nach dsRNA-Stimulation zu spielen.

Des Weiteren ist die Freisetzung des C-terminalen Fragments nach dsRNA-Stimulation nicht auf
eine funktionelle Degradation des N-terminalen Fragments zuriickzufiihren. Weder konnten wir in
unseren WB nach dsRNA-Stimulation eine NLRP1-Proteindegradation beobachten, noch hemmte
Me-Bs, welcher den N-end-rule-Signalweg moduliert, die dsRNA-vermittelte Aktivierung
(Abbildung 20A und B). Hier ware es interessant, die oligomeren Eigenschaften von NLRP1 nach
dsRNA-Begegnung weiter zu studieren und intrinsische Eigenschaften seiner Aktivierung oder
seine Abhangigkeit von weiteren unbekannten Faktoren zu untersuchen.

Obwohl es also Unterschiede in der direkten Aktivierung von NLRP1 durch diverse Stimuli gibt, so
ist jedoch eine Freisetzung des C-terminalen Fragments, welcher eine Autoproteolyse zuvorgehen
muss, fur die Aktivierung des Inflammasoms notwendig. In diesem Zusammenhang wird es
interessant sein den Mechanismus zu identifizieren, durch den das C-terminale UPA-CARD-
Fragment im Verlauf der dsRNA-abhangigen NLRP1-Aktivierung freigesetzt wird.

5.9 NLRP1s ATPase-Aktivitat wird durch dsRNA ausgeldst

Interessanterweise konnten wir mittels HPLC-Studien zeigen, dass NLRP1 nach einer Begegnung
mit dsRNA, aber nicht dsDNA, eine ATPase-Aktivitdt gewinnt (Abbildung 29B). In unseren in vitro
assays konnte eine kurze dsRNA von 20 bp die ATP-Hydrolyse ausldsen, wobei mindestens 15 bp
flr eine Aktivierung notwendig waren (Abbildung 30D). Auffallig ist jedoch, dass unsere zelluldren
Studien zeigen, dass lange, mindestens aber 1000 bp dsRNA, aber nicht kurze dsRNA erforderlich
ist, um die NLRP1-Inflammasomaktivierung auszulésen (Abbildung 16B). Diese Modalitat erinnert
an MDAS5, eine RNA-Helikase, die ebenfalls nur durch lange, mindestens 2 kb lange dsRNA in Zellen
aktiviert wird®®. Die ATPase-Aktivitdt von MDAS kann in vitro aber bemerkenswerterweise ebenso
durch ein getestetes 15 bp dsRNA-Molekiil ausgelést werden kann, aber nicht durch dsDNA®,
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NLRP1s ATPase-Aktivitdt nach Antreffen der dsRNA ist daher ein guter proxy fir die Aktivierung
des Proteins, stimmt aber nicht mit der gewonnenen Inflammasomaktivierung in den Zellen
Uberein. Dies deckt sich mit Erkenntnissen Uiber andere Proteine und deren ATPase-Aktivitdt in
vitro Studien.

Im Fall von MDAS ist es eine rezeptorinharente Funktionalitat, die die Praferenz fiir lange dsRNA
diktiert. MDAS unterscheidet zwischen dsRNA und anderen Arten von Nukleinsduren durch
kooperative Filament-Stabilitdt an der Nukleinsdure, die durch ATP-Hydrolyse eng reguliert wird®®.
ATP-Hydrolyse induziert Konformationsverschiebungen, die die Interaktion mit RNA, die Position
entlang der RNA oder den oligomeren Zustand beeinflussen®*®. Die ATP-Hydrolyse bei MDA?S spielt
dadurch eine Rolle in der Autoregulation des MDA5-Filaments, da eine Hydrolyse zu einer
intrinsischen kinetischen Instabilitat fihrt, aber auch eine Rolle beim Aufbau der Filamente an
langer dsRNA. Bei einer langeren dsRNA besteht eine hohere Wahrscheinlichkeit eines stabileren
Filaments38,

Fir Inflammasom-Proteine wird angenommen, dass die Bindung von ATP beziehungsweise die
Hydrolyse von ATP mit einer Aktivierung einhergeht und strukturelle Umlagerungen, die fir die
Oligomerisierung erforderlich sind, antreibt. Studien zu den bakteriellen NOD-Protein MalT haben
bereits gezeigt, dass eine Bindung an den Liganden DNA zu einer Offnung der NBD und
Nukleotidaustausch fiihren kann®*. Wahrend der Aktivierung von NLRP1 kénnen wir davon
ausgehen, dass die dsRNA-Bindung geringfligige Anderungen in der Struktur von NLRP1 induziert.
Diese Veridnderungen koénnten jedoch auch die Offnung der NBD induzieren und den
Nukleotidaustausch von ADP zu ATP ermdglichen. Die durch die Hydrolyse von ATP erzeugte
Energie konnte dann in kinetische Energie umgewandelt werden und eine weitere strukturelle
Reorganisation in NLRP1 induzieren. Dies konnte zu einer oligomeren Assemblierung des NLRs und
zur Aktivierung von nachgeschalteten Effektoren fiihren, aber ebenso zu einer Inaktivierung des
Sensors. Dass NLRP1 bereits in zellfreien Systemen auf kurze dsRNA anspricht, aber nicht in Zellen,
lasst die Hypothese zu, dass lange dsRNA in Zellen den Zweck erfiillt, mehrere NLRP1-Molekiile in
unmittelbarer Nahe zu rekrutieren. Gleichzeitig ist es moglich, dass dsRNA zusatzliche Kofaktoren
rekrutiert, die fur die NLRP1-Aktivierung erforderlich sind. Um ein vollstandiges mechanistisches
Verstandnis dieses Prozesses zu erhalten, sind jedoch weitere Studien erforderlich.

5.10 Von Mé&usen und Menschen

Klassischerweise werden, beziehungsweise wurden, fir immunologische Fragestellungen
Mausmodelle verwendet und herangezogen. Dies lag an der , Leichtigkeit” genetisch veranderte
Mause zu erzeugen, verglichen mit der Herstellung von knockouts in humanen Zellen. Ferner auch
an der Zuganglichkeit zu Studien mit primaren Zellen, sowie natiirlich ihrer Verwendung als in vivo
Modelle. Im Allgemeinen kénnen Mausmodelle das menschliche System widerspiegeln, da zum
Beispiel die Aktivierung des NLRC4- oder NLRP3-Inflammasoms bei Menschen und Maus prinzipiell
dhnlich ist. Allerdings gibt es gewisse Diskrepanzen in deren Aktivierung, die erst kirzlich
beleuchtet wurden: So ist das alternative Inflammasom in humanen Makrophagen zu finden, nicht
aber im murinen System?®. Des Weiteren ist die Aktivierung von STING durch das small molecule
10-Carboxymethyl-9-Acridanon (CMA) speziesspezifisch fiir das murine STING, vermag aber nicht
das humane Ortholog zu aktivieren®°, Eine alleinige Fokussierung auf murine Modelle kann daher
dazu flihren, dass humanspezifische Immunantworten ibersehen werden.

Die Aktivierung von humanem NLRP1 ist ein weiteres klassisches Beispiel fiir einen Unterschied
zwischen Mausen und Menschen. Denn obwohl auch fiir humanes NLRP1 gezeigt wurde, dass es,
dhnlich zu NLRP1B, durch ein Spaltungsereignis aktiviert werden kann, so ist die Aktivierung von
humanem NLRP1 durch dsRNA nicht auf das murine NLRP1B iibertragbar3'®32°, Dies kdnnte der
Tatsache geschuldet sein, dass humanes NLRP1 unter einem Selektionsdruck steht und eine hohe
Mutationsrate aufweist, die sein Repertoire an Pathogensensierung diversifiziert hat'?*. Neben
dem Bereich des Interdomanenlinkers zwischen der PYD- und NACHT-Domane zeigen namlich auch
die LRRs, welchen eine Rolle in der Ligandenbindung zugetragen wird, eine hohe Frequenz an
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Mutationen. Interessanterweise scheint ein weiterer Unterschied zwischen NLRP1 und NLRP1B ihr
oligomerer Zustand in Zellen zu sein. Wahrend humanes NLRP1 in Zellen als Monomer oder Dimer
aufzutreten scheint, wie Native-PAGE Experimente gezeigt haben, konnte durch
Gelfiltrationsstudien gezeigt werden, dass murines NLRP1B aus unstimulierten Mausmakrophagen
als ein groRer Komplex von etwa 800 kDa auftritt?**3>*, Auf diese Weise kénnte man die Hypothese
aufstellen, dass murines NLRP1B wie eine bereits ,geladene Waffe” agiert, wobei die NACHT-
Domadne und ihre Oligomerisierungsfunktion eine untergeordnete Rolle bei der Vermittlung einer
spezifischen und Liganden-vermittelten Oligomerisierung spielt. Man kann Uber eine
Degenerierung der NACHT-Domdne des murinen NLRP1B spekulieren, um eine konstitutive
Oligomerisierung zu vermitteln und um so als ,Stolperdraht” zu fungieren. Ein ahnlicher
Mechanismus wurde schon fiir das Verschwinden der PYD im murinen NLRP1B vorgeschlagen, die
auf ein Minimum getrimmt wurde und somit dazu fiihrt, dass NLRP1B ohne N-terminale Domane
existiert. Bei humanem NLRP1 kann die NACHT-Domaéne jedoch immer noch ihre urspriingliche
Rolle der Liganden-induzierten Oligomerisierung und anschlieBender Inflammasomaktivierung
erfillen.

Auch in Hinblick auf die jlingste Erkenntnis, dass das ebenfalls FIIND-aufweisende Protein CARDS8
durch Spaltung einer HIV-Protease aktiviert wird, kann man spekulieren, dass das N-terminale
Fragment von NLRP1 das Protein so funktionalisiert, dass es durch mehr als nur eine Spaltung
aktiviert wird®*!. Wenn NLRP1 lediglich durch eine proteolytische Spaltung aktiviert werden wiirde,
warum hatten dann seine PYD-, NACHT-, sowie LRR-Domanen die Evolution liberlebt, wahrend bei
CARDS8 nur ein ungeordneter N-Terminus, der gespalten werden kann, und die FIIND-Domane mit
einer UPA-CARD-Anordnung fiir die Aktivierung des Inflammasoms ausreichend sind? Daher muss
es eine evolutiondre Notwendigkeit geben, weiterhin fir diese Domanen zu kodieren, und dariiber
hinaus muss es einen Zweck geben, dem sie dienen. Die FIIND-Domdne funktionalisiert die
Proteine jedoch grundsatzlich so, dass sie durch Freisetzung des C-terminalen Fragments aktiviert
werden. Weiterhin funktionalisiert die am C-Terminus aufgesetzte FIIND die Proteine auch, um
durch Inhibition von DPP8/9 aktiviert zu werden. Eine Aktivierung von NLRP1B, NLRP1 und CARDS8
durch verschiedene Stimuli ist dhnlich der Aktivierungsmodalitdt des NLRC4- sowie des NLRP3-
Inflammasoms. Das humane NLRC4-Inflammasom kann sowohl durch NeedleTox als auch durch
Flagellin aktiviert werden, was jedoch durch NAIP, welches als Adapter fungiert, vermittelt wird.
NLRP3 wird ebenso durch verschiedene Stimuli aktiviert, wobei der genaue Mechanismus der
Aktivierung unbekannt ist. Summa summarum scheint sich NLRP1 als ein Inflammasom
aufzustellen, das ebenfalls durch diverse Stimuli aktiviert werden kann, wobei es hier Unterschiede
zwischen Mausen und Menschen gibt.

5.11 NLRP1 als zusatzlicher Trumpf in einem evolutiondaren Wettristen

Wie bereits beschrieben, 16st die Detektion einer viralen Infektion eine Interferonantwort aus, die
liber bekannte Nukleinsduresensoren, wie zum Beispiel MDA5 oder cGAS, vermittelt wird. Diese
Interferonantwort warnt benachbarte Zellen und macht sie widerstandsfahiger gegen eine virale
Infektion und kann auch zum Zelltod der infizierten Zellen durch mitochondriale Apoptose
fihren3>2, Warum ist NLRP1 dann entstanden, um eine virale Infektion zu erkennen, da doch eine
Interferonantwort zur Bekampfung des Pathogens ausreichen sollte? Vielleicht hat sich NLRP1
dadurch entwickelt, dass Viren den Interferon-Signalweg effizient hemmen und es dadurch einen
weiteren ,Reillleinenschalter” benotigt hat: So kénnte trotz einer ausbleibenden, da inhibierten,
Interferonantwort eine IL-1B-Antwort ausgeldst werden kdnnen und die infizierte Zelle einen
Zelltod erleiden. Es ware hier interessant im Rahmen einer Wirt-Pathogen-Interaktion weitere
Viren zu testen, die weniger stark oder starker an Menschen angepasst sind und deren Fahigkeit,
das NLRP1-Inflammasom zu aktivieren, zu untersuchen. AuBerdem stellt sich die Frage, wann
NLRP1 zu einem dsRNA-Sensor wurde: NLRP1 steht bei Primaten unter einem hohen
Selektionsdruck und es waére interessant, diverse Primaten NLRP1-Proteine auf ihre
Empfindlichkeit gegeniiber dsRNA zu untersuchen.
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5.12 NLRP1-Aktivierung im  Zusammenhang mit  anderen aktuellen
Veroffentlichungen

Wie in der Einleitung erwdhnt, wurde kirzlich ein Aktivierungsweg fiir humanes NLRP1
veroffentlicht, der dem fiir murinem NLRP1B beschriebenen funktionellen Degradationsweg
dhnelt3%32°, Hier wird NLRP1 am N-Terminus gespalten und degradiert, was zur Freisetzung des C-
terminalen Fragments fiihrt. Auf diese Weise fungiert NLRP1 als ,,Stolperdraht” fiir die Erkennung
einer viralen Protease-Aktivitat. Neben der Aktivierung durch VbP hat NLRP1 damit im letzten Jahr
weitere Aktivierungsmechanismen hinzugewonnen: Die Aktivierung durch 3C-Protease-Spaltung
und die Aktivierung durch dsRNA-Begegnung. Das erinnert an die historische Entwicklung von
NLRP3: Auch hier wurde im Laufe der Zeit festgestellt, dass der Sensor eine Vielzahl von
verschiedenen Aktivatoren wahrnimmt.

Es macht Sinn, dass NLRP1, ein Protein dieser GroRRe und mit einer komplexen Doméanenstruktur,
mehr als eine proteolytische Spaltung wahrnehmen und dadurch aktiviert werden kann.
Andernfalls wiirde eine Minimierung des N-terminalen Fragments vor der FIIND-Domane, wie sie
flr CARDS zu sehen ist, fiir eine durch ein proteolytisches Spaltungsereignis vermittelte Aktivierung
ausreichen. Es ist anzumerken, dass die Infektion von Zellen, die mit einer NLRP1-Mutante
rekonstituiert worden waren, welche nicht durch die virale 3C-Protease gespalten werden kann,
mit dem humanen Rhinovirus zu keiner Inflammasomaktivierung fiihrte, obwohl HRV als (+)ssRNA-
Virus in seinem Lebenszyklus ebenso dsRNA erzeugt. Dies konnte verschiedene Griinde haben, wie
zum Beispiel die Zugadnglichkeit und Menge der dsRNA in der Zelle. Zum Beispiel kdnnte, wie in der
Einleitung flr SARS-CoV-2 erwahnt, dsRNA in spezialisierten Kompartimenten generiert werden
oder virale Proteine konnten generierte Nukleinsduren vor einer zelluldren Erkennung
abschirmen3#3353, Weiterhin ist zu beachten, dass die Menge der generierten dsRNA eine Rolle bei
der Auslosung einer NLRP1-Aktivierung spielen kann. In diesem Fall hat sich gezeigt, dass SFV eine
hohe Menge an dsRNA generiert®>*,

Es ware von groBem Interesse HRV und SFV parallel mit weiteren Viren, wie zum Beispiel Sindbis
Virus, zu untersuchen. Summa summarum ware es interessant zu spekulieren, welche sensing-
Modalitat sich zuerst entwickelt hat, und man kénnte sogar spekulieren, dass sich das Protease-
sensing als ,,Stolperdraht” entwickelt hat, falls ein Virus das dsRNA-sensing hemmt.
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6 Zusammenfassung

Inflammasome fungieren als intrazelluldre Sensoren der Homodostase oder Pathogeninfektionen.
Eine Aktivierung des Inflammasoms fiihrt zu einem bestimmten Zelltod, der Pyroptose, sowie zur
Maturierung inflammatorischer Zytokine. Obwohl humanes NLRP1 das erste beschriebene
Inflammasom und sozusagen der Grindungsvater der Inflammasomforschung ist, war bis vor
kurzem wenig Uber seine Aktivierbarkeit bekannt. Ein moglicher Faktor war die Vernachladssigung
der Rolle von NLRP1 als Inflammasom-Sensor in der Haut. Kirzlich wurden humane
primarzellahnliche, aber immortalisierte Keratinozyten beschrieben. Diese reagieren auf den
NLRP1-Stimulus VbP, einem Inhibitor von DPP8/9, welcher ebenso erst kirzlich beschrieben
wurde. In Anbetracht dieser jingsten Erkenntnisse starteten wir unsere eigenen Studien auf der
Suche nach einem (patho)physiologischen NLRP1-Aktivator.

Angesichts der hohen Abundanz von NLRP1 im Epithel untersuchten wir mittels genetischer
Depletionsstudien diverse Viren auf eine Inflammasomaktivierung in Keratinozyten. Wir
identifizierten dabei den (+)ssRNA-Virus SFV als Aktivator von NLRP1. Eine Replikation sowie
stattfindende Bildung von dsRNA war erforderlich, um das NLRP1-Inflammasom zu aktivieren. Die
Aktivierung war aber unabhéingig von einer beschriebenen DPP8/9-Inhibition, da das murine
Ortholog NLRP1B sowie humanes CARDS8 nicht durch eine SFV-Infektion aktiviert wurden. Des
Weiteren konnten wir zeigen, dass eine Stimulation mit poly(l:C), einem unphysiologischen, langen
dsRNA Polymer, ausreicht, um eine Aktivierung auszulosen. Mittels IVT konnten wir eine GroRe
von mindestens 1000 bp als notwendigen Aktivator von NLRP1 identifizieren, wobei hier ssRNA
nicht aktivierend wirkte. Eine RLR-vermittelte Immunantwort dahingegen wurde auch durch ssRNA
ausgelost. Mittels biochemischer Untersuchungen konnten wir nachweisen, dass NLRP1 dsRNA,
aber auch dsDNA, vor allem Uber seine LRRs, aber auch mit Beteiligung seiner NACHT-Domane,
bindet. Dies ist in Ubereinstimmung mit der positiven elektrostatischen Oberflichenladung,
welche humanes NLRP1, aber weder murines NLRP1B noch humanes NLRP3 aufweisen. Des
Weiteren konnten wir eine ATPase-Aktivitat von rekombinantem NLRP1 nach dsRNA-, aber nicht
dsDNA-Bindung feststellen. Es lasst sich die Schlussfolgerung ziehen, dass die LRRs unter steady-
state-Bedingungen eine inhibitorische Rolle auf die NACHT-Doméane von NLRP1 ausiiben. Bei
Bindung von dsRNA an NLRP1 wird diese inhibitorische Funktion aufgehoben und dies fiihrt zur
Erlangung einer ATPase-Aktivitat. Im Gegensatz zu den zelluldren Experimenten reichte hier jedoch
eine Lange von 15 bp dsRNA aus. Die Erlangung einer ATPase-Aktivitdat von NLRP1 durch Bindung
an dsRNA kann, analog zu anderen NLRs, als proxy fiir eine Konformationsanderung und eine damit
einhergehende Anderung des Aktivierungszustands des Proteins angesehen werden. Fiir ein
vollstandiges mechanistisches Verstandnis der NLRP1-Aktivierung sind jedoch weitere Studien
erforderlich. So zum Beispiel stellt sich die Frage, wieso eine lange dsRNA erforderlich ist, um in
Zellen NLRP1 zu aktivieren. Es ist denkbar, dass lange dsRNA fiir eine lokal hohe Konzentration an
NLRP1-Molekiilen sorgt oder diese an der dsRNA oligomerisieren missen. Auch gilt es den
Mechanismus zu klaren, durch den das C-terminale UPA-CARD-Fragment im Verlauf der dsRNA-
abhangigen NLRP1-Aktivierung freigesetzt wird. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass humanes
NLRP1 als direkter Sensor fiir dsRNA und damit fir Virusinfektionen fungiert.
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domain present in NAIP, CIITA, HET-E and TP-1
Natriumchlorid

neuronal apoptosis inhibitory protein
nucleotide-binding domain

negative factor

neutrophil extracellular traps

nuclear factor-kappa B

Primary Normal Human Epidermal Keratinocytes
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Nig.
NK-Zellen
NLRA
NLRB
NLRC
NLRP
NLRP1
NLRs

nM
NNRTIs
NOD
NOMID
ns

nt

NT

OAS
OASL
PA
PAGE
PAMPs
PAPA
PBL
PBMCs
PBS

P

PIDD
PKR
pmol
poly(l:C
PRRs
PYD
PYHIN
RbCl
RdRP
RIG-I
RIPK
RKS1
RLRs
RNA
RNase L
RNP
ROS
rpm

S. aureus
S. enterica
S. flexneri
SAMHD1
SDS
SFV

SIvV

SPR
ssRNA
STAND
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Nigericin

Natdirliche Killerzellen

NLR family acidic transactivation domain containing proteins
NLR family BIR domain containing proteins

NLR family CARD containing proteins

NLR family PYD containing proteins

NLR family PYD containing protein 1
nucleotide-binding oligomerization domain, leucine-rich repeat-containing
proteins

Nanomolar

nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
nucleotide-binding oligomerization domain
neonatal-onset multisystem inflammatory disease syndrome
nicht signifikant

nucleotides

NeedleTox

2-5"oligoadenylate synthase-like protein

OAS-like protein

Protektives Antigen

polyacrylamide gel electrophoresis
pathogen-associated molecular patterns

pyogenic arthritis, pyoderma gangrenosum and acne
PBS1-like kinase

peripheral blood mononuclear cells
phosphate-buffered saline

Propidiumiodid

p53-inducible protein with a death domain

protein kinase RNA-activated

Picomol

polyinosinic:polycytidylic acid

pattern recognition receptors

pyrin domain

pyrin and HIN domain

Rubidiumchlorid

RNA-dependent RNA polymerase

retinoic-acid inducible gene |

receptor-interacting serine-threonine kinase
resistance-related kinase 1

RIG-I-like receptors

Ribonukleinsaure

Ribonuclease L

Ribonukleoprotein

reaktive Sauerstoffspezies

revolutions per minute

Staphylococcus aureus

Salmonella enterica

Shigella flexneri

SAM domain and HD domain-containing protein 1
sodium dodecyl sulfate

Semliki Forrest Virus

Simiane Immundefizienz-Virus

surface plasmon resonance

einzelstrangige RNA

signal transduction ATPases with numerous domains



STAT
STING
T. gondii
T3SS
TACE
TIR
TIRAP
TLR
TNF
TRAM
TREX1
TRIF
TRIM21
Tris
UNC5
UPA
uv

V. parahaemolyticus
v/v
VACV
VAMAS1
VbP

Vif

Vpx
w/v
WHD
wt
ZAR1
ZBP1
ZU5

uM

signal transducer and activator of transcription proteins
stimulator of interferon genes

Toxoplasma gondii

Typ-llI-Sekretionssystem

tumor necrosis factor-a-converting enzyme
Toll/interleukin-1 receptor

Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adapter protein
toll-like-receptor

Tumor-Nekrose-Faktor

Trif-related adaptor molecule

3‘ repair exonuclease 1

TIR domain-containing adapter-inducing interferon-f3
Tripartite motif containing-21
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

uncoordinated protein 5

conserved in UNC5, PIDD and Ankirins

Ultraviolett

Vibrio parahaemolyticus

Volumen/Volumen

Vaccinia Virus

Vitiligo-associated multiple autoimmune disease 1
Val-boro-Pro

viral infectivity factor

viral protein X

Gewicht/Volumen

winged helix domain

Wildtyp

HOPZ-ACTIVATED RESISTANCE 1

Z-DNA-binding protein 1

found in ZO-1 and UNC5

Mikromolar
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