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I. EINLEITUNG

Die Vorstellung eines ,,programmierten Zelltods“, heute eher als ,regulierter*
Zelltod bezeichnet geht, wenn auch mechanistisch vage, tiber hundert Jahre zuriick.
Apoptose wurde 1972 als Begriff geprdgt (1); damals wurde erstmals die
einheitliche Morphologie von Zellen, die in verschiedenen Situationen starben, als
Ausdruck eines aktiven Signalwegs interpretiert, der in verschiedenen Situationen
aktiv ist (1). Die Apoptose tritt wiahrend der Ontogenese, des Alterns und der
Aufrechterhaltung von Zellpopulationen in Geweben auf; eine weitere Funktion der
Apoptose ist die Abwehr von schidlichen Einfliissen, u. a. Infektionen (2). Im Jahr
2015 beschrieben Ichim et. al eine zellbiologisch neue Beobachtung: Signale im
mitochondrialen Apoptoseweg konnen auch eine subletale Form annehmen (3).
Lange Zeit wurde die Permeabilisierung der &uBeren Mitochondrienmembran
(MOMP) als ,,point of no return in der Apoptosesignaltransduktion angesehen (4,
5). Ichim und Kollegen zeigten, dass Zellen auch nur einen reduzierten/limitierten
MOMP-Prozess und nachfolgend eine verminderte Caspasenaktivierung haben
konnen (3). Im Gegensatz zur Apoptose (6, 7) ist die subletale Aktivierung des
Apoptosesystems immunologisch aktiv. Unsere Gruppe hat gezeigt, dass diese
subletalen Vorginge wihrend Infektionen auftreten, und dass diese niedriggradige
Aktivierung des Apoptosesignalwegs entziindliche Aktivitdt hat: Infizierte
Epithelzellen sezernieren eine Reihe von inflammatorischen Zytokinen (8). Diese
Daten fiihren zu einer Reihe von Fragen, insbesondere der physiologischen
Funktion und der Regulation der molekularen Abldufe dieser Signale. Die
Ergebnisse zeigen eine Interaktion der Signalwege der (subletalen) Apoptose und
der angeborenen Immunitdt. Rezeptoren der angeborenen Immunitit — die
Pathogene erkennen — miissen beteiligt sein, und apoptotische Signale miissen mit
den wichtigen Wegen der angeborenen Immunitét verkniipft sein, wie den Wegen
der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) oder des Nuklearfaktors Kappa B
(NF-kB) (9).

Damit bieten sich zwei Ankniipfungspunkte, die in dieser Arbeit benutzt wurden.
Einerseits wurden die Signale analysiert, die von Mitochondrien nach chemischer
Stimulation mit Bcl-2-Familienantagonisten ausgelost werden. Andererseits
wurden Experimente mit zwei Pathogenen durchgefiihrt, um die von den Bakterien

ausgelosten Signale zu verstehen: Salmonella Typhimurium ist als Durchfallerreger
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ein wichtiges Pathogen des Menschen. Chlamydien zdhlen weltweit zu den
wichtigsten Vertretern von sexuell libertragbaren Krankheiten, und eine Infektion

resultiert nicht selten in pathologische Schéden.
In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Hauptziele formuliert:

1.) Verstindnis der Signaltransduktion durch ausgewédhlte Komponenten des
Apoptoseapparates  hinsichtlich ~ Zytokinsekretion und (subletaler)
Caspasenaktivierung.  Daflir =~ wurden unter anderem  Bcl-2-
Antagonisten/BH3-Mimetika zur Generierung subletaler, pro-apoptotischer
Stimuli eingesetzt.

2.) Identifikation von Signalwegen, die in die Sekretion von Zytokinen

miinden. Auch hier wurde wesentlich mit Bcl-2-Antagonismus gearbeitet.

3.) Verstindnis der Rolle des mitochondrialen Proteins Smac, einer
Komponente des Apoptosewegs, wihrend einer Infektion der Maus mit
Chlamydia muridarum. Unsere Gruppe hatte Smac als einen Mediator der
Entziindung identifiziert, und hier sollten Effekte des Smac-Verlusts in der

Maus getestet werden.

Die Arbeit befasst sich also mit einem Aspekt der zellbiologischen und
immunologischen Grundlagenforschung, der u. a. flir die Veterindrmedizin

erhebliche Bedeutung hat.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Apoptose

Ein wichtiger Beitrag fiir das heutige Verstindnis des programmierten Zelltods war
die Studie von Kerr, Wylie und Currie, die morphologische Verdnderungen in
Zellen definierte, die unter physiologischen Bedingungen sterben und dadurch
Hinweise auf konservierte Abldufe in einer sterbenden Zelle lieferten (1). Die am
besten beschriebene Form des regulierten Zelltods stellt die Apoptose dar. Sie triagt
unter anderem zum Erhalt der Gewebehomdostase bei, indem die Elimination von
bestimmten Zellen durchgefiihrt wird. Es sind auflerdem noch weitere Formen des
regulierten Zelltods beschrieben worden (10, 11, 12). Es wird u.a. zwischen
Nekroptose, Pyroptose, Ferroptose und Apoptose unterschieden (13). Die Apoptose
ist auch als Abwehrmechanismus bei Immunreaktionen oder der Schadigung von
Zellen durch Krankheiten oder Schadstoffen beteiligt (2). Des Weiteren spielen
Zelltod-Mechanismen eine Rolle bei der Beseitigung von intrazelluldren
Pathogenen. Viele Viren und Bakterien haben Strategien entwickelt, um die
Apoptose von Wirtszellen auszulésen oder zu inhibieren. Die Blockierung der
Apoptose der Wirtszelle in frithen Stadien der Infektion bietet den Viren Zeit fiir
die Replikation und Assemblierung (Zusammenbau der Viruspartikel) (14, 15).
Wenn die Apoptose generell gestort ist, kann dies zu ungebremstem zelluldrem
Wachstum und Onkogenese fithren, wohingegen eine unangemessene Aktivierung
die Ursache fiir neurodegenerative Erkrankungen sein kann (16). Bei Sdugetieren
konnten zwei Hauptwege =zur apoptose-assoziierten Caspasenaktivierung
identifiziert werden, der extrinsische oder todesrezeptorvermittelte Weg und der
intrinsische, mitochondriale Weg (Abbildung 1; (17, 18). Caspasen iibernechmen
eine Schliisselrolle in der Signalkaskade, da beide Aktivierungswege in deren
Aktivierung miinden und diese essenziell fiir das Ablaufen der weiteren Apoptose
sind. Innerhalb der oben erwidhnten Aktivierungswege werden zwei Phasen

beschrieben, die Initiator- und Effektorphase (19).
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1.1. Extrinsischer Signalweg

Der extrinsische oder todesrezeptorvermittelte Weg wird initiiert, indem Liganden
(beispielsweise von Lymphozyten ausgeschiittete Zytokine) an die cysteinreiche
AuBlendomine eines ,,Todesrezeptors® binden. Dieser Rezeptor gehort der
Tumornekrosefaktor (TNF)-Familie an (20). Mitglieder dieser Rezeptorfamilie
weisen eine zytoplasmatische Doméne von iiber 80 Aminosduren auf, die als
Todesdomine (death domain) bezeichnet wird. Die am besten beschriebenen
Todesrezeptoren sind zum einen Fas (wird auch als cluster of differentiation
(CD95) oder apoptosis antigen 1 (APO-1) bezeichnet), ein Typ-1 Membranprotein
und Rezeptor fiir den Fas-Liganden (FasL) (21, 22). Weitere Todesrezeptoren sind
TNF receptor 1 (TNFR1), Death receptor 4 (DR4) bzw. TNF-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL-R1) und DR5 (TRAIL-2), CD40, CD27 und CD30 (23,
24, 25). Nach der Bindung der entsprechenden Liganden werden zytoplasmatische
Adapterproteine durch deren korrespondierende Todesdoménen rekrutiert (26, 27,
28). Bedeutende Adapterproteine stellen zum einen das Fas-associated death
domain protein (FADD) und das tumor necrosis factor receptor type I-associated
death domain protein (TRADD) dar. Ersteres wird durch die Bindung des Fas-
Liganden an den Fas-Rezeptor rekrutiert (27, 28) und bindet an Fas iiber
Wechselwirkungen zwischen den Todesdoménen (29, 30). Letzteres wird durch die
Bindung des TNF-Liganden an den TNF-Rezeptor rekrutiert. Der als
,todinduzierende Signalkomplex“/Death-inducing signaling complex (DISC)
bezeichnete Komplex besteht aus dem Todesrezeptor Fas, FADD und der pro-
Caspase-8 (24, 31, 32). Die Fas/FADD-DISC Rezeptorplattform wird
charakterisiert durch ein oligomeres Netzwerk, vermittelt iiber Proteininteraktionen
der Todesdoménen von Fas und FADD (33, 34). Nachfolgend oligomerisiert die
pro-Caspase-8 und wird autokatalytisch aktiviert (35, 36). Eine Verbindung zum
mitochondrialen Apoptoseweg besteht iiber den BH3-interacting death domain
agonist (Bid), ein BH3-only-Protein, das als Substrat von der aktiven Caspase-8
gespalten wird (37, 38). Das C-terminale Fragment, das als verkiirztes/truncated
Bid (tBid) bezeichnet wird, (39) transloziert dann an die Mitochondrien und kann
den intrinsischen Signalweg aktivieren. Ebenso kann die Initiatorcaspase-8 oder -
10 nachfolgend die Effektorcaspasen-3 und -7 aktivieren und somit im

extrinsischen Signalweg die Apoptose auslosen (40).
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1.2. Intrinsischer Signalweg

Der intrinsische oder auch mitochondrienabhédngige Weg der Apoptose kann durch
zahlreiche Stimuli aktiviert werden. Hierzu zdhlen unteranderem durch UV-
Strahlung, virale Infektionen oder chemotherapeutische Medikamente ausgeldste
DNA-Schéden. Eine entscheidende Rolle spielen hierbei die Mitglieder der B-cell-
lymphoma (Bcl)-2-Familie. Die Bcl-2-Familie reguliert bei Wirbeltieren den
mitochondrialen Weg der Apoptose durch Wechselwirkungen, die die Integritét der
duBeren Mitochondrienmembran (OMM) beeinflussen (41). Es werden pro- und
anti-apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder unterschieden. Die beiden pro-
apoptotischen Bcl-2-Effektorproteine Bcl-2 associated X protein (Bax) und Bcl-2
antagonist/killer 1 (Bak) konnen durch BH3-Proteine (ebenfalls pro-apoptotische
Mitglieder der Bcl-2-Familie) wie tBid (42) aktiviert werden. Dabei erfahren die
beiden pro-apoptotischen Proteine eine Konformationsdnderung mit der Bildung
eines homo-oligomeren Komplexes, der zu einer Permeabiliserung der dufleren
Mitochondrienmembran fiihrt (43). Nachfolgend MOMP kommt es zum Ausstrom
von Cytochrom ¢ (39, 44, 45) und dem second mitochondria-derived activator of
caspases/direct IAP binding protein with low pl (Smac/DIABLO) aus dem
Intermembranraum der Mitochondrien (46, 47). Damit nachfolgend die
Initiatorcaspase-9 aktiviert werden kann, muss Cytochrom ¢ an den apoptotic
protease-activating factor 1 (Apaf-1) binden und unter Hydrolyse von dATP/ATP
einen oligomeren Komplex bilden (48, 49). Der oligomere Apaf-1/Cytochrom c
und dATP-Komplex wird als Apoptosom bezeichnet (50). Der Aufbau des
Apoptosoms fiihrt zur Rekrutierung der pro-Caspase-9 und zum anschlieBenden
Aufbau eines aktiven Holoenzyms und zur autokatalytischen Aktivierung von

Caspase-9 (51, 52).

Smac ist ein mitochondriales, kernkodiertes Protein. Beim Import in die
Mitochondrien wird Smac proteolytisch gespalten, und diese Spaltung ist als
Reifung fiir seine Funktion notwendig. Die Reifung/Spaltung erfolgt durch die
mitochondriale presenilin-associated-rhomboid-like Protease (PARL) (53). Mit
dem neu generierten N-Terminus bindet Smac an die zytosolischen inhibitor of
apoptosis proteins (1APs) wie cellular inhibitor of apoptosis protein 1/2 (c1AP1/2)
und X chromosome-linked IAP (XIAP). Bei der Interaktion mit XIAP agiert Smac
als Homodimer, wobei der Kontakt iiber ein N-terminales Motiv, bestehend aus 4

Aminoséduren (Ala-Val-Pro-Ile), vermittelt wird (54, 55). Smac kann die Apoptose
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fordern, indem es den inhibitorischen Effekt von XIAP auf die Caspase-9 und -3
neutralisiert (46, 54, 56). Weiter ist anzumerken, dass Smac je nach Zelle

unterschiedlich wichtig ist.

Nachdem Caspase-9 aktiviert wurde konnen nachfolgend die Effektorcaspasen-3
und -7 aktiviert werden. Diese konnen anschlieBend zahlreiche Proteine spalten und
zur Apoptose fithren (57, 58). Effektorcaspasen induzieren die Spaltung
chromosomaler DNA durch die Aktivierung der spezifischen caspase-activated
DNase (CAD) (59, 60). Dafiir spaltet die Caspase-3 den inhibitor of caspase-
activated DNase (ICAD) an zwei Positionen, was zur Aktivierung der DNase CAD
fiihrt (61). Am Ende der Kaskade fiihrt dieser Prozess zur Fragmentierung der Zelle
in kompakte membranumschlossene Strukturen (,,apoptotische Korper®), die

beispielsweise durch Makrophagen phagozytiert werden (13, 62).

extrinsischer Signalweg intrinsischer Signalweg

oDE:a_t?\TZ? gterore];s Bad§ ’ .\
tBid / '--Eg ° ) ’.
CFLIP'_|¢ ‘ .* —. .f.‘ ®Smac/
|:|:|:| /+' Cytochrom ¢ @ A ® e piABLO
- Bid Apaf-1 . —>l X‘

@ xaP
@
*‘ Apoptosom

+ + pro-Caspase-9 I

=iEffektorcaspasen-3 & -7| I : il caspases
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Abbildung 1:  Extrinsischer und intrinsischer Signalweg der Apoptose

Nach der Bindung des Liganden an den TNF-Rezeptor wird das Adapterprotein FADD an
die Todesdoméne des Rezeptors fiir die Bildung eines DISC rekrutiert. Dieser Komplex
ermdglicht die Aktivierung der Caspase-8 im extrinsischen Signalweg. Die Aktivierung
des intrinsischen Signalwegs erfolgt durch DNA- Schéden, die zur Aktivierung der pro-
apoptotischen Proteine Bax und Bak und nachfolgender Permeabilisierung der dufleren
Mitochondrienmembran mit dem Resultat des Ausstroms der Intermembranraumproteine
Cytochrom ¢ und Smac, fiihrt. Cytochrom c¢ fiihrt zusammen mit Apaf-1, dATP und
anschlieBender Bindung der pro-Caspase-9 zur Bildung des Apoptosoms, welches die
Aktivierung der pro-Caspase-9 ermdglicht. Smac hebt durch Inhibition von XIAP die
Blockade der Effektorcaspasen-3 und -7 auf. Caspase-10 und -8 aktivieren ebenfalls die
Effektorcaspasen mit nachfolgender CAD-Aktivierung. Die Proteine der Bcl-2-Familie
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sind an den Mitochondrien lokalisiert und hier nur zur einfacheren Darstellung anscheinend
zytosolisch.

1.3. Pro- und anti-apoptotische Proteine

Mitglieder der Bcl-2-Familie haben eine oder mehrere Bel-2-Homologie-Regionen
gemeinsam, die durch Sequenz, Struktur und Funktion definiert sind (42, 63). Die
anti-apoptotischen Proteine (Bcl-2, B-cell [ymphoma gene x (long form) (Bcl-Xv),
Bcl-w, myeloid-cell leukemia sequence 1 (Mcl-1) und Bcl-2 like protein A1 (Al))
besitzen vier konservierte Bel-2-Homologiedoménen (BH), die als BHI bis BH4
bezeichnet werden (63). Diese konnen der Entstehung von MOMP entgegenwirken,
indem sie sowohl an Bax und Bak als auch an die BH3-only-Proteine binden und
diese durch Interaktion mit deren BH3-Dominen hemmen (64, 65). Die pro-
apoptotischen Proteine lassen sich wiederum in zwei Gruppen unterteilen. Zum
einen die ,,Multi-Domain"-Proteine mit BH1-3-Doménen (Bax, Bak und Bok) und
die BH3-only-Proteine (Bcl-2-interacting mediator of cell death (Bim), Bid, Bcl-2-
antagonist of cell death (Bad), p53 upregulated modulator of apoptosis (Puma),
Noxa, Bcl-2 modifying factor (Bmf), Bik und Harakiri (Hrk)) (66, 67, 68). Bei den
BH3-only-Proteinen ist des Weiteren zu unterscheiden, ob sie als ,direkte
Aktivatoren® agieren, indem sie Bax und Bak direkt binden und aktivieren (z.B.
Bim, tBid, evtl Puma), oder als ,,Sensibilisatoren, indem sie an anti-apoptotische
Proteine binden und diese neutralisieren (z.B. Noxa, Bad) (69, 70). Auch letzteres

fiihrt schlieBlich zur Bax und Bak Aktivierung.

2. Subletale Apoptose (Minority MOMP)

Wie bereits unter II 1.2 beschrieben, permeabilisieren die pro-apoptotischen Bcl-2-
Familienmitglieder Bax und Bak die dulere Mitochondrienmembran. Da MOMP
zu einem raschen Zelltod fiihrt (71), wurde es oft als der Punkt angesehen, an dem
es im Apoptose-Programm zu keiner Riickkehr mehr kommt (,,point of no return*)
(4, 5). Ende der 90er Jahre wurde erstmals beobachtet, dass postmitotische
Neuronen, denen der ,,Nerve-growth-factor (NGF) entzogen wurde, nach der
Permeabilisierung der dufleren Mitochondrienmembran lebensfédhig waren. Die

Voraussetzung hierfiir war die stdndige Caspaseninhibition und die Ergénzung
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eines Wachstumsfaktors (72, 73). 2015 wurde das Auftreten einer subletalen,
reduzierten/limitierten Permeabilisierung der dufleren Mitochondrienmembran
(sogenanntes ,,Minority MOMP*) beschrieben. Dieses ,,Minority MOMP* wurde
durch eine Caspasenaktivierung auf niedrigem Niveau, abhdngig von der Integritét
des mitochondrialen Apoptoseapparats in Abwesenheit von Apoptose definiert (3,
8). Nach der Behandlung der Zellen mit ABT-737 (Bcl-2-Protein-Antagonist) in
einer geringen Dosis, permeabiliserte die duBlere Mitochondrienmembran nur bei
einem kleinen Teil der Mitochondrien (3). Die Zellen {iberlebten nach der
Behandlung, aber es konnte sowohl eine begrenzte Spaltung mancher
Caspasensubstrate als auch das Auftreten CAD-abhidngiger DNA-Schiden
beobachtet werden, die zu genomischer Instabilitit und zu persistierenden
Mutationen fiihrten (3). Virus-, Bakterien- und Parasiteninfektionen konnten in den
infizierten Zellen ebenfalls eine subletale Aktivierung des mitochondrialen
Apoptoseapparats, sowie die damit verbundene Sekretion von Zytokinen aus
Epithelzellen auslosen (8). Es ist derzeit unklar, ob das Bild der kompletten
Permeabilisierung weniger Mitochondrien tatsdchlich korrekt ist, oder ob nicht
auch eine teilweise Freisetzung von Proteinen aus einem groBeren Teil des

mitochondrialen Netzwerks bei diesen subletalen mitochondrialen Signalen eine

Rolle spielt.
3. Inhibitoren von Komponenten der Zelltodsignalwege
3.1. BH3-Mimetika

Substanzen, die als BH3-Mimetika bezeichnet werden, beispielsweise ABT-737,
agieren zumindest teilweise wie BH3-only-Proteine und konnen die Bax/Bak-
Aktivierung und somit den mitochondrialen Apoptosesignalweg durch
Antagonisierung anti-apoptotischer Bcl-2-Familienmitglieder beeinflussen (74, 75)
(Abbildung 2). ABT-737, ein niedermolekularer Inhibitor, bindet an die
hydrophobe Furche der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2, Bcl-Xt und Bel-w (74,
76, 77) und nicht an Mcl-1 (78). Unter dem Namen ABT-263 (Navitoclax) wird ein
oral verfiighares Homolog von ABT-737 als Chemotherapeutikum bei
verschiedenen Tumorentititen eingesetzt. Allerdings wurde es mit dem Auftreten

von Thrombopenien in Zusammenhang gebracht (79).
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Diese Nebenwirkung ist die Folge der Inhibition von Bcl-Xi; sie tritt bei einem

spezifischen Bcl-2-Inhibitor (ABT-199) nicht auf.

S63845 ist ein Molekiil, das spezifisch an die BH3-Bindungsfurche von Mcl-1
bindet (80). Die Apoptoseinduktion folgt denselben Prinzipien wie bei den
Inhibitoren von Bcl-2, wobei unterschiedliche Zelltypen unterschiedlich

empfindlich sind (81).

3.2 pan-Caspasen-Inhibitoren

pan-Caspasen-Inhibitoren kdnnen alle Caspasen inhibieren und somit die Apoptose
verhindern (82, 83). Urspriinglich wurde Benzyloxycarbonyl-Valin-Alanin-
Aspartat-Fluoromethylketon  (Z-VAD-FMK) fiir therapeutische Zwecke
entwickelt. Es wurde jedoch eine Zytotoxizitidt des metabolischen Derivats der
FMK-Verbindung beobachtet, weshalb der Inhibitor nur fiir in vitro Experimente
verwendet werden kann (84). Der pan-Caspasen-Inhibitor Z-VAD-FMK enthélt die
Aminosédure Aspartat am C-Terminus, die fiir Caspasensubstrate obligat ist. Ebenso
kann der Benzyloxycarbonylrest unspezifisch an die aktiven Zentren der Caspasen
binden (85, 86). An das aktive Zentrum der Caspase bindet kovalent die
Fluoromethylgruppe und induziert somit die Blockierung der Caspase (85, 86).
Chinolyl-valyl-O-methylaspartyl-[2,6-difluorphenoxy]-methylketon (Q-VD-OPh)
ist ebenfalls ein pan-Caspasen-Inhibitor. Im Vergleich zu Z-VAD-FMK blockiert
dieser die Apoptose aber bereits in geringeren Konzentrationen. Aulerdem konnte
eine deutlich ausgeprigtere Hemmung der Caspasen-3, -8 und -9 beobachtet

werden (82, 83).

3.3. Inhibitor der Nekroptose

Die Nekroptose, ein zellulirer Mechanismus des nicht-apoptotischen regulierten
Zelltods, wird in manchen Zellen durch Aktivierung von Todesrezeptoren,
beispielsweise des TNF-Rezeptors (siehe II 1.1) induziert, wenn die Einleitung der
caspasenabhéngigen Apoptose blockiert wird (87). Eine entscheidende Rolle spielt
die receptor interacting protein kinase 1 (RIPK1). Diese Kinase kann nach der
Autophosphorylierung RIPK3 binden wund als RIPK1-RIPK3-Komplex
nachfolgend das mixed lineage kinase domain-like protein (MLKL)

phosphorylieren, was in der Folge zu lytischem Zelltod und dem Verlust der
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Zellmembranintegritdt fithrt (87, 88, 89). Necrostatin kann RIPK1 inhibieren,
indem es mit der T-Schleife, einer wesentlichen Struktur fiir die Rezeptorbindung
der Todesdomine, interagiert und somit die Autophosphorylierung von RIPK1
verhindert (87, 90). Somit ist nach der Behandlung mit Necrostatin die Nekroptose
blockiert. Unter nicht experimentellen Verhiltnissen blockiert Caspase-8 durch

Spaltung von RIPK1 die Nekroptose.

Ligand (FASL; TRAIL; TNF)
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Abbildung 2:  Angriffspunkte der Inhibitoren

Q-VD-OPh
Z-VAD-FMK

Necrostatin inhibiert RIPK1 und somit den Signalweg der Nekroptose. Die pan-Caspasen-
Inhibitoren Q-VD-OPh und Z-VAD-FMK fiihren zur Blockade aller Caspasen und somit
der Apoptose. S63845 inhibiert das pro-apoptotische Protein Mcl-1, wohingegen ABT-737
Bcl-2, Bcel-Xp und Bcel-w inhibiert. Die Proteine der Bcl-2-Familie sind an den
Mitochondrien lokalisiert und hier nur zur einfacheren Darstellung anscheinend
zytosolisch.

4. DNA-Schaden und yYH2AX als Marker

Diverse Stimuli, beispielsweise UV-Strahlung oder ionisierende Strahlung (91),
Chemotherapeutika oder CAD-Aktivierung kdnnen Doppelstrangbriiche der DNA
verursachen. Die Unfédhigkeit Briiche zu reparieren, fiihrt zu genomischer
Instabilitdit und moglichen Folge wie Karzinogenese und Zelltod. Damit diese
DNA-Schiden behoben werden konnen, besitzen die Zellen ein effektives DNA-
Reparatursystem (92). Bedeutende Proteinkinasen, die in Séugetierzellen die DNA-

Schadensantwort kontrollieren, sind zum einen ataxia teleangiectasia mutated
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kinase (ATM), ATM- and Rad3-related (ATR) und die DNA-dependent protein
kinase (DNA-PK), die von DNA-Strangbriichen rekrutiert und aktiviert werden (93,
94). Zwei der am besten untersuchten ATM/ATR-Substrate sind die checkpoint
kinase I (Chkl) und Chk2, die von den proximalen Kinasen phosphoryliert werden
und nachfolgend als Kontrollkinasen den Zellzyklus kontrollieren beziehungsweise
hemmen koénnen (93, 95). ATR aktiviert via Chkl den G2/M Kontrollpunkt (96,
97), wohingegen ATM via Chk2 den Gy S Kontrollpunkt aktiviert (98). Diese
Aktivierung der Kontrollpunkte verldngert die Zeit fiir die DNA-Reparaturen,
bevor eine erneute Replikation oder Mitose erfolgt (99). yHiston (H) 2AX kann als
Marker fiir DNA-Schidden verwendet werden (100), denn nach der Bildung von
Doppelstrangbriichen erfolgt eine ATM/ATR/DNA-PK-vermittelte
Phosphorylierung von Serin-139 im C-terminalen Ende der Histon-H2A.X-
Variante (101, 102). H2A.X, eine von drei konservierten Histon-H2 A-Proteinarten,
unterscheidet sich durch das Vorhandensein eines konservierten Motivs am COOH-
Terminus von den anderen (103). Zur Nukleosomenkomplexbildung tragen die
Histone der H2A-Familie bei; sie sind iiber die gesamte chromosomale DNA

verteilt.

S. NF-kB-Signalweg

Die Familie der Kernfaktor-xB (NF-kB)-Transkriptionsfaktoren spielt eine
wichtige Rolle bei verschiedenen biologischen Prozessen, wie der Entwicklung und
dem Uberleben von Lymphozyten (104), der Aktivierung von Immunantworten
durch Zytokinfreisetzung, (105) oder Zellwachstum und -entwicklung (106).
Defekte in der Signaliibertragung oder fehlerhafte Aktivierung des NF-xB-
Signalwegs konnen zu Autoimmun- und Entziindungsreaktionen fithren (107). NF-
kB spielt auch eine Rolle bei der Krebsentstehung und -progression. Ebenso wird
ithm eine regulatorische Rolle bei Tumoren zuteil (108). NF-«xB-
Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die sequenzspezifisch DNA binden (106) und
die Transkription von Zielgenen initiieren (109). Die NF-kB-Familie besteht bei
Sdugetieren aus fiinf verwandten Transkriptionsfaktoren: p50, p52, p65 (auch Rel-
associated protein A (RelA) genannt), RelB und c-Rel, die alle eine N-terminale

DNA-Bindungs/-Dimerisierungsdoméne (Rel-Homologiedoméne) aufweisen (110,
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111, 112). Lediglich die drei Mitglieder p65, c-Rel und RelB weisen zusétzlich eine
transcriptional activating domain (TAD) auf, die es ihnen ermdglicht, im Zellkern
die Zielgenexpression zu induzieren (113). p50 und p52 weisen keine
Transkriptionsdoméne auf und konnen daher die Transkription der Zielgene nur
durch Heteromerisierung mit p65, c-Rel oder RelB ermoglichen. Im nicht-
stimulierten Zustand sind die NF-kB-Transkriptionsproteine im Zytoplasma an kB
(Familie inhibitorischer Proteine) gebunden und kénnen somit nicht in den Nukleus
translozieren (114, 115). Bei dem NF-kB-Signalweg wird zwischen dem

klassischen und alternativen Weg unterschieden (Abbildung 3).

5.1. Klassischer/kanonischer NF-kB-Signalweg

Eine Schliisselrolle beim klassischen Signalweg nimmt der ,,IKK-Komplex* (IkB
Kinase) ein. Die Bindung eines Liganden (Zytokine wie TNF oder IL-1) an ihren
Zelloberflachenrezeptor (z.B. TNF-Rezeptor oder ,,7oll-like-Rezeptor/IL-1-
Rezeptor) fiihrt zu der Rekrutierung von TRADD an die zytoplasmatische
Doméne des Rezeptors, sowie des Proteins TNF receptor associated factor-2
(TRAF2) (116). TRAF2 rekrutiert RIPK 1, dass an dem Komplex ubiquitiniert wird
und anschlieBend mit der transforming growth factor p-activated kinase 1 (TAK1),
einem Mitglied der Mitogen-aktivierenden Proteinkinase-Familie (MAPK), tiber
die TAK-bindenden Proteine (TAB) TAB1, TAB2 und TAB3 interagieren kann
(117,118, 119). Dies fiihrt zur Oligomerisierung und Aktivierung von TAK1 (120).
Aktiviertes TAK1 phosphoryliert nachfolgend IKKP und aktiviert den IKK-
Komplex (121, 122). Der IKK- Komplex besteht aus den beiden katalytisch aktiven
Kinasen IKK und IKKa und der regulatorischen Untereinheit IKKy oder NF-«xB
Essential Modulator (NEMO) (123, 124). Nach der Aktivierung kann zum einen
pl05 an den Serinresten-927 und -932 phosphoryliert werden, was zum
proteosomalen Abbau und zum Spaltprodukt p50 fiihrt (125). Zum anderen wird
der Inhibitor IxBa phosphoryliert und proteosomal degradiert, wodurch das nun
freie NF-xB in den Zellkern translozieren kann (126). p50 bildet mit p65 ein
Heterodimer, bevor es in den Zellkern transloziert und spezifisch an die

Promoterregion der Zielgene bindet (105, 115).
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5.2. Alternativer/nicht kanonischer NF-kB-Signalweg

Eine zentrale Signalkomponente des alternativen Signalwegs stellt die NF-xB-
inducing-kinase (NIK) dar. Wenn kein Ligand an diverse Rezeptoren der TNF-
Familie wie beispielsweise B-cell activating factor receptor (BAFFR) (127), CD40
(128) oder Lymphotoxin-f-Rezeptor (LTBR) (129) bindet, wird NIK kontinuierlich
abgebaut (130). Dieser Abbau erfolgt, indem die N-terminale Doméne von NIK mit
TRAF3 interagiert und iiber eine TRAF3-Dimerisation mit TRAF2 an cIAP1/2
rekrutiert wird. Dies fiithrt zur Ubiquitinierung und anschlielenden proteosomalen
Degradation von NIK (131, 132). Die Aktivierung von NIK erfolgt nach Bindung
eines spezifischen Liganden an seinen Rezeptor, da somit TRAF2 und 3 zum
Rezeptorkomplex rekrutiert werden. Daraus folgt, dass cIAP1/2 mittels der TRAF2
vermittelten Bindung an TRAF3 nicht mehr NIK, sondern TRAF3 ubiquitiniert und
abbaut (133). Stabilisiertes NIK aktiviert nachfolgend IKKo durch
Phosphorylierung an dem Serinrest-176 (134, 135). AnschlieBend phosphoryliert
IKKa pl00 (136). Diesem wird daraufhin proteosomal die C-terminale
inhibitorische Domine entfernt, wodurch das Produkt p52 erzeugt wird. Das

Spaltprodukt p52 transloziert zusammen mit RelB in den Zellkern (134, 137).
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klassischer NF-kB-Signalweg alternativer NF-kB-Signalweg
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Abbildung 3:  Klassischer und alternativer NF-kB-Signalweg

Beim klassischen NF-kB-Signalweg bindet ein Ligand an den zellsténdigen Rezeptor, was
nachfolgend zur Rekrutierung von TRADD, TRAF2 und RIPK1 fiihrt. Dieser Komplex
ermoglicht die Aktivierung von TAK1, das anschliefend IKKf phosphoryliert und somit
den IKK- Komplex aktiviert. p50 und RELA translozieren zusammen in den Nukleus. Nach
der Bindung des Liganden an einen Rezeptor fiihrt dies beim alternativen Signalweg zur
Ubiquitinierung von TRAF3. NIK aktiviert darauthin IKKo, das nachfolgend pl100
phosphoryliert, wodurch anschlieBend p52 zusammen mit RelB in den Nukleus
transloziert.

6. MAP-Kinasen

Ende der 80er Jahre wurde eine neue Serin/Threonin-Kinase entdeckt, die MAP-
Kinase/n oder auch MAPK (138). Sie spielen eine wichtige Rolle bei der
Genexpression, Apoptose, Zellproliferation, Migration und greifen in viele andere
Signalwege ein, wie beispielsweise in den NF-kB-Signalweg (139). Innerhalb der

MAP-Kinasen-Familie lassen sich drei Gruppen unterscheiden.
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Zum einen die extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2) (140), c-Jun N-
terminale Kinase (JNK) und p38 (141) (Abbildung 4). Gemeinsam diesen drei
Gruppen ist ein dreistufiges Prinzip der Aktivierung. Diese Kaskade besteht aus
einer MAPK, einer MAPK-Kinase (MAP2K) und einer MAP2K-Kinase (MAP3K)
(142). Diese Proteinkinasen werden an Threonin- (Thr) und Serinresten
phosphoryliert, was zur Aktivierung fiihrt (143). Die MAP-Kinasen sind wichtige
signaliibertragende Enzyme (144), die durch extrazelluldre Stimuli aktiviert werden
und schlieBlich im Nukleus die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren oder
Zytoskelettproteinen hervorrufen (145). Nur aktivierte MAP-Kinasen kdnnen in
den Nukleus translozieren, wohingegen die nicht-aktiven Formen der Kinasen im

Zytoplasma verbleiben.

6.1. ERK1/2-Aktivierungskaskade

Die Aktivierungskaskade von ERK wurde als Erstes entdeckt und beschrieben.
Dessen Aktivierung erfolgt durch die Bindung eines Wachstumsfaktors an eine
Rezeptortyrosinkinase an der Plasmamembran (146). Nachfolgend wird das Proto-
Onkogen Rat sarcoma (Ras) aktiviert, dass daraufhin die Serin/Threonin-
Proteinkinase rapidly growing fibrosarcoma (Raf), eine MAP3-Kinase (147, 148)
durch Phosphorylierung aktiviert. Die phosphorylierte MAP3-Kinase aktiviert
nachfolgend die MAP2-Kinase MEK 1/2 (146, 149). Als letzte Stufe der Kaskade
wird ERK1/2 als MAPK aktiviert. Die ERK-Kinase phosphoryliert im Zellkern eine
Gruppe von Substratproteine, wie die ribosomal S6 kinase (RSK) oder

Transkriptionsfaktoren (150).

6.2. p-38-Aktivierungskaskade

Eine weitere Kaskade flihrt zu der Aktivierung der MAP-Kinase p38. Diverse
extrazelluldre Stimuli wie UV-Licht, Hitze oder entziindungsférdernde Zytokine
(z.B. TNF-a oder IL-1) aktivieren diesen Signalweg (151, 152). Oben genannte
Stimuli filhren zur Aktivierung der MAP3-Kinasen apoptosis signal-regulated
kinase 1 (ASK1), TAK1 oder der Mitogen aktivierenden Proteinkinasen-Kinasen
(MEKK 1-4). Die nachfolgend an ihren Serin/Threoninresten phosphorylierten
MAP2-Kinasen sind MKK3 und MKK®6 (152, 153). AnschlieBend wird p38 durch
die gleichzeitige Phosphorylierung von Thr-180 und Tyr-182 aktiviert (152).



II. LITERATURUBERSICHT 16

Wichtige von p-p38 aktivierte Transkriptionsfaktoren stellen zum einen activating
transcription factor 1 (ATF1), ETS transcription factor ELKI (Elk-1) oder HMG
box-containing protein 1 (HBP1) dar (154, 155).

6.3. SAPK/JNK-Aktivierungskaskade

Als letzte Kinase in der Gruppe ist JNK zu beschreiben. Beziiglich der Aktivierung
sind einige Uberschneidungen der extrazelluliren Stimuli zu der
Aktivierungskaskade von p38 erkennbar. Neben Umweltstress spielen
entziindungsfordernde Zytokine als Stimuli eine wichtige Rolle (156, 157, 158).
Nach der Bindung von Zytokinen an einem Rezeptor wird MEKK 1-4 oder ASK1
oder MLK oder TAKI1 aktiviert und kann die nachgeschaltete MAP2-Kinase
MKK4 und 7 aktivieren (142). Die MAP2-Kinase phosphoryliert JNK an Thr-183
und -185. Als wichtigstes Substrat von JNK fungiert c-Jun ebenso ATF2, Elk-1 und
p53 (159, 160). Im Gegensatz zu p38 wurden zwei JNK-Kinasen gefunden, und
zwar JNK1 und 2 mit einer Gro3e von 46 und 55 kDa, wobei letztere eine héhere
Affinitdt zu c-Jun aufweist (161). Ein weiteres wichtiges Ziel von JNK stellt der
Transkriptionsfaktor activator protein 1 (AP-1) dar, bestehend aus Jun und FOS
(162).
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Abbildung 4:  Signalwege der MAP-Kinasen

Nach Bindung des Wachstumsfaktors an einen Zellmembranrezeptor erfolgt die Ras- und
nachfolgend die Raf-Aktivierung. Die Aktivierung der nachfolgenden verschiedenen
MAP-Kinasen (MAP3K und MAP2K) fiihrt schlieBlich zur Phosphorylierung von
ERK1/2. Die Aktivierung der MAP-Kinasen JNK und p38 erfolgt analog dazu zum einen
mittels Zytokinbindung an einen Rezeptor, zum anderen durch Umweltstress. Nachfolgend
werden diverse MAP3Ks phosphoryliert, was schlieBlich zur Phosphorylierung von
MKK4/7 oder MKK3/6, der MAP2Kinase fiihrt.

6.4. Verbindung zwischen MAP-Kinasen und Apoptose

Wie unter II 6. beschrieben, regulieren die MAP-Kinasen eine Vielzahl
biologischer Prozesse. Abhidngig von den Stimuli und/oder dem Zelltyp kann
beispielsweise nach der JNK-Aktivierung die Zellproliferation oder Apoptose

erfolgen. Die MAP-Kinasen haben Einfluss auf die Spiegel von sowohl pro- als
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auch anti-apoptotischen Proteinen. JNK und p-p38 regulieren den
Transkriptionsfaktor p53. Die von den MAP-Kinasen vermittelte Phosphorylierung
stabilisiert p53 und kann die Apoptose initiieren (163). Ebenso ermoglicht die
Phosphorylierung von p53 eine Komplexbildung mit p73, was nachfolgend die
Expression der pro-apoptotischen Proteine Puma und NOXA induziert (164). In
primdren Neuronen konnte gezeigt werden, dass JNK die Phosphorylierung des
Serinrestes von Bad induziert und dessen apoptotische Wirkung fordert (165).
Sowohl die durch JNK als auch p38 (166) vermittelte Bim Phosphorylierung
verstirkt die Bax-abhéngige Apoptose (167). Die ERK1/2-Aktivierung ist oftmals
mit anti-apoptotischen Effekten assoziiert (168). ERK1/2 kann Bimgp direkt
phosphorylieren, was den proteosomalen Abbau von Bim fordert und die Bindung

von Bimgr an Proteine der Bel-2-Familie hemmen kann.

7. Immunsystem

Unser Organismus ist stindig Pathogenen ausgesetzt, die vom Korper erkannt und
beseitigt werden miissen. Bereits im Jahr 430 v. Chr. beschrieb der griechische
Historiker Thukydides, wie Menschen sich von einer bakteriellen Erkrankung
erholten und kein weiteres Mal erkrankten (169). Genau diese Beobachtung ist auf
unser Immunsystem zuriickzufiihren. Es wird das angeborene und erworbene
Immunsystem mit unterschiedlichen Zelltypen unterschieden. Zu den Zellen des
angeborenen Immunsystems gehoren unter anderem Makrophagen, dendritische
Zellen, Innate lymphoid cells (ILC) und Granulozyten. Mikroorganismen werden
von diesen Zellen durch keimbahnkodierte Mustererkennungsrezeptoren erkannt,
wie beispielsweise die toll-like-Rezeptoren (170). Durch diese Erkennung und
Rezeptorbindung konnen weitere Signalwege, wie der NF-kB-Signalweg, durch
das Adapterprotein myeloid differentiation primary response 88 (MyD88) aktiviert
werden (171). Die angeborene Immunantwort ist nicht gezielt gegen bestimmte
Pathogene gerichtet, aber diese Immunzellen treffen nach Kontakt eines Pathogens
als erste am Infektionsort ein und bilden so die erste Verteidigungslinie. Die
erworbene oder spezifische Immunreaktion auf der anderen Seite ist, wie der Name
vermuten ldsst, spezifisch gegen einzelne Mikroorganismen gerichtet, indem

spezifische Antikorper sezerniert und Antigen-Rezeptoren exprimiert werden. T-
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und B-Lymphozyten, die Zellen der erworbenen Immunitét, benotigen fiir ihre
Stimulation die Interaktion mit Antigen-prdsentierenden Zellen. Nach einer
Infektion entsteht ein immunologisches Gedéchtnis, das bei einer Re-Infektion zur
klonalen Expansion dieser antigenspezifischen T- und B-Gedichtniszellen und zu

einer schnellen Bekdmpfung des Erregers fiihrt.

7.1. Chemokine und Zytokine

Chemokine (chemotaktische Zytokine) sind kleine Proteine, die die Wanderung
von Immunzellen steuern und somit eine wesentliche Funktion u.a. innerhalb des
Immunsystems einnehmen (172, 173). Es kann zwischen entziindlichen und
homoostatischen Chemokinen unterschieden werden (174). Ende der 80er Jahre
wurden die ersten Chemokine (CXCL-8 und CCL-2) beschrieben (175). Auf
Grundlage der Anordnung der beiden N-terminalen Cysteinreste wurden 4 Gruppen
mit den zwei groflen Untergruppen CXC und CC innerhalb der Chemokin-Gen-
Superfamilie definiert. Der Unterschied zwischen diesen Gruppen besteht darin,
dass eine Aminoséure (X) zwischen den Cysteinresten vorkommt oder nicht. (176,
177) Diese Proteine binden an eine Untergruppe der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren der Klasse A (178, 179). Die daraus entwickelte Chemokin-Rezeptor-
Nomenklatur lautet CC, CXC, XC oder CX3C gefolgt von R (Rezeptor) und einer
Zahl. Zytokine sind Proteine mit einem niederen Molekulargewicht (6-70 kDa), die
von diversen Zellen (Lymphozyten, Makrophagen, Natural killer cells (NK),
Epithelzellen oder Stromazellen sezerniert werden (180). Sie konnen Immun- und
Entziindungsreaktionen steuern und daher als Marker diverser Krankheiten dienen
(181).Die Hauptfunktion der Chemokine CXCL-1-8 (menschliches CXCL-8 wird
1. allg. als IL-8 bezeichnet) liegt in der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten
zu Entziindungsgebieten (182). Die biologische Wirkung der Chemokine wird erst
nach der Bindung an deren korrespondierenden Rezeptor erreicht. Bei IL-8 ist es
eine Bindung an CXCR1/2 (183). IL-8 wird sowohl von Immunzellen als auch von
mesenchymalen Zellen sezerniert (184). Wie viele andere Chemokine dient IL-8
als Chemoattraktor fiir Immunzellen, fordert aber auch die Zellproliferation (185),
die Invasion und den epithelial-mesenchymalen Ubergang (186). AuBerdem
iibernimmt es Funktionen in der Angiogenese und kann so zur Tumorgenese
beitragen (186, 187, 188). IL-6 wird von T- und B-Lymphozyten, Endothelzellen,

Fibroblasten und vielen weiteren Zellen sezerniert und vermittelt sowohl die
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Differenzierung von B-Lymphozyten zu Plasmazellen als auch die Aktivierung und
Differenzierung von T-Zellen (189). CCL-1, CCL-16, CCL-18 und CCL-23 steuern
die Rekrutierung von Monozyten, Eosinophilen und T-Zellen (172).

T-Zellen produzieren eine Vielzahl von Zytokinen, z. B. Zytokine Typ I (z.B. IL-
2, IL-12, Interferon (IFN)-y und TNF-B) und Typ II Zytokine (z.B. IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10 und IL-13) (190). Weitere Kategorien sind Tumornekrosefaktoren,
Interleukine, Interferone, koloniestimulierende Faktoren und transformierende
Wachstumsfaktoren. In Bezug auf ihre Funktion kdnnen Zytokine auch in pro- und

antiinflammatorische Zytokine unterteilt werden (191).

7.2. Zellen der angeborenen Immunabwehr
7.2.1.  Myeloide Zellen

Myeloide Zellen gehoren zur angeborenen Immunabwehr und beinhalten unter
anderem die Granulozyten. Diese lassen sich in neutrophile, eosinophile und
basophile Granulozyten, charakterisiert durch deren jeweilige Granula,
unterscheiden. Eosinophile und in geringem Umfang auch die Basophilen sind an
der Entstehung zahlreicher Entziindungsprozesse beteiligt, in erster Linie
parasitirer Helmintheninfektionen, Gewebeverletzungen oder allergischen
Erkrankungen (192, 193). Alle drei Granulozyten-Subtypen entstehen im
Knochenmark und differenzieren sich aus der gleichen myeloischen Vorlduferzelle,
die sich wiederum aus der multipotenten Vorlduferzelle und aus der
hédmatopoetischen Stammzelle differenziert. In dieser Arbeit wird der Fokus

lediglich auf die neutrophilen Granulozyten und Monozyten gelegt.

7.2.2.  Neutrophile Granulozyten

Nach Vollendung der Reifung im Knochenmark regulieren neutrophile
Granulozyten (Neutrophile) den CXC-Motif-Chemokinrezeptor (CXCR)4
herunter, wohingegen sie im Falle einer Entziindung und der damit verbundenen
Freisetzung aus dem Knochenmark und Infiltration ins Gewebe verstirkt CXCR2
hochregulieren. CXCR2 wirkt als zweite Chemokin-Achse antagonistisch auf
CXCR4 (194). Neutrophile wandern als erste Leukozyten in Infektions- und
Entziindungsgebiete ein (195). Damit Neutrophile aus den Blutgefilen in das

Gewebe migrieren konnen, sind Chemokine zur Rekrutierung notwendig (196,
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197). Residente Makrophagen oder Monozyten, die zuvor eingedrungene
Pathogene phagozytiert haben, sezernieren chemotaktische Botenstoffe wie CXCL-
1 oder CXCL-2, was zur Aktivierung von Endothelzellen und der Rekrutierung der
Neutrophilen fiihrt. Aktivierte Endothelzellen kdnnen im spéteren Verlauf ebenfalls
Chemokine ausschiitten, die eine Adhision der Neutrophilen am Endothel und die
anschlieBende Migration in das Infektionsgewebe ermoglichen (198, 199).
Neutrophile konnen Pathogene phagozytieren (200). Die Granula der Neutrophilen
enthalten diverse antimikrobielle Proteine, die nach der Fusion der Granula mit dem
pathogenhaltigen Phagosom zur Zerstdrung der Pathogene beitragen (201, 202).
Weiterhin schiitten Neutrophile Zytokine aus, die weitere Immunzellen rekrutieren
konnen. Ebenso ist es Neutrophilen moglich mit anderen Immunzellen zu
interagieren. Beispielsweise konnen Neutrophile dendritische Zellen aktivieren
(203) oder mittels IL-12 die Umwandlung von naiven T-Zellen zu T-Helferzellen
vom Typ 1, die IFN-y freisetzen, fordern (204). Des Weiteren kdnnen Neutrophile
iiber Fc-Rezeptoren an das von B-Zellen sezernierte Immunglobulin G (IgG) und

IgA auf oppsonierten Pathogenen binden (205).

7.2.3.  Monozyten

Ebenso wie die oben beschriebenen neutrophilen Granulozyten differenzieren die
Monozyten aus der granulozytdren/monozytiren Vorlduferzelle {iber die
monozytdre/dendritische Vorlduferzelle. Monozyten zdhlen zusammen mit
dendritischen Zellen und Makrophagen zu den mononukledren Phagozyten (206).
Beim Menschen werden die verschiedenen Monozytengruppen anhand der
Expression des Monozyten spezifischen CD-14 und Koexpression des CD-16-
Antigens unterschieden (207). Die Monozyten der Miuse werden anhand der
Lymphocyte antigen 6C (Ly-6C) Expression definiert, wobei im Blut zusitzlich
zwischen stark Ly6Ch (,,classical monocytes*) und schwach Ly6CY (,non-
classical, patrolling monocytes*) unterschieden wird (206). Ly6C" Monozyten
wandern aus dem Knochenmark und dem Blut in entziindetes Gewebe ein, als
Reaktion auf  monocyte-chemoattractant-proteins  (MCPs), die CC-
Chemokinrezeptor Typ 2 (CCR2), der auf der Oberfliche der Monozyten
exprimiert wird (208) aktivieren (209, 210). Sie kénnen auch Interferon Typ 1 als
Reaktion auf eine Virusinfektion produzieren (211). Ins Gewebe eingedrungene

Monozyten kdnnen sich zu Gewebemakrophagen (212) oder dendritischen Zellen
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weiter differenzieren (213). Ly6C®¥ Monozyten verbleiben im GefédBsystem und
patrouillieren die GefdBwand nach Verletzungen ab. Dieses Patrouillenverhalten ist
von der erhohten Expression von C-X3-C Chemokinrezeptors 1 (CX3CRI)
abhingig, ebenso ist der Transkriptionsfaktor Nuclear receptor subfamily 4 group
A member 1 (NR4A1l) fir die Entwicklung dieser Subpopulation aus den
Knochenmarkvorldufern essenziell (214, 215, 216, 217).

7.2.4.  Innate lymphoid cells (ILC)

ILCs gehoren wie die myeloiden Zellen dem angeborenen Immunsystem an,
allerdings mit dem Unterschied, dass ILCs sich aus der lymphoiden Vorlduferzelle
weiter differenzieren (218). Aus der gleichen Vorlduferzelle entwickeln sich auch
die T- und B-Lymphozyten, zugehdrig zu dem erworbenen Immunsystem. Im
Gegensatz zu letzteren beschriebenen Lymphozyten besitzen ILCs keinen T-Zell
(TCR)- oder B-Zell-Rezeptor (BCR) (219). Die ILCs lassen sich in 3 verschiedene
Gruppen unterteilen und unterscheiden sich untereinander in Bezug auf ihre
Zytokinproduktion, Expression von Transkriptionsfaktoren und Effektorfunktion
(218). Hauptséchlich sind ILCs auf Schleimhautoberfldchen, wie in der Lunge, dem
Gastrointestinal- oder dem Urogenitaltrakt und nur mit Ausnahme in lymphatischen
Organen vorzufinden (220). Sie spielen im Epithelgewebe eine wichtige Rolle in
der Abwehr gegen Pathogene und bei der Gewebereparatur, sowie im Rahmen der
Gewebehomoostase (221). Vertreter der ILCs der Gruppe 1 stellen die NKs dar, die
in den 70er Jahren erstmals beschrieben wurden und im Gegensatz zu ILCs anderer
Gruppen zytotoxisch sind (222). ILC1-Zellen reagieren auf IL-12, exprimieren den
Transkriptionsfaktor 7-box transcription factor TBX21 (T-bet) und sezernieren die
T-Helferzellen (TH)-1-assoziierten Zytokine IFNy und TNF (223, 224, 225, 226).
ILCs der Gruppe 2 reagieren auf IL-25 und IL-33, benétigen fiir ihre Entwicklung
den Transkriptionsfaktor GATA3 (227) und produzieren die TH2-assoziierten
Zytokine IL-5 und IL-13 (228, 229, 230, 231). ILCs der Gruppe 3 reagieren auf IL-
7, bendtigen den Transkriptionsfaktor RORyt und produzieren die THI17-
assoziierten-Zytokine IL-17 und IL-22 (232, 233, 234).
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7.2.5. Natiirliche Killerzellen

Wie unter 11 7.2.4 beschrieben, gehdren die NK-Zellen der Gruppe 1 der ILCs an.
Ihre Hauptaufgabe besteht darin, als zytotoxische Immunzellen infizierte Zellen
anhand des Verlusts des Major histocompatibility complex (MHC-I) zu erkennen,
Perforin und Granzyme auszuschiitten und deren Apoptose einzuleiten (235, 236).
Die Gruppe der NK-Zellen ist heterogen und geprigt von phénotypischen und
funktionellen Unterschieden innerhalb der Gruppe (237, 238). Seit ldngerer Zeit
waren die im Blut zirkulierenden conventional NK cells (¢cNK) bekannt, und vor 10
Jahren wurden sogenannte tissue-resident NK cells (trNK) in Leber, Niere, Uterus
und Haut beschrieben (239, 240, 241). Die Entwicklung der NK-Zellen beginnt im
Knochenmark. Es folgen diverse Entwicklungsstadien, die durch den Erwerb und
Verlust verschiedener Oberflaichenmarker, NK-Zellrezeptoren und Integrine
gekennzeichnet sind (242). Allen Untergruppen gemeinsam ist die lymphoide
Vorlauferzelle (243). Besonders wichtig fiir die Vermehrung und Differenzierung
hin zur reifen NK-Zelle ist das von den Stromazellen des Knochenmarks
exprimierte IL-15 (244, 245, 246). Eine hohe Expression von CD11b und CD43
kennzeichnet die terminale Reifung (242). Reife NK- Zellen sezernieren Zytokine
wie IFN-y, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) und
TNF-a, die auch als Schnittstelle zur erworbenen Immunantwort und Interaktion
mit T-Lymphozyten dienen (247, 248). Eine Besonderheit stellen die NKT-Zellen
dar, die sowohl den T-Zell-Rezeptor als auch verschiedene Rezeptoren der NK-

Linie (NK1.1, NKG2D, Ly49) exprimieren (249, 250).

7.3. Zellen der adaptiven Immunabwehr
7.3.1. T- und B-Lymphozyten

Sowohl B- als auch T-Lymphozyten differenzieren sich aus der lymphoiden
Vorlduferzelle. In dieser Arbeit werden ausschlieBlich die T-Lymphozyten
behandelt. Aus dem Knochenmark wandern die Vorldufer der T-Lymphozyten in
den Thymus ein, denn dort findet die weitere T-Zell-Entwicklung mittels positiver
und negativer T-Zell-Rezeptorselektion statt (251, 252). Reife T-Zellen werden
anhand ihrer Expression des Zelloberflichenmarkers funktionell in zwei Gruppen
eingeteilt und zwar CD4+ und CD8+ (253). CD8+ T-Zellen interagieren spezifisch
mit Peptiden des MHC-I Komplexes, CD4+ T-Zellen erkennen an MHC-Klasse-11
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gebundene Peptide (254). Aus dem Thymus wandern die reifen T-Zellen in den
Blutkreislauf und in die lymphatischen Organe ein, wo sie iiber ihre T-Zell-
Rezeptoren Kontakt zu Antigenen von zuvor eingedrungenen Pathogenen
bekommen und mittels Antigenprisentierender Zellen aktiviert werden (255).
CD4+ T-Zellen werden auch als T-Helferzellen bezeichnet und tragen durch
Zytokinproduktion zu Immunreaktionen bei (256). Innerhalb der T-Helferzellen
lassen sich drei Gruppen unterscheiden: zum einen die TH1-Zellen, die u.a. IFN-y
produzieren, zum anderen die TH2-Zellen, die IL-5 oder IL-13 produzieren (257,
258). Des Weiteren wurden auch noch TH-17-Zellen beschrieben, die durch IL-17-
Produktion gekennzeichnet sind und auf extrazelluldre Pathogene reagieren, sowie
eine Rolle bei Autoimmunerkrankungen spielen (259). CD8+ T-Zellen bendtigen
fiir ihre Aktivierung zusétzlich zu der oben beschriebenen Selektion noch Stimuli
von CD4+ T-Zellen. CD8+ T-Zellen konnen als zytotoxische Zellen Perforin und
Granzym ausschiitten und die Apoptose von infizierten Zellen auslosen (260, 261).
Nach der Beseitigung von Pathogenen beziehungsweise infizierten Zellen werden
die T-Zellen iiber Apoptose eliminiert oder differenzieren sich zu Gedéchtniszellen

weiter (262).

8. Pathogene

In dieser Arbeit wurden bestimmte spezifische Pathogene verwendet, die hier kurz

besprochen werden.

8.1. Salmonella Typhimurium

Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium (Sal/monella
Typhimurium) ist ein gramnegatives, fakultativ intrazelluldres Bakterium und
gehort zur Familie der Enterobacteriaceae. Salmonellen kdnnen je nach Serotyp
und Wirt sowohl eine Gastroenteritis als auch eine systemische Typhuserkrankung
hervorrufen. Salmonella Typhimurium kann beim Menschen durch orale
Aufnahme kontaminierter Lebensmittel eine akute Darmentziindung ausldsen
(263). Ein Virulenzfaktor, der besonders in der Anfangsphase der Infektion eine
grole Rolle spielt, sind die Geifleln auch Flagella genannt. Diese sind lange

spiralformige Fortsétze, die es dem Bakterium ermoglichen, sich in Fliissigkeiten
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fortzubewegen und auf festen Oberflichen zu schwérmen. Diese sind unerldsslich
um die Invasionsstelle, die microfold (M)-Zellen zu erreichen (264). Die M-Zellen
sind in dem Follikel-assoziierten Epithel enthalten, das die Peyer-Plaques, eine
Ansammlung von Lymphfollikeln, umgibt. Luminale Bakterien kdnnen mittels
Transzytose von den M-Zellen auf die basolaterale Seite transportiert werden (263).
Salmonellen verfiigen {liber Pathogenitétsinseln (Salmonella pathogenicity island
(SPIs)), genomische Abschnitte, die Virulenzfaktoren tragen und durch
Wechselwirkungen mit dem Wirt dessen Abwehrmechanismen stéren (265). SPI-
1, das auf dem Typ-IlI-Sekretionssystem (T3SS) codiert ist, ist hauptsichlich fiir
das Eindringen beziehungsweise die Endozytose der Bakterien in die Epithelzellen
des Darms verantwortlich (266, 267, 268). Die Invasion der Salmonellen in die
Epithelzellen kann auch durch Unterbrechung der ,,Tight Junctions* erfolgen (269).
SPI-2 kodiert fiir ein weiteres Typ-1II-Sekretionssystem, das nach der Uberwindung
der Darmepithelbarriere durch die Salmonellen eine wichtige Rolle spielt. Die
Bakterien werden von Makrophagen phagozytiert und replizieren in einem
vakuoldren Kompartiment im Zytoplasma der Salmonella containing vacuole
(SCV) (263, 270). Typhoidale Serovare der Salmonellen konnen so die Leber,
Lunge und Lymphknoten erreichen (263). Ebenso konnen die Salmonellen durch
CD18-exprimierende Fresszellen aus dem Magen-Darm-Trakt in die Blutbahn
gelangen (271). Die Expression von entziindungsfordernden Zytokinen wird bei
Kontakt mit extrazelluldren Salmonellen mittels 7oll-like-Rezeptoren vermittelt
und intrazelluldr durch NOD-/ike-Rezeptoren. Diese Rezeptoren, die auch als
,Mustererkennungsrezeptoren‘ bezeichnet werden, gehoren der Familie der pattern
recognition receptors (PRR) an, die Pathogene anhand ihrere spezifischen
Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) erkennen konnen. Die
Zytokinausschiittung (zum Beispiel IL-8) fiihrt nachfolgend unter anderem zu der
Rekrutierung von Neutrophilen (272). Nach einer Salmonelleninfektion konnten
subletale DNA-Schéden beobachtet werden (8). Ebenso ist die Aktivierung des
MAPK- und AKT-Signalwegs durch von Salmonella enterica sezernierten

Effektoren beschrieben (273).
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8.2. Chlamydia muridarum

Chlamydien sind obligat intrazelluldre, gramnegative Bakterien und gehdren zur
Familie der Chlamydiaceae. Beim Menschen ist Chlamydia trachomatis fiir
Erkrankungen und Gewebeschéden des weiblichen Genitaltrakts verantwortlich.
Das Aufsteigen der Chlamydien in den oberen Genitaltrakt kann schwerwiegende
Folgen haben, wie wunter anderem  Unfruchtbarkeit, entziindliche
Beckenerkrankungen und aus der Entziindung resultierende
Eileiterschwangerschaften (274, 275). Als Tierinfektionsmodell wird die Infektion
mit Chlamydia muridarum bei Méusen verwendet (276), denn diese &hnelt der
Pathogenese von Chlamydia trachomatis beim Menschen und gibt somit
Aufschluss  iiber immunologische  Fragestellungen und  entstehende

Gewebeschiden.

8.2.1.  Entwicklungszyklus der Chlamydien

Chlamydien durchlaufen einen biphasischen Entwicklungszyklus, das heilit, es
existieren zwei funktionell und morphologisch unterschiedliche Formen, zum einen
die infektiosen, aber nicht vermehrungsfidhigen Elementarkorperchen (EB), zum
anderen die nicht infektidsen, aber vermehrungsfihigen Retikularkdrperchen (RB)
(277, 278) (Abbildung 5). Die EBs sind lediglich 0,3 pM grof3, und ihre Membran
ist durch ein Netz von cysteinreichen Proteinen gekennzeichnet, die iiber
Disulfidbriickenbindung verbunden sind (279). Diese Membranstruktur ermoglicht
eine osmotische Stabilitdt und Resistenz gegeniiber Belastungen der extrazelluldren
Umgebung. Mehrere bakterielle Adhédsine und Proteine sind fiir die Bindung und
den Eintritt in die Wirtszelle notwendig (280). Dazu gehoren Glykosaminoglykane
(281, 282) das Oberflachenprotein large cysteine-rich periplasmic (OmcB) (283)
das Hitzeschockprotein 70 (279), die polymorphic membrane protein Familie
(PmpD) (284) und das Hauptprotein der duBeren mitochondrialen Membran (285),
das an den Mannose-Rezeptor und den Mannose-6-Phosphat-Rezeptor bindet
(286). Auf Seiten der Wirtszelle sind filir den Eintritt in die Wirtszelle bedeutende
Proteine das Epithelmembranprotein 2 (287), der Mannose-6-Phosphat-Rezeptor
(288), der Ostrogenrezeptorkomplex (289) und Thrombozyten-Wachstumsfaktor-
Rezeptor. Die Proteindisulfidisomerase (290), ein Protein der Wirtszelle, ist an der
Bindung der Bakterien und dem Eintritt der Elementarkorperchen beteiligt (291).
Mittels des Typ-IlI-Sekretionssystems werden bakterielle Effektormolekiile durch
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die Wirtsmembran in das Zytoplasma der Wirtszelle injiziert, sowie der
Internalisierungsprozess des EBs im Endosom beziehungsweise Einschluss
(Inclusion) initiiert (292, 293). Die Einschliisse entstehen, indem EBs in
membrangebundene Vakuolen aufgenommen werden, die fusionieren kdnnen.
Bedeutend ist, dass das Bakterium den Einschluss so modifiziert, dass es vor dem
lysosomalen Abbau durch die Wirtszelle geschiitzt ist (294). Innerhalb dieses
Einschlusses differenzieren die EBs zu den Retikularkdrperchen (295). Mittels
Mikrotubuli der Wirtszelle werden die Chlamydien in die Peri-Golgi-Region
transportiert (296). Dort interagieren die Chlamydien mit exozytotischen Vesikeln,
um Lipide und diverse andere Stoffwechselprodukte aus der Wirtszelle zu
gewinnen (297, 298). Die RBs replizieren sich asynchron durch bindre Spaltung
innerhalb des Einschlusses und nach 48-72 h differenziert die Mehrheit der RBs
wieder in EBs (277). Die EBs gelangen entweder durch Lyse der Zelle oder durch
Extrusion (Ausschleusung der Chlamydien innerhalb ihrer Einschliisse) in die
extrazellulire Umgebung (299, 300). Ebenso konnte in vitro gezeigt werden, dass
bei einer gleichzeitigen Infektion mit Herpes simplex Viren die RBs in einen

persistierenden Zustand in der Wirtszelle tibergehen konnen (301).
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Abbildung 5:  Entwicklungszyklus von Chlamydia trachomatis/muridarum

EBs (infektios, nicht vermehrungsfihig) dringen mittels Endozytose in die Wirtszelle ein,
wo sie innerhalb des Einschlusses (/nclusion) zu RBs differenzieren, welche nachfolgend
replizieren konnen. Am Ende des Zyklus re-differenzieren die RBs wieder zu EBs und
konnen nach der Zelllyse erneut Zellen infizieren oder sie werden mittels Extrusion aus der
Zelle ausgeschleust. (Nach einer Vorlage von Dr. Svenja Barth, 2020).
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8.2.2. Immunreaktion auf Chlamydieninfektion

Zu fritheren Zeitpunkten der C. trachomatis oder muridarum Infektion kommt es
zum Einstrom von Neutrophilen in das submukdse/mukdse Gewebe (302). Die
Ansammlung von Neutrophilen kann Epithelschdden fordern und die
Barrierefunktion storen (303) sowie zu langfristigen Schéden beitragen (304). Es
wurden diverse Rezeptoren beschrieben, wie zum Beispiel der triggering receptors
expressed on myeloid cells (TREM-1), ein Rezeptor, der sich auf Monozyten und
Neutrophilen befindet und zur Aktivierung fithren kann (305, 306). Zu spiteren
Zeitpunkten kommt es zum CD4+ und CD8+ T-Zell Einstrom in das
Entziindungsgebiet (303). Zytotoxische Lymphozyten verwenden Granzym B, um
in Zielzellen Apoptose zu aktivieren (307). Zusédtzlich kommt es zur Sezernierung
der proinflammatorischen Zytokine IL-8, IL-6 und GM-CSF der Epithelzellen
(308).
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1. Material

1.1.

MATERIAL UND METHODEN

Gerite und Gebrauchsgegenstinde

Tabelle 1: Gerite und Gebrauchsgegenstinde

Bezeichnung Name Firma
Chemilumineszenz- Intas ECL Chemocam Intas Science Imaging
System Imager Instruments GmbH, Gottingen,
DE
Durchflusszytometrie: LSR Fortessa™ Becton Dikinson, Franklin
Lakes, USA
Calibur Becton Dikinson, Franklin
Lakes, USA
Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ-9000 Keyence Operation, Osaka,
JPN
Homogenisierer FastPrep”24 MP Biomedicals GmbH,
Eschwege, DE
Inkubatoren Huminity chamber cell Heraeus, Hanau, DE
240
Incubator Hood TH 30 Thermo Fisher Scientific ™,
Waltham, MA, USA
Lichtmikroskop Axiovert 40C Carl Zeiss AG, Oberkochen,
DE
Mikroplattenlesegerit TECAN Spark 10M® Tecan Group Ltd., CH
PCR Zykler T 3000 Thermocycler Analytik Jena AG, Jena, DE
Biometra
Sonikator Biorupter Plus Diagenode, Seraign, BEL
Spektralphotometer Nanodrop Thermo Fisher Scientific ™,
Waltham, MA, USA
Thermomixer I Thermomixer comfort Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf, DE
Thermomixer II. QuantStudio™ 5 Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, MA, USA
Western Blot Transfer Trans-Blot® Turbo™ Bio-Rad Laboratories Inc.,
System Transfer System Hercules, USA
Zellzahler CASY® cell counter Hoffmann La Roche, Basel,
CH
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Zentrifugen: Mikrofzentrifuge Carl ROTH GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE
Multizentrifuge 3 SK Plus | Heraeus, Hanau, DE
Multizentrifuge™ X3R Heraeus, Hanau, DE
Multizentrifuge 3 S-R Heraeus, Hanau, DE
Zentrifuge 5430R Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf, DE
1.2. Zelllinien
Tabelle 2: Zelllinien
Zelllinie Beschreibung/ Bereitgestellt/ Name des
(CRISPR/Cas9 generiert durch | enkodierten
Mutante des Gens/ Proteins
iiberexprimiertes
Protein)
HelLa 229 ATCC Cat# CCL- | Prof. T. Rudel, -
(Henrietta Lacks) 21 Universitit
Wiirzburg,
Humane
Zervixkarzinomzellen
HeLa 229 non-targeting J. Vier, IMMH -
lentiCRISPRvV2 puro | gRNA Freiburg
CTRL3
HeLa 229 APAF- C. Hofer, IMMH | Apoptotic
lentiCRISPRv2_ puro 1/KIAA0413 Freiburg protease-
APAF-1 activating factor 1
HeLa 229 BAK1 Dr. C. Waguia Bcl-2
lentiCRISPRv2_ puro Kontchou, IMMH | homologous
BAK Freiburg antagonist/killer
HeLa 229 BAX Dr. C. Waguia Bcl-2-associated
lentiCRISPRvV2_ puro Kontchou, IMMH | X protein
BAX Freiburg
HeLa 229 BAX, BAK1 J. Vier, IMMH | Apoptosis
lentiCRISPRvV2_ puro Freiburg regulator BAX;
BAX gRNAS5 Klon Bcl-2
19/BAK gRNA 1 homologous
antagonist/killer
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HeLa 229 BCL-X. Dr. C. Waguia B-cell lymphoma-

lentiCRISPRvV2_ puro Kontchou, IMMH | extra large

BCL-XL Freiburg

HeLa 229 pEF1-GW- | BCL-X. Dr. C. Waguia B-cell lymphoma-

puro-mBCL-X, Kontchou, IMMH | extra large

iiberexprimierend Freiburg

HeLa 229 CAD/DFFB/DFF2/ | Dr. C. Waguia Caspase-

lentiCRISPRV2_puro | pppg0 Kontchou, IMMH | activated DNase

CAD Freiburg

HeLa 229 CASP8 Dr. S. Gradzka- Caspase-8

lentiCRISPRv2_ puro Boberda, IMMH

Caspase-8 gRNA A Freiburg

HeLa 229 CASP9 Dr. S. Gradzka- Caspase-9

lentiCRISPRv2 puro Boberda, IMMH

Caspase-9 gRNA 1 Freiburg

HeLa 229 CASP9 Dr. S. Gradzka- Caspase-9

lentiCRISPRv2_ puro Boberda, IMMH

Caspase-9 gRNA 2 Freiburg

HeLa 229 MCL-1 Dr. C. Waguia Myeloid cell

lentiCRISPRv2_ puro Kontchou, IMMH | leukemia

Mcl-1 Freiburg

HeLa 229 PARL Dr. S. Gradzka- Presenilin-

lentiCRISPRv2_ puro Boberda, IMMH associated

PARL gRNA 2 Freiburg rhomboid-like
protein

HeLa 229 Basiert auf HeLa Dr. I. Gentle, -

lentiCRISPRv2 puro | CTRL3 co- IMMH Freiburg

hCTRL expressing pTRH1-

sgRNA3/pTRH1- NFxB-mCMV-

NFxB-mCMV- dscGFP

dscGFP

HeLa 229 Basiert auf HeLa Dr. I. Gentle, -

lentiCRISPRv2 puro | BAX/BAK dko IMMH Freiburg

hBAX sgRNA 1 + gRNA 1 co-

hBAK sgRNA 1/ expressing pTRH1-

pTRHI1- NF«B- NFxB-mCMV-

mCMV-dscGFP dscGFP
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HeLa 229 SMAC/DIABLO Dr. A. Haimovici, | Second
lentiCRISPRvV2_ puro IMMH Freiburg mitochondria-
SMAC gRNA 2 derived activator

of caspase/ Diablo
[AP-binding
mitochondrial
protein
HeLa 229 XIAP Dr. S. Gradzka- E3 ubiquitin-
lentiCRISPRvV2_ puro Boberda. IMMH | Protein ligase
XIAP gRNA 1 ) XIAP; X-linked
Freiburg inhibitor of
apoptosis protein

1.3. Bakterien

Tabelle 3: Bakterien
Stamm Bereitgestellt durch

Chlamydia muridarum MoPn

(03DC39)

Dr. Konrad Sachse, Universitit Jena, DE

Salmonella Typhimurium 18882 (s.
enterica subsp. I serovar

Typhimurium)

Patientenisolat aus dem Institut fiir
Mikrobiologie der Universitétsklinik Freiburg

1.4.

Tabelle 4: Antibiotika

Antibiotika

Name Katalog Nummer Hersteller

Ciprofloxacin 03277618 (PZN) Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, DE

Gentamicin 15750-060 Thermo Fischer Scientific™, Waltham,
MA, USA

Penicillin/ 15140130 Thermo Fischer Scientific™, Waltham,

Streptomycin MA, USA

Vancomycin - Apotheke des Universitétsklinikums
Freiburg
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1.5. Antikorper

1.5.1.

Primiire Antikorper

Tabelle 5: Primére Antikorper

Name Spezies/ Verdiinnung | Katalog- Firma
Wirt nummer
Phospho-Histon Kaninchen | WB: 1:10.000 | 2557 Cell Signaling
H2AX, polyklonal Technology
Europe, B.V.
Frankfurt, DE
Phospho-p44/22 Kaninchen | WB: 1:1.000 4370 Cell Signaling
MAPK (ERK 1/2) Technology
(Thr202/Tyr204) Europe, B.V.
Frankfurt, DE
Phospho-p38 Kaninchen | WB: 1:1.000 4511 Cell Signaling
MAPK Technology
(Thr180/Tyr182) Europe, B.V.
Frankfurt, DE
Phospho-SAPK/ Maus WB: 1:1.000 9255 Cell Signaling
JNK Technology
(Thr183/Tyr 185) Europe, B.V.
Frankfurt, DE,
Phospho-NF-kB Kaninchen | WB: 1:1.000 3033 Cell Signaling
po5 (Ser536) Technology
Europe, B.V.
Frankfurt, DE
Phospho-NF-kB Kaninchen | WB: 1:1.000 4882 Cell Signaling
p100/p52 Technology
Europe, B.V.
Frankfurt, DE
GAPDH Klon 6C5 | Maus WB: 1:20.000- | MAB374 Merck KGaA,
50.000 Darmstadt, DE
a-Tubulin Maus WB: 1:30.000- | T9026 Sigma- Aldrich,
100.000 Steinheim, DE
Aktive Caspase-3 Kaninchen | FACS: 1:400 | 559565 BD Bioscience,
Heidelberg, DE
Aktive Caspase-3 Kaninchen | FACS: 1:800 | 9446S Cell Signaling

Technology
Europe, B.V.
Frankfurt, DE
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1.5.2. Sekundiire Antikorper
Tabelle 6: Sekundire Antikorper
Name Spezies/ | Verdiinnung Katalog- | Firma
Wirt nummer
Anti-Kaninchen | Ziege WB: 1:5.000- A6667 Merck KGaA,
IgG-HRP 10.000 Darmstadt, DE
Anti-Maus IgG- | Ziege WB: 1:2.000- 115-035- | DIANOVA GmbH,
HRP 50.000 166 Hamburg, DE
Anti-Maus IgG- | Esel FACS: 1:500 715-175- | DIANOVA GmbH,
Cy5 151 Hamburg, DE
Anti-Kaninchen | Esel FACS: 1:500 711-545- | DIANOVA GmbH,
IgG-Alexa Fluor Immunfl.: 1:400 152 Hamburg, DE
488
Anti-Kaninchen | Esel FACS: 1:400 711-605- | DIANOVA GmbH,
IgG-Alexa Fluor 152 Hamburg, DE
647

1.5.3.

Tabelle 7: Antikdrper fiir Immunzellfirbung (FACS Fortessa™)

Antikorper fiir Inmunzellfirbung (FACS Fortessa™)

Antigen Konjugat Klon Verdiinnung | Firma

Biotin V500 - 1:800 BD Bioscience,
Heidelberg, DE

CD3 PE 154-2C11 1:200 BioLegend, San
Diego, USA

CD4 FITC 100405 1:200 BioLegend, San
Diego, USA

CD5 Biotin 53-7.3 1:400 eBioscience, Waltham,
USA

CD16/32 - 2.4G2 1:400 BD Bioscience,
Heidelberg, DE

CDl11b AF700 N418 1:400 BioLegend, San
Diego, USA

CDll1c PE/Cy7 N418 1:500 eBioscience, Waltham,
USA

CD19 Biotin MB 19-1 1:200 eBioscience, Waltham,
USA

CD45.2 FITC 47-0454 1:400 BioLegend, San
Diego, USA
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CD49a PE Ha31/8 1:200 BD Bioscience,
Heidelberg, DE

CDo4 PE X54-5/7.1 1:100 BioLegend, San
Diego, USA

CCR2 BV421 SA203G11 | 1:400 BioLegend, San
Diego, USA

Eomes ef660 Danllmag | 1:300 eBioscience, Waltham,
USA

FceRla Biotin 53-7.3 1:300 BioLegend, San
Diego, USA

F4/80 Biotin BMS 1:200 BioLegend, San
Diego, USA

Ly6C PerCP-Cy5.5 | HK 1.4 1:1000 eBioscience, Waltham,
USA

Ly6G Biotin 1A8 1:400 BioLegend, San
Diego, USA

NK 1.1 PE/Cy7 PK136 1:200 eBioscience, Waltham,
USA

Streptavidin | V500 - 1:800 Thermo Fisher
Scientific™, Waltham,
USA

TCRp Biotin H57-597 1:50 BioLegend, San
Diego, USA

TCRB PerCP-Cys5. H57-597 1:50 BioLegend, San
Diego, USA

TCRyd Biotin eBIOGL3 1:100 BioLegend, San
Diego, USA

TNF BV421 MP6-XT22 | 1:300 BioLegend, San
Diego, USA

o-HSP - A57/B9 1:300 Enzo Life Science,
Farmingdale, USA

Ziege-a- AF488 polyklonal | 1:400 DIANOVA GmbH,

Maus Hamburg, DE
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1.6. Kommerzielle KITs
Tabelle 8: Kommerzielle KITs

Name

Firma

AccuStart™ I Mouse Genotyping Kit

Quanta Bioscience, Beverly, USA

Direct-zol Mini-Prep

Zymo Research Europe GmbH, Freiburg,
DE

DNeasy Blood and Tissue Kit

Qiagen, Hilden, DE

ELISA MAX™ Deluxe Set Human IL-6
ELISA MAX™ Deluxe Set Human IL-8
Human CXCL1/GROa

BioLegend, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA

Foxp3 Transcription Factor staining Buffer
set

eBioscience, Waltham, USA

NEBNext"® Library Quant Kit for Illumina®

New England Biolabs GmbH, Frankfurt,
DE

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

Thermo Fisher Scientific™, Waltham,
USA

TGX™ FastCast™ Acrylamide KIT, 12 %

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
USA

1.7. Mause

Die Zucht und in vivo Experimente der Méuse erfolgte in dem Mausstall des

Departments fiir Mikrobiologie, Virologie und Hygiene und/oder den Stillen der

Zentralen Klinischen Forschung (ZKF) des Universititsklinikums Freiburg. Die

Arbeit mit den Miusen wurde unter Einhaltung der geltenden nationalen und

internationalen  Gesetze/Verordnungen  durchgefithrt  (TierSchG  1.V.m
TierSchVersV und Richtlinie 2010/63/EU).
Tabelle 9: Mausstdmme
Name Infos Bereitgestellt durch
WT C57BL/6NR; Janvier, FR
DIABLO/ Blastocyste aus Stamm C57BL/6N | MPI of Molecular Cell
SMAC ES-Zellen aus C57BL/6N-A/a, | Biology & Genetic,
parentale Sublinie IM8A3.N1 Department: Transgenic
Core Facility, Dresden, DE
DIABLO/SMAC *" | Heterozygote Wurfgeschwister im | -
Rahmen der DIABLO/SMAC ™
Zucht
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1.8.

Tabelle 10: Primer fiir Genotypisierung der Méuse

Primer fiir Genotypisierung der Miiuse

Name Sequenz (5°- 3’)

LAR3’ CAA CGG GTT CTT CTG TTA
GTCC

3’ arm GAG CTT GCA AAC TAC TGG
ATC AGG

Alt3 Diablo-5" arm | AGT GTA GCC CTG GCT ATC
TAG G

1.9. Primer fiir RT-qPCR

Tabelle 11: Primer fiir RT-qPCR

Name Sequenz (5’- 3’) forward Sequenz (5’- 3’) reverse
CCL-2 CCT GCT GCT ACT CAT TCA | ATT CCT TCT TGG GGT CAG
CCA CA
CCL-4 TTC CTG CTG TTT CTC TTA | CTG TCT GCC TCT TTT GGT
CACCT CAG
CCL-7 GAG GAT CTC TBC CAG GCT | ACA CCG ACT ACT GGT GAT
CcC
CXCL-1 CTG GGA TTC ACCTCAA GAA | CAG GGT CAA GGCAACCCTC
CATC
CXCL-5 GTT CCA TCT CGC CAT TCA | GCG GCT ATG ACT GAG GAA
TGC GG
CXCL-10 | AAG TGC TGC CGT CAT TTT | GTG GCA ATG ATC TCA ACA
CT CG
C. GCCGTTTTG GGT TCTGCT T | CGA GAC GTA GGC TGATGG C
muridarum
1.10. Puffer und Losungen

Tabelle 12: Puffer und Losungen

Puffer/Losung Inhaltsstoffe
Permeabilisierungspuffer fiir Ix PBS
Immunfluoreszenz 0.2 % Triton X-100
Waschpufter/Puffer fiirs 1x PBS
Blockieren/Puffer fiir 1% BSA
Antikorperverdiinnung fiir

Immunfluoreszenz 0,2 % Triton X-100
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0,1 % TWEEN 20

50x TAE-Puffer

242 g Tris Base (in 500 mL MiliQ H,0O)
100 mL 0,5 M Na,EDTA pH 8,0

57,1 mL Eisessig-Saure

bis 1 L mit MiliQ H»O auffiillen

Puffer fiirs Blockieren (WB)

5 % Milch
Ix TBS-T

Ponceau S (WB)

0,1 % (Ponceau S)

5 % Essigséure in deionisiertem Wasser

20x TBS-Puffer

320 g NaCl

96,8 g Tris Base

(x) bis pH 7,6 HCI

bis 2 L mit MiliQ H»O auffiillen

1x TBS-T-Puffer 500 mL 20x TBS

5 mL TWEEN 20

bis 10 L mit MiliQ H,O auffiillen
Transfer-Puffer Tris-Glycin 60,6 g Tris Base

288 g Glycin
bis 2 L mit MiliQ H»O auffiillen

1x BioRad-Transfer-Puffer

200 mL 5x Transfer Puffer
600 mL Ethanol
200 mL MiliQ H,O

Transfer-Puffer Tris-Glycin

60,6 g Tris Base
288 g Glycin
bis 2 L mit MiliQ H»O auffiillen

1x Running-Puffer (WB)

200 mL 10x Tris/Glycine/SDS (Bio-Rad)
bis 2 L mit MiliQ H»O auffiillen

4x Tris HCI/SDS-Puffer

6,05 g Tris Base
100 mL Tris Base
x —bis pH 6,8 HCI
0,4 g SDS

2x SDS Laemmli-Puffer

50 mL 4x Tris HCI/SDS-Puffer
80 mL Glycerol

12 g SDS

6,2 g DTT

2 mg Bromphenol blau
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Bis 200 mL mit MilliQ H,O auffiillen

6x Laemmli-Puffer + DTT

7 mL 4x Tris HCI/SDS-Puffer (pH 6,8)

3 mL Glycerol

1 g SDS

0,93 g DTT

1,2 mg Bromphenol blau

bis 10 mL mit MilliQ H,O auffiillen

PBS fiir ELISA

43,85 g NaCl
11,95 g Na;POs x 12 H,0
1,5 g NaH, POsx 1 H,O
VE-H,0

5 L, pH wurde mit KOH angepasst

um pH 7,2 zu erreichen

Waschpufter fiir ELISA

500 mL PBS
250 uL TWEEN 20

Waschpufter (PBS/BSA) fiir aktive
Caspase-3-Farbung (FACS)

1x PBS

0,5 % BSA
Waschpufter (PBS/BSA/Saponin) fiir 1x PBS
aktive Caspase-3-Farbung (FACS) 0.5 % BSA

0,5 % Saponin

FACS-Puffer fiir Immunzellfarbung 500 mL PBS
2% FCS

Verdaulosung fiir Genitaltraktsuspension | HBSS

(FACS) 4% FCS

0,5 mg/L Kollagenase D
0,5 mg/mL DNAse I
0,5 U/mL Dispase

Sucrose-Phosphat-Glutamat (SPG)-Puffer

200 mM Sucrose
17,4 mM Na,HPO,
2,6 mM NaH,HPO,

4,89 mM L-Glutamin Saure

pH 7,4
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1.11.

Tabelle 13: Medien und Zusatzstoffe fiir Zellkultur

Medien und Zusatzstoffe fiir Zellkultur

Name Katalognummer | Firma

DMEM, high Glukose 41965062 Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, USA

PBS, kein Kalzium, kein | 41965063 Thermo Fisher Scientific™,

Magnesium Waltham, USA

FCS F7524 Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

LB-Medium - IMMH, Freiburg, DE

RPMI 1640; GlutaMAX 61870044 Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, USA

Trypsin CC-5002 Lonza Group AG, Basel, CH

Neutralisationslosung

0.05 % Trypsin-EDTA 25300096 Thermo Fisher Scientific™,

(1x), Phenol rot Waltham, USA

1.12.

Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 14: Chemikalien und Reagenzien

Name Katalognummer Firma

10x Tris7 Glycin/SDS 1610772 Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, USA

123 count™ eBeads 01-1234-42 Thermo Fisher Scientific™,

Counting Beads Waltham, USA

2N H,SO4 X873.1 Carl ROTH GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE

ABT-737 S1002 Selleck Chemicals GmbH,
Miinchen, DE

Amersham ECL Prime RPN 2232 Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Western Blotting Detection

Reagent

APS (Ammonium persulfate) | A3678-100 Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Bovines Serum Albumin P06-1391500 PAN-Biotech GmbH,

(BSA) fraction V, US origin, Aidenbach, DE

lyophilized powder

Bromphenol blau Natrium B5525-5G Merck KGaA, Darmstadt, DE

CASY®ton 05651808001 Roche, Basel, CH

Kollagenase D 11088866001 Roche, Basel, CH
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DAPI (4’,6-diamidino-2 D9542-5MG Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

phenylindol)

Desoxyribonuklease DN25-1G Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

(DNAse) I aus dem Rinder

Pankreas

Dimethylsulfoxid DMSO D2650 Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Dithiothreitol (DTT) A2948,0025 AppliChem GmbH, Darmstadt,
DE

PBS (10x) 17-515F Lonza Group AG, Basel, CH

EDTA Loésung, pH 8, 0.5M A4892 AppliChem GmbH, Darmstadt,
DE

Ethanol absolut 32205 1L Merck KGaA, Darmstadt, DE

Ethidiumbromidmonoazid E2028-5MG Merck KGaA, Darmstadt, DE

(EMA)

Fixable Viability Dye eF780 | 65-0865-14 Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, USA

Glyzerol 3783.1 Carl ROTH GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE

Hank’s Balanced Salt 14175-053 Thermo Fisher Scientific™,

Solution (HBSS) Waltham, USA

H,PO4 215104 Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

IBIDI mounting Media 50001 Ibidi GmbH, Gréfelfing, DE

N, N, N’, N’- T9281-25ML Merck KGaA, Darmstadt, DE

Tetramethylethylendiamin

(TEMED)

Nonfat dried milk powder A0830 AppliChem GmbH, Darmstadt,
DE

Normal melting agarose 11404 SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, DE

Nuklease-freies Wasser R0582 Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, USA

Nunc Immuno Platte 439454 Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, USA

PageRuler™, prestained 26616 Thermo Fisher Scientific™,

protein ladder 10-180 kDa Waltham, USA

Paraformaldehyd 32 % 100504-858 Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, USA

Paraformaldehyd 4 % 11762.00500 Morphisto, Offenbach, DE

Percoll® 17-0891-01 GE Healthcare, Solingen, DE
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Ponceau S 5938.2 Carl ROTH GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE

Protein assay reagent A 500-0113 Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, USA

Protein assay reagent B 500-0114 Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, USA

Protein assay reagent S 500-0115 Bio-Rad Laboratories Inc.,

Hercules, USA

Q-VD-OPh HY12305-25mg Hycultec GmbH, Beutelsbach,
DE

S63845 (Mcl-1-Inhibitor) S8383 Selleck Chemicals GmbH,
Miinchen, DE

Saponin 4185.1 Carl ROTH GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE

SAYANA - Apotheke des

(Medroxyprogesteronazetat) Universitdtsklinikums Freiburg,
DE

SDS pellets CN30.2 Carl ROTH GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE

Natriumazetat, pH 5,5 AM9I740 Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, USA

Natriumchlorid 9265.1 Carl ROTH GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE

Natriumzitrat W302600- Merck KGaA, Darmstadt, DE

SAMPLE- K

SuperSignal™ West Femto | 34094 Thermo Fisher Scientific™,

Maximum Sensitivity Waltham, USA

Substrat

SuperSignal™ West Pico 34580 Thermo Fisher Scientific™,

PLUS Chemilumineszent Waltham, USA

Substrat

SYBR Select Mastermix 4472918 Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, USA

SYTOXGreen S7020 Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, USA

Thermo Scientific™ dNTP RO191 Thermo Fisher Scientific™,

Mix (10 mM) Waltham, USA

Trans-Blot Turbo 5x 10026938 Bio-Rad Laboratories Inc.,

Transferpuffer Hercules, USA

Trans-Blot® Turbo™ RTA 1704271 Bio-Rad Laboratories Inc.,

Midi Nitrocellulose Membran

Hercules, USA
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TRI Reagent® R2063 Zymo Research Europe GmbH,
Freiburg, DE
Triton X-100 T&787 Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Trizma® base (Tris) T1503- 1IKG Merck KGaA, Darmstadt, DE
TWEEN® 20 P2287- 100ML Merck KGaA, Darmstadt, DE
Whatman paper 10427818 VWR International, Radnor,
USA
Z-VAD (OMe)-FMK Hy16658 Hycultec GmbH, Beutelsbach,
DE
1.13. Computerprogramme
Tabelle 15: Computerprogramme
Name Firma
Adobe Illustrator”™ v27.6 Adobe
BZ-X v2.2 Keyence
EndNote 20 Microsoft
Excel v2010 Microsoft
FlowJo™ v10.6.2 BD Bioscience
GraphPad PRISM v7.02 GraphPad
ImageJ v1.48 National Institute of Health
Magellan Data Analysis software Tecan
QuantStudio 5 v1.5.1 Applied Biosystems
Word v16.74 Microsoft
Zen v9.2.0.0 Zeiss
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2. Methoden
2.1. Zellbiologische Methoden
2.1.1.  Kultivierung diverser Zelllinien

Die HeLa 229 Zellen stellen menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms dar.
Diese wurden abhéngig ihrer Teilungsgeschwindigkeit passagiert. Dafiir wurde der
Medieniiberstand von der 145mm Zellkulturplatte abgesaugt und die Zellen mit
10 mL PBS gewaschen, welches im Anschluss ebenfalls abgesaugt wurde. Danach
wurde 2,5mL Trypsinlosung auf die Zellen gegeben, wodurch die
Adhidrenzproteine, die den Zellen die Anheftung an den Boden der Platte
ermOglichen, gespalten werden konnten. Die Zellkulturplatte wurde dafiir 5 min bei
37°C in den Brutschrank gegeben. AnschlieBend wurden die durch Trypsin
gelosten Zellen in 10 mL RPMI-Medium + 10 % FCS aufgenommen und mit dem
Zellzahler (CASY®) gezihlt. Die gewiinschte Zellzahl wurde in frischem RPMI-
Medium + 10 % FCS auf eine neue Zellkulturplatte ausplattiert und bei 37°C im
Brutschrank inkubiert.

2.1.2. Einfrieren von Zellen

Firr das Einfrieren der HeLa-Zellen wurden diese wie unter Punkt III 2.1.1
beschrieben erst gewaschen, dann trypsiniert und anschlieend in RPMI-Medium
+ 10 % FCS in einem 15 mL Rohrchen aufgenommen. Dieses wurde fiir 5 min bei
1500 rpm und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert und im Anschluss der Uberstand
abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 1 mL 90 % FCS + 10 % DMSO aufgenommen
und fiir 24 h bei -80°C eingefroren, bevor es in den Fliissigstickstoff von -176°C

uberfiihrt wurde.

2.1.3. Auftauen von Zellen

Fir das Auftauen wurden die im Fliissigstickstoff eingefrorenen Kryordhrchen
entnommen und die darin enthaltenen Zellen (I mL) in 9 mL RPMI-Medium +
10 % FCS in ein 15 mL Falcon Réhrchen aufgenommen. Dieses wurde fiir 5 min
bei 1500 rpm RT zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend verworfen. Das
Zellpellet wurde in RPMI-Medium + 10 % FCS resuspendiert und in eine neue
145 mm Zellkulturplatte iiberfiihrt.
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2.14. Stimulation der Zellen mit Inhibitoren

Fiir die Stimulation der HeLa-Zellen mit diversen Inhibitoren wurden diese mit PBS
gewaschen, trypsiniert, in RPMI-Medium + 10 % FCS aufgenommen und gezihlt,
wie unter III 2.1.1 beschrieben. Fiir eine Stimulationsdauer von 48, 54 oder 72 h
wurden 150.000 Zellen/ mL, fiir eine Stimulationsdauer von 2 und 5 h wurden
350.000 Zellen/ mL in einer 6-well-Platte ausplattiert und fiir 3 h bei 37°C in den
Brutschrank gegeben. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und ein
Mastermix, in der jeweiligen Konzentration des Inhibitors (0,25 mM S63845,
10 mM ABT-737, 10 mM QVD-Oph, 20 mM Z-VAD-FMK) in RPMI + 10 %
FCS-Medium angefertigt und auf die Zellen fiir die Stimulation gegeben. Die Platte
wurde nun fiir die gewliinschte Stimulationsdauer bei 37°C im Brutschrank bebriitet.
Nach der Bebriitung konnte aus dem Uberstand eine ELISA-Messung sowie eine
Fixierung der Zellen erfolgen, die nachfolgend fiir eine FACS-Féarbung verwendet
werden konnte. Um eine ELISA-Messung aus den Proben zu erméglichen, wurde
der Uberstand abgezogen und in ein Eppendorf-Réhrchen iiberfiihrt, welches fiir
5 min bei 500 g zentrifugiert wurde. AnschlieBend konnte der Uberstand fiir die
ELISA-Messung verwendet werden. Die verbliebenen Zellen in der Platte wurden
mit 500 uL PBS gewaschen, trypsiniert (250 pL) und in RPMI-Medium + 10 %
FCS (350 pL) aufgenommen und in einem Eppendorf-Réhrchen gesammelt. Fiir
5min und bei 500 g wurden die Zellen abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Im Anschluss daran wurde das Zellpellet in 500 pL. PBS resuspendiert,
erneut zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Danach wurde das Zellpellet in
100 pL 4 % Paraformaldehyd + 100 uL. PBS fiir 15-30 min bei RT fixiert. Zuletzt
wurde das Zellpellet erneut zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellen konnten nun
fiir maximal 7 Tage bei 4°C gelagert werden oder direkt im Anschluss fiir den

Durchflusszytometer gefarbt werden.

2.1.5.  Herstellung von Zelllysaten in 1x Laemmli-Puffer

Die stimulierten Zellen (350.000 Zellen/mL) wurden nach den gewiinschten
Inkubationszeitpunkten (2, 5, 24 h) direkt in der 6-well-Platte lysiert. Dafiir wurde
der Uberstand verworfen und die Zellen mit 1 mL PBS gewaschen und in 200 puL
I1x Laemmli-Puffer lysiert. Die Proben wurden anschlieend fiir 5 min bei 95°C

abgekocht und im Biorupter Plus fiir 4 Zyklen (30 sek on, 30 sek off) sonifiziert,
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um DNA-Strangbriiche zu erzeugen. Danach wurden die Proben entweder direkt in

ein Acrylamid Gel pipettiert oder bei -20°C gelagert.

2.1.6.  Engyme-Linked Immunsorbent Assay (ELISA)

Das Enzyme-Linked Immunsorbent Assay (ELISA) stellt ein antikorperbasiertes
Nachweisverfahren dar, wodurch diverse Zytokine nachgewiesen werden konnen.
Die Proben (Uberstand siehe Punkt III 2.1.4) wurden fiir die Messung von
Interleukin-6, 8 und CXCL-1 mit dem jeweiligen Kit (ELISA MAX™ Deluxe Set
Human IL-6/8, Human CXCL1/GROa) verwendet. Das Protokoll erfolgte wie in
der Herstelleranleitung beschrieben. Am Ende konnte die Zytokinexpression mit

dem TECAN Gerit gemessen und in Excel ausgewertet werden.

2.2, Mikrobiologische Methoden
2.2.1. In vitro Salmonelleninfektion

Die gefrorenen Salmonellen (Salmonella Typhimurium) wurden vor dem Start der
Experimente mit einer Ose auf einer LB-Platte mittels dem 3-Osen-Ausstrich
ausgestrichen. Die Platte wurde iiber Nacht (24 h) im 37°C Raum bebriitet, ehe sie
fiir die weitere Aufbewahrung (maximal 14 Tage) in einem 4°C Kiihlraum gelagert
wurde. Am nichsten Tag wurde eine Salmonellen-Kolonie von der Platte auf eine
neue LB-Platte ausgestrichen, damit kein Glycerol mehr im Ausstrich vorhanden
war. Die Bebriitung erfolgte wieder fiir 24 h bei 37°C. Am Tag 0 des Experiments
wurde eine Salmonellenkolonie in 3 mL LB-Medium in ein 15 mL R&hrchen
iiberfiihrt. Dieses wurde fiir 16 h bei 37°C bei kontinuierlichem Schiitteln von
200 rpm inkubiert. Am nidchsten Morgen wurde von der Bakteriensuspension eine
Verdiinnung 1:31 (500 uL. Bakteriensuspension + 15 mL LB-Medium) angesetzt
und fiir 3 h bei 37°C in einen Brutschrank gegeben. Nach der Inkubationszeit wurde
in einer Kiivette (900 uL Medium + 100 pL , Ubertag-Bakteriensuspension‘) die
OD der Bakteriensuspension gemessen. Bendtigt wurde eine ODgoo von 0,5,
entspricht einer MOI von 50, um dies zu erreichen wurde nach dem jeweils
gemessenen Wert eine dafiir benétigte Verdlinnung angesetzt. Den zuvor
ausplattierten Zellen (300.000/ mL in einer 6-well-Platte) wurde 250 uL/mL der
verdiinnten Bakteriensuspension (MOI50) hinzugegeben und fiir 20 min bei 37°C

im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Medium mit der



III. MATERIAL UND METHODEN 47

enthaltenen Bakteriensuspension verworfen und 50 pg/mL Gentamicin auf die
Zellen gegeben und fiir 40 min bei 37°C im Brutschrank aufbewahrt. Im Anschluss
daran wurde erneut das antibiotikahaltige Medium abgesaugt und 5 pg/mL
Gentamicin auf die Zellen gegeben und bis zu dem gewiinschten Erntezeitpunkt bei
37°C im Brutschrank gelagert. Nach der gewiinschten Inkubationszeit konnte der
gefilterte Uberstand fiir eine ELISA- Messung (siehe 111 2.1.6.) verwendet werden
und oder die Zellen in 1x Laemmli-Puffer lysiert und fiir einen nachfolgenden

Western Blot (siehe III 2.3.2) verwendet werden.

2.2.2.  Invivo Chlamydia muridarum Infektion

Um den Zyklus der zu infizierende Méuse zu synchronisieren, wurde diesen jeweils
drei und zehn Tage vor der Infektion 2,5 mg Medroxyprogesteronazetat subkutan
verabreicht. Mittels einer Pipette wurden die Mduse mit 5x10° IFU Chlamydia
muridarum intravaginal infiziert, welches in 20 pL PBS gelost wurde. Uninfizierte
Kontrollméuse wurden ebenfalls mit 2,5mg Medroxyprogesteronacetat
vorbehandelt und statt der Chlamydia muridarum Losung wurde ihnen nur 20 pL
PBS intravaginal gespritzt. Vier Tage nach der Infektion wurde vaginal ein Abstrich
den Maiusen entnommen und in ein Réhrchen mit 1 mL SPG + Gentamicin +
Doxycyclin gegeben. Der Abstrich diente als Nachweis fiir die Chlamydienlast und
wurde bei -80°C bis zu dem Tag der Analyse gelagert. Der Abstrich diente als

Kontrolle iiber eine erfolgreiche Infektion.

2.3. Proteinbiochemische Methoden
2.3.1. SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-Page)

Mittels eines Polyacrylamidgels wurden die Proteine ihrer GroBle nach in einem
elektrischen Feld aufgetrennt. Die Proben wurden zuvor in 1x Laemmli-Puffer, wie
unter Punkt IIT 2.1.5 beschrieben, lysiert. Das in dem Puffer enthaltene SDS war
notwendig, damit die Proteine eine konstante negative Ladungsverteilung
aufwiesen. Die Substanzen fiir das 12 % Polyacrylamidgel wurden nach Anleitung
zusammen mit TMED und 10 % APS gemischt und in eine Gelkammer iiberfiihrt.
Im Anschluss daran wurde ein Kamm eingefiihrt, damit in die nun entstehenden

Taschen die spdteren Proben pipetiert werden konnten.
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Nach 45-60 min war das Gel auspolymerisiert. Danach wurden 20 pL, der lysierten
Proben in die Geltaschen aufgetragen. Die Proteine des Gels wurden bei konstanten

180V fiir 45 min in 1x Tris/Glyzin/SDS-Puffer aufgetrennt.

2.3.2. Western Blot

Western Blot beschreibt die Ubertragung, der aufgetrennten Proteine mittels eines
Acrylamidgels auf eine Nitrocellulosemembran. Das Trans-Blot Turbo System
gehort zum Semi-trockenen Transferverfahren. Dieses besteht aus einer Trans-Blot
Turbo-Kammer und zwei Transferkasetten mit einer Anode und Kathode. Der 5x
Transferpuffer wurde mit 600 mL MilliQ Wasser und 200 mL Ethanol zu Ix
Transfer-Puffer gelost. Die Membran wurde zuerst in 1x TBS-T aktiviert, bevor ein
Transfersandwich, bestehend aus weiteren zwei mit 1x Transfer-Puffer benetzten
Filtern und dem Gel, gefertigt wurde. Das Programm ,,Mixed molecular weight“,
dass Proteine im Bereich von 5-150 kDa transferiert, wurde ausgewihlt. Nach dem
Transfer wurde die Membran in MilliQ- Wasser und TBS-T gewaschen, bevor eine
Ponceau-Farbung durchgefiihrt wurde. Anschlieend wurde die Membran in 5 %

Milch gelegt, um unspezifische freie Bindungsstellen zu blockieren.

2.3.3. Immundetektion durch spezifische Antikorper

Um die Expression von MAP-Kinasen, der phosphorylierten Histonvariante H2A. X
(YH2AX) oder NF-kB zu ermitteln, wurde die Membran mit der jeweiligen
Verdiinnung des primiren Antikorpers (siche Tabelle 5) in 5 % BSA iiber Nacht
bei 4°C inkubiert. Nach 24 h wurde die Membran 3x fiir jeweils 10 min in 1x TBS-
T gewaschen. Nach dem Waschvorgang wurde die Membran mit dem
Sekundérantikorper (siehe Tabelle 6), welcher spezifisch den Primédrantikdrper
binden konnte, in 5 % Milch fiir 2 h bei RT inkubiert. Danach wurde die Membran
erneut dreimal gewaschen, um danach die Proteinexpression mit dem Intas ECL

Chemocam Imager Gerédt zu detektieren.
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24. Genotypisierung der Miuse

Fiir die Genotypisierung der DIABLO/Smac-defizienten Méuse wurde die DNA
aus den zuvor gestanzten Ohrstlicken mit dem ,,AccuStart II Mouse Genotyping
Kit*“ isoliert, indem den Ohrstiicken 50 pL ,,DNA extraction buffer* hinzugegeben
wurde und diese fiir 30 min bei 95°C gekocht wurden. AnschlieBend wurde 50 pL
wStabilization buffer hinzugefiigt. AnschlieBend wurde 1 pL des isolierten DNA-
Produkts den Primern (Tabelle 10) zugegeben und eine PCR mit den unter Tabelle
16 beschriebenen Konditionen durchgefiihrt.

Tabelle 16: PCR-Konditionen fiir Maus-Genotypisierung (DIABLO ™)

Temperatur (°C) Zeit ZyKklen
94 3 min Ix

94 30 sek

62 30 sek 35x

72 1 min

72 3 min Ix

16 Pause -

15 uL der PCR-Produkte wurden mittels eines 2 % Agarosegels bei konstanten
120V fiir 1 h aufgetrennt. Die Wildtyp Allele zeigten eine DNA-Bande bei 300 bp,
wohingegen die Smac-defizienten Allele eine DNA-Bande bei 550 bp zeigten.

2.5. RNA-Isolation aus dem Genitaltrakt

Um die Expression der Chemokine im infizierten Genitaltrakt zu ermitteln, wurde
RNA aus dem zuvor infizierten Genitaltrakt isoliert. Dafiir wurden die Méuse wie
unter Punkt III 2.2.2 beschrieben infiziert und 24 h nach der Infektion mittels
zervikaler Dislokation getotet. Im Anschluss wurde der Genitaltrakt vorsichtig
herausprépariert und in 4 Teile (Ekto-, Endozervix, Uterushorn I und II) unterteilt.
Die einzelnen Organteile wurden mit einer Feinwaage gewogen und in ein
Rohrchen, bestiickt mit einer Kugel, gegeben. In dieses Rohrchen wurde 1 mL
Trizol unter dem Abzug hinein pipettiert und im Homogenisierer (2 Zyklen a

20 sek) wurde das Organstiick zerkleinert.
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AnschlieBend wurde das KIT ,,Direct-zol Mini-Prep* fiir die RNA-Isolation
verwendet und die Schritte erfolgten, wie in der vom Hersteller beigefiigten

Anleitung, beschrieben.

2.6. Umschreiben der RNA in cDNA

Das ,,RevertAid First Strand cDNA Synthesis KIT* wurde verwendet, um die zuvor
isolierte RNA (2.5) in cDNA mittels Oligo-DT-Primer umzuschreiben.

2.7. RT-qPCR zur Messung von Chemokinen

Die real-time quantitative PCR (RT-qPCR) wurde fiir den Nachweis bzw. die
Quantifizierung von Nukleinsiduren benotigt. 100 ng cDNA (2.6) wurden fiir die
RT-qPCR unter folgenden Bedingungen verwendet (Tabelle 17 und Tabelle 18)

Tabelle 17: Komponente fiir Herstellung von cDNA aus FGT der Maus fiir den Nachweis
der Chemokinexpression mittels RT-qPCR

Komponente (nL)
SYBR Select Master MIX (2x) 5
Primer forward 0,5
Primer reverse 0,5
cDNA Template (100 ng/uL) 1
Nuklease-freies Wasser 3
total 10

Tabelle 18: PCR-Konditionen zum Nachweis der Chemokinexpression

Schritte Temperatur (°C) Zeit ZyKklen
UDG-Aktivierung 50 2 min 1
Polymerase Aktivitdt | 95 10 min 1
Denaturierung 95 15 sek
»Annealing* 60 1 min 45
Schmelzkurve 95 15 sek

60 1 min 1

95 15 sek
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2.8. RT-qPCR zum Nachweis von C. muridarum

Fiir die quantitative Analyse von C. muridarum-Genomkopien aus dem Genitaltrakt
infizierter Mause, erfolgte das Ansetzten eines Standards. Dafiir wurde das
Volumen einer definierten Anzahl von C. muridarum IFUs in 500 pl SPG gegeben
und zentrifugiert (17.000 xg, 20 min, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet wurde in 180 pl ATL-Puffer plus 20 ul Proteinase K aus dem DNeasy®-
Kit resuspendiert. AnschlieBend wurden die Bakterien 1 h lang bei 56°C lysiert und
die anschlieBende DNA-Isolierung erfolgte gemiB dem DNeasy-Protokoll. Nach
der Isolierung wurde die DNA-Konzentration mit einem Spektralphotometer
(NanoDrop, Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Um eine Standardkurve zu
erstellen, wurde eine 10-fache serielle Verdiinnung der Chlamydien-DNA
hergestellt und die RT-qPCR wurde in einer 384-well-Platte durchgefiihrt (Tabelle
19 und Tabelle 20).

Tabelle 19: Komponente fiir RT-qPCR fiir C. muridarum Standard

Komponente (nL)
SYBR Select Master MIX (2x) 5
Primer C. muridarum forward 0,5
Primer C. muridarum reverse 0,5
DNA Template (100 ng/uL) 4
total 10

Tabelle 20: RT-qPCR-Konditionen fiir die Detektion von C. muridarum Genomkopien

Schritte Temperatur (°C) Zeit ZyKklen
UDG-Aktivierung 50 2 min 1
Polymerase Aktivitdt | 95 10 min 1
Denaturierung 95 10 sek
»Annealing* 60 18 sek 45
,,Extension‘ 72 18 sek
Schmelzkurve 95 15 sek

50 30 sek 1

95 15 sek
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Nach der DNA-Isolation aus dem Genitaltrakt (2.5) konnte mittels RT-qPCR der
Nachweis iiber die vorliegende Chlamydienlast erfolgen. Dafiir wurden die Primer
aus Tabelle 21 und die RT-qPCR-Zyklen aus Tabelle 20 verwendet. Die Ct-Werte
und die entsprechenden Gewebegewichte wurden verwendet, um Chlamydien-
Genomkopien pro mg Gewebe anhand der Gleichung der Standardkurve zu

bestimmen.

Tabelle 21: Komponente fiir DNA fiir RT-qPCR zum Chlamydien Nachweis

Komponente (nL)
SYBR Select Master MIX (2x) 5
Primer C. muridarum forward 0,5
Primer C. muridarum reverse 0,5
DNA Template (100 ng/uL) 2
Wasser 2
total 10
2.9. Nachweis von C. muridarum aus vaginalem Abstrich
2.9.1. Infektion der Hela-Zellen mit C. muridarum aus dem Abstrich

HeLa 229 WT-Zellen wurden mit der Konzentration 1.5x10%in 1 mL in einer mit
Deckgléschen bestiickten 12-well-Platte fiir 24 h ausgesetzt. Am néchsten Tag
wurde der zuvor entnommene vaginale Abstrich von den infizierten Méusen fiir
30 sek gut ,,gevortext und dann bei 200 g fiir 5 min bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein steriles Réhrchen iiberfiihrt und sowohl 30 als auch 10 uL
auf die zuvor ausgesetzten HeLLa-Zellen gegeben. AnschlieBend wurde die 12-well-
Platte fiir 1 h bei 37°C bei 200 g zentrifugiert, damit die in dem Uberstand
befindlichen Chlamydien die Zellen optimal infizieren konnten. Die Zellen wurden
dann fiir 15-18 h, je nachdem ab wann die /nclusion der Chlamydien unter dem
Mikroskop erkennbar waren, bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit 500 puL 4 %
PFA fiir 15 min bei RT fixiert. Danach wurden die fixierten Zellen dreimal mit PBS

gewaschen.
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2.9.2. Immunfluoreszenzfirbung der Einschliisse von C. muridarum

Nach der Fixation wurden die Zellen fiir die weitere Farbung mit 500 pL 0,2 %
Triton X-100 in PBS fir 30min permeabilisiert. Um unspezifische
Antikorperbindungen zu verhindern, wurde nach dem Entfernen von Triton X-100
die Zellen in 1 mL 5 % BSA fiir 30 min inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen
mit 1 mL PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit dem Antikorper anti-
HSP60 (1:300 in 5% BSA verdiinnt) fiir 30 min inkubiert, um spéter die
Chlamydien detektieren zu konnen. Danach erfolgte wieder ein Waschvorgang mit
PBS. AnschlieBend wurde der Sekundirantikorper Ziege gegen Kaninchen
konjugiert mit AF488 1:500 in 5 % BSA verdiinnt. Die Zellen wurden mit dem
Sekundérantikdrper fiir 30 min im Dunkeln inkubiert. Erneut folgte ein
Waschschritt mit PBS, um danach die DNA anfarben zu konnen. Dafiir wurde
Hoechst in PBS so verdiinnt, dass eine Endkonzentration von 1,5 pg/mL fiir 15 min
auf die Zellen gegeben werden konnte. Nach der Inkubation wurden die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen, bevor das Deckgldschen mittels ,,PermaFluor
mounting media“ auf einem Objekttriger fixiert und bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert

wurde.

2.9.3. Berechnung der IFU/mL

Fir die Berechnung der Infektiosen Einheit (IFU) pro ml von Chlamydia
muridarum wurden jeweils 10 Bilder von einem Deckglischen mit dem
Fluoreszenzmikroskop ~ (BZ-9000, Keyence) gemacht.  Mittels  des
Computerprogramms BZ-II- Analyser und der 40-fachen VergroBerung (40x)
konnten die Zellkerne und die Chlamydieneinschliisse dargestellt und analysiert
werden. Folgende Rechnung wurde verwendet, um die IFU/ mL der einzelnen

Proben zu ermitteln.

_ (¥ Anzahl der Einschliisse * Anzahl der Felder pro Deckglas)

IFU/mL * Verdiinnungsfaktor

Volumen der Inokulation

2.10. Isolation der Immunzellen aus dem murinen Genitaltrakt

Der Genitaltrakt wurde den zuvor getoteten Mausen vorsichtig heraus pripariert.

Dieser wurde in 3 Teile (Uterushorn I, Uterushorn II und Ovidukt + Ovar) zerteilt
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und anschlieBend mit einer Schere zerkleinert. Das Gewebe wurde jeweils in 5 mL
Verdaulosung (4 % FCS, 0,5 mg/mL Kollagenase D, 0,5 U/mL Dispase und
0,5 mg/mL DNAse I in HBSS) aufgenommen und bei 37°C bei 200 rpm geschiittelt.
AnschlieBend wurde die Verdaulosung des Gewebes fiir 30 sek ,,gevortext™ und
durch ein 70 pm kleines Sieb in ein neues Rohrchen filtriert. Die Losung in dem
Rohrchen wurde auf Eis gestellt und das Gewebe aus dem Sieb erneut in 5 mL der
Verdauldsung in das alte RGhrchen aufgenommen fiir einen erneuten Verdau- und
Filtrationsschritt. Dieses Vorgehen des Gewebeverdaus erfolgte insgesamt dreimal.
Im Anschluss daran wurde die Zellsuspension des verdauten Gewebes fiir 10 min
bei 1300 g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellett in 5 mL 40 % Percoll Losung resuspendiert. Die in der 40 % Percoll
Losung enthaltenen Zellen wurden langsam auf eine 80 % Percoll Losung in einem
neuen Rohrchen zur Schichtung pipettiert. Die Proben wurden dann bei 4°C fiir
20 min mit ausgeschalteter Bremse zentrifugiert. Nun wurde eine Phasenbildung
erkennbar, welche es ermoglichte die Lymphozyten (Interphase) von den restlichen
Zellbestandteilen und den beiden Percollschichten zu entnehmen und in ein neues
Rohrchen zu tiberfithren. Die nun isolierten Zellen wurden in 11 mL FACS-Puffer
(PBS + 2% FCS) resuspendiert und fiir 10 min bei 4°C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde anschlieBend verworfen und das Zellpellet erneut in FACS-Puffer
resuspendiert und in eine 96-wel/-Platte iiberfiihrt. Nun konnten die Zellen fixiert

und fiir den Durchflusszytometer geférbt werden.

2.11. Durchflusszytometrie
2.11.1. Oberflichenfirbung der Immunzellen

Bevor die Oberflichenfirbung der Immunzellen vorgenommen wurde, wurden
diese mit einem ,LIVE/DEAD Fixable Viability“ Antikorper (1:250) in
Kombination mit einem anti-CD16/32 Antikorper (1:300) in FACS-Puffer fiir
15 min auf Eis inkubiert. Diese Inkubation wurde bendtigt, um tote Zellen spiter
bei der Auswertung mittels einer erfolgten Definierung (gating) dieser im FlowJo
Programm auszuschlieBen und eine unspezifische FcyRIII/FcyRII-Bindung zu
verhindern. AnschlieBend wurden die Zellen bei 1500 rpm bei 4°C mit FACS-
Puffer gewaschen. Fiir die Oberflichenfirbung wurden die Zellen fiir 30 min mit
einer entsprechenden Kombination von verdiinnten Antikorpern (Tabelle 7) in

FACS-Puffer auf Eis inkubiert. Damit spdter Antikorper anderer Linien
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ausgeschlossen werden konnten, wurden biotinylierte Antikorper mit in die
Oberflachenantikdrperkombination gegeben. Nach der Inkubation wurden die
Zellen wieder mit FACS-Puffer gewaschen und die Zellen wurden fiir 15 min mit
einem Streptavidin Antikdrper, welcher spezifisch gegen Biotin gerichtet ist,
inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut gewaschen und anschlieBend in 4 %
Paraformaldehyd fiir 1 h auf Eis fixiert. Nach der Fixation wurden die Zellen
zweimal gewaschen und konnten filir eine weitere intrazellulire Féarbung

permeabilisiert werden.

2.11.2. Intrazellulire Firbung der Imnmunzellen

Nach der Oberflichenfirbung und Fixation der Zellen wurden diese iiber Nacht bei
4°C in einer entsprechenden Kombination von verdiinnten Antikdrpern im
Permeabilisierungspuffer (Foxp3 Transcription Factor staining Buffer set)
inkubiert (Tabelle 7). Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit dem
Permeabilisierungspuffer gewaschen und anschlieend in 200 uL FACS-Puffer in
FACS-Ro6hrchen tiberfiihrt.

2.11.3. Zahlung der isolierten Immunzellen

Fiir die Zdhlung der Zellen aus dem Genitaltrakt wurde ,,123 count™ eBeads
Counting Beads* als Referenzzellen verwendet. 100 uL der isolierten
Zellsuspension wurde mit dem Antikorper gerichtet gegen CD45 fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Danach wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und in 4 %
Paraformaldehyd fiir 1 h fixiert. Nach der Fixation wurden die Zellen erneut
gewaschen und in 200 pL. FACS-Puffer aufgenommen. Ein definiertes Volumen
von den Referenzzellen wurde den zuvor in FACS-Puffer aufgenommenen Zellen
hinzugefiigt und am Durchflusszytometer gemessen. Die Zellzdhlung wurde
benotigt, damit die absolute Zellzahl der isolierten Immunzellen ermittelt werden

konnte.

(Zellzahl x eBead(Volumen))

Absolute Zahl (Zellen/uL) = (eBead (Zahl) x Zellvolumen)

x eBead-Konzentration
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2.11.4. Messung der Immunzellen via FACS Fortessa™ und Auswertung

mittels FlowJo

Nach der oberflichen- und Intrazelluldr-Farbung wurden die Zellen in 200 pL
FACS-Puffer aufgenommen und am Durchflusszytometer LSR Fortessa™

gemessen und anschliefend mit dem Programm FlowJo ausgewertet.
Mittels folgender ,,Gating* Strategie wurden die myeloiden Zellen definiert (

Abbildung 6).
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Abbildung 6: Identifizierung der myeloiden Zellen aus dem murinen Genitaltrakt

Miuse, die mit 5x10° IFU C. muridarum infiziert wurden, wurde der Genitaltrakt
entnommen, enzymatisch verdaut und die Immunzellen isoliert. Mittels Antikorper wurden
die myeloiden Zellen gefirbt und im Durchflusszytometer gemessen. Die neutrophilen
Granulozyten wurden definiert als CD45+, CD11b+, CD64-, Ly6C+, Ly6G+. Monozyten
wurden definiert als CD45+, CD11b+, CD64+, Ly6C+, CD11c-.
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Die NK-, T- und ILC1-Zellen wurden mittels folgender ,,Gating* Strategie definiert
(Abbildung 7).
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Abbildung 7:  Identifizierung der NK-, ILC1- und T-Zellen aus dem murinen Genitaltrakt

Wie unter Punkt IIT 2.10 beschrieben, wurde der Genitaltrakt enzymatisch verdaut und die
NK-, T- und ILCl-Zellen isoliert, welche mittels Antikorper gefarbt und im
Durchflusszytometer dargestellt wurden. NK-Zellen wurden definiert, als CD45+, Lin
(CD3, CDs5, CD19, TCRB, TCRyd, F4/80, FceRla, Ly6G) -, NK1.1+, Eomes+; ILC-1
Zellen wurden definiert als CD45+, Lin-, NK1.1+, Eomes-; CD4+ Zellen wurden definiert
als CD45+, CD3+, TCRB+, CD4+; CD8+ Zellen wurden definiert als CD45+, CD3+,
TCRp+, CD4-.
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2.11.5. Aktive Caspase-3-Firbung der HeLa-Zellen

Die fixierten Zellen (III 2.1.4) wurden von dem Eppendorf-Réhrchen in eine 96-V-
Spitzbodenplatte iiberfiihrt und anschlieBend wurde das Zellpellet in 200 uL PBS+
0,5 % BSA resuspendiert und bei 500 g fiir 5 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde
der Uberstand verworfen. Dieses Prozedere wurde erneut mit 200 pL
Permeabilisierungswaschpuffer (PBS+ 0,5 % BSA + 0,5 % Saponin) zweimal
wiederholt. AnschlieBend wurden die Zellen mit dem primdren Antikorper
(cleaved-Caspase-3 1:800 in 50 uL. PBS+ 0,5 % BSA + 0,5 % Saponin) bei
Dunkelheit und RT fiir 45 min inkubiert. Erneut wurden die Zellen mit PBS + 0,5
% BSA + 0,5 % Saponin zweimal gewaschen. Darauthin wurden die Zellen mit
dem Sekundédrantikorper (Rabbit IgG (G+L) AlexaFluor 647 1:250 in 50 uL. PBS+
0,5 % BSA + 0,5 % Saponin) fiir 20 min bei Dunkelheit und RT inkubiert. Danach
wurden die Zellen erneut zweimal mit PBS + 0,5 % BSA + 0,5 % Saponin
gewaschen. Als letztes wurden die Zellen in PBS + 0,5 % BSA gewaschen. Zum
Schluss wurden die Zellen in 200 pL PBS aufgenommen und in FACS-R6hrchen
iiberfithrt. Nun wurden die Proben am Durchflusszytometer FACS Calibur
gemessen. Bei der FACS-Messung korrelierte die Menge des gestreuten Lichts mit
der GroBe der Zelle (FSC = Forward Scatter), der Granularitit (SSC = Side
Scatter). Anhand der verwendeten Fluoreszenzmarker konnten die zu messenden

Zellen identifiziert und anschlieBend mit der FlowJo Software ausgewertet werden

Folgende ,,Gating* Strategie wurde fiir die Definition der aktiven Caspase-3-Zellen

verwendet (Abbildung 8).
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Abbildung 8:  Definierung der aktiven Caspase-3-positiven Zellen

Nach Inkubation der Zellen mit unterschiedlichen Inhibitoren wurde nach Zugabe des
gegen Caspase-3 gerichteten Antikorper, im Durchflusszytometer die positiven und
negativen aktiven Caspase-3-Zellen definiert.

2.12. Statistische Datenauswertung

Die Graphen und die statistische Auswertung wurde mit GraphPad PRISM
dargestellt. Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhingig voneinander
durchgefiihrt. Die Anzahl der Versuche wurde mit n = x angegeben. Die Ergebnisse
der einzelnen Experimente wurde als Mittelwert + SEM (standard error of the
mean) berechnet. Fiir die Berechnung der Signifikanzen der Chemokinexpression
nach der RT-qPCR wurde der ungepaarte t-Test verwendet, da die Daten
logarithmisch erzeugt wurden. Fiir die weitere Statistikberechnung zwischen
unterschiedlichen Gruppen wurde die ,,7wo-way ANOVA®“ (Zwei-Wege-
Varianzanalyse) verwendet. Die anschlieBend ermittelte Signifikanz wurde wie

folgt angegeben: * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, **** p<0,0001.
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IV. ERGEBNISSE

1.1. Auswirkung des Apoptosesignalwegs auf die Zytokinsekretion

Wie bereits unter I1.1.3 beschrieben, spielen die anti-apoptotischen Proteine (Mcl-
1, Bcl-Xt, Bel-2 und Bel-w) eine entscheidende Rolle im Rahmen des subletalen
Apoptosesignalwegs. Die letale Aktivierung von Caspasen resultiert nicht in die
Sekretion von Zytokinen, da diese die Aktivierung hemmen (6, 7, 9). Allerdings
konnte im Rahmen der subletalen Aktivierung des Apoptosesignalwegs eine
nachfolgende Sekretion von Zytokinen durch Epithelzellen beobachtet werden, die

zur Aktivierung des Immunsystems fiihrte (8).

Fir die nachfolgenden Experimente wurden HeLa-Zellen in vitro mit
verschiedenen  Apoptose-induzierenden Substanzen, beispielsweise BH3-
Mimetika, behandelt. Diese BH3-Mimetika imitieren die Wirkungsweise der BH3-
only-Proteine, indem sie sich an die Bindestelle der anti-apoptotischen Bcl-2-
Proteine anlagern, wo ansonsten die BH3-only-Proteine binden wiirden. Somit ist
eine endogene Interaktion verhindert (s.0.). Zum einen wurden die Zellen mit dem
spezifisch gegen Mcl-1 gerichteten Inhibitor S6345, sowie mit dem Bcl-2-, Bel-w-
und Bcl-Xi-Inhibitor ABT-737 behandelt. Eine zentrale Fragestellung ist zum
einen, ob eine Zytokinsekretion im Rahmen des subletalen Apoptosesignalwegs
stattfindet und ob Unterschiede zwischen den einzelnen anti-apoptotischen
Inhibitoren und Proteinen erkennbar sind. Daher war es entscheidend, eine subletale
Dosis der jeweiligen BH3-Mimetika zu verwenden. Die subletale Dosis von ABT-
737 war bereits aus Veroffentlichungen bzw. Vorarbeiten bekannt (65, 69). Der
Mcl-1-Inhibitor wurde in Vorarbeiten von 0,03 uM bis 0,5 uM titriert, um eine
Dosis zu finden, die sowohl eine verminderte Caspasenaktivierung als auch ein
robustes Signal und somit eine gute Reproduzierbarkeit gewéhrleistet. Fiir die
Titrationsschritte  wurden  Verdiinnungsreihen auf die entsprechenden
Endkonzentrationen hergestellt. Dem ergdnzend wurde fiir die Blockade aller
Caspasen der pan-Caspasen-Inhibitor Q-VD-OPh verwendet. Als Nachweis des
erfolgten Zelltods diente eine gegen Caspase-3 (Apoptose-Marker) gerichtete
immunologische Farbung mit anschliefender durchflusszytometrischer Analyse.
Dieser Nachweis der subletalen Apoptose wurde gewdhlt, da bei der limitierten

Aktivierung des Apoptosesignalwegs nur ein geringer Anteil der Caspase-3
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aktiviert wird. Die Behandlungsdauer der Zellen mit den BH3-Mimetika wurde auf
72 h festgelegt, da nach 48-stiindiger Behandlung noch kaum Zytokinsekretion
gemessen werden konnte (8). Zwischen 48- und 72-stiindiger Behandlung mit den
jeweiligen Inhibitoren wurde in Vorarbeiten kein signifikanter Unterschied
beziiglich der Caspase-3-Aktivierung gemessen. Diese Beobachtung war

Voraussetzung fiir die Wahl einer 72-stiindigen Behandlungsdauer.

Neben den Kontrollzellen (CTRL) wurden auch Zellen mit Defizienzen der
jeweiligen anti-apoptotischen Proteine verwendet. Daher wurden Mcl-1- und Bcl-
Xyp-defiziente sowie Bcl-Xi-liberexprimierende HeLa-Zellen verwendet (305). Um
zu bestdtigen, dass die Proteinregulation nicht durch zytotoxische Effekte verdndert
wird, wurden die Zellen zusétzlich zu den definierten Konzentrationen von S63845
und ABT-737 mit Dimethyl-Sulfoxid (DMSO) behandelt. Die hierbei eingesetzte
DMSO-Konzentration entsprach der hochsten Konzentration, die fiir die

Inhibitoren verwendet wurde.

In allen mit DMSO behandelten Zelllinien — bezeichnet als ,,unbehandelte
Kontrolle* - ist in weniger als 20 % der Zellen eine Caspase-3-Aktivierung nach
72-stiindiger Inkubation messbar (Abbildung 9A). Die mit S63845 behandelten
Kontroll- und Bcl-X-defizienten Zellen zeigen in circa 30-40 % der Zellen eine
messbare Aktivierung von Caspase-3. Im Vergleich zu den Kontrollzellen ist die
Aktivierung von Caspase-3 in den Mcl-1-defizienten Zellen signifikant reduziert.
Der deutlichste Effekt ist in den Bel-X iiberexprimierenden Zellen erkennbar, denn
diese weisen sowohl nach der S63845- als auch ABT-737-Behandlung keine
Caspase-3-Aktivierung auf. Somit bewirkt die Uberexpression von Bcl-X die
Blockade des mitochondrialen Apoptosesignalwegs. Wenn alle Caspasen mittels
Q-VD-OPh blockiert wurden, zeigen alle hier verwendeten Zelllinien wie erwartet
keine Zunahme der Caspase-3-Aktivierung gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle. Nach ABT-737-Behandlung ist in den Kontroll- und Mcl-1-defizienten
Zellen eine vergleichbare Anzahl an Zellen mit aktivierter Caspase-3 messbar.
Hingegen ist eine signifikante Erhohung des Anteils an Zellen mit aktivierter
Caspase-3 in den Bcl-Xi-defizienten Zellen gegeniiber den Kontrollzellen
feststellbar. Wenn zusétzlich zu Bcl-2, Bel-Xp und Bcel-w auch die Caspasen
blockiert wurden, ist in allen hier verwendeten Epithelzelllinien eine deutliche

Reduktion des Zelltods im Vergleich zur alleinigen Gabe von ABT-737 feststellbar.
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Dennoch ist in den Mcl-1-defizienten Zellen ein signifikant hoherer Anteil an

Zellen mit aktivierter Caspase-3 im Vergleich zu den Kontrollzellen messbar.

Im Weiteren sollten die Zelltoddaten in Bezug zur Zytokinsekretion gesetzt werden.
Fiir die Messung der Zytokinkonzentrationen von IL-6, IL-8 und CXCL-1 wurde
der Uberstand der behandelten Zellen verwendet. Mittels der ELISA-Methode

konnten so die Zytokinkonzentrationen im Zellkulturiiberstand ermittelt werden.

Von den genannten Zytokinen wurde zuerst IL-6, ein pro-inflammatorisches
Zytokin, im Rahmen der subletalen Aktivierung des Apoptoseapparats gemessen
und analysiert. Wie in Abbildung 9B dargestellt, ist in allen unbehandelten
Kontrollen der jeweiligen Zelllinien mit Ausnahme der Mcl-1-defizienten Zellen
eine verminderte IL-6-Sekretion zu messen. Im Uberstand der unbehandelten
Kontrolle der Mcl-1-defizienten Zellen kann bereits eine relativ hohe konstitutive
IL-6-Konzentration von knapp 700 pg/mL gemessen werden. Infolge der
Behandlung der Bcl-Xi-liberexprimierenden Zellen mit den jeweiligen BH3-
Mimetika, mit oder ohne Blockierung der Caspasen, ist im Zellkulturiiberstand
keine nennenswerte IL-6-Konzentration ersichtlich und eine signifikant reduzierte
Menge an sezerniertem IL-6 gegeniiber den Kontrollzellen zu messen (Abbildung
9B, C und D). Nach S63845-Behandlung kann im Zellkulturiiberstand der
Kontrollzellen eine IL-6-Konzentration von etwa 400 pg/mL gemessen werden.
Bcl-Xi-defiziente Zellen sezernieren signifikant weniger IL-6 im Vergleich zu den
Kontrollzellen. Demgegeniiber ist in den Mcl-1-defizienten Zellen kein
Unterschied der IL-6-Sekretion im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle
beobachtbar. Dennoch ist im Zellkulturiiberstand der Mcl-1-defizienten Zellen eine
signifikant hdhere Menge an IL-6 im Vergleich zu den Kontrollzellen nachweisbar.
Nach zusitzlicher Blockade der Caspasen mittels Q-VD-OPh zusétzlich der Mcl-
I-Inhibition ist in den Kontrollzellen keine Reduktion der IL-6-Sekretion im
Vergleich zur alleinigen Mcl-1-Inhibition messbar. Dies weist daraufhin, dass keine
Korrelation zwischen der subletalen Aktivierung der Effektorcaspase-3 und der IL-
6-Sekretion besteht. In den Bcl-Xip und Mcl-1-defizienten Zellen ist sogar ein
deutlicher Anstieg der IL-6-Sekretion gegeniiber der alleinigen S63845-

Behandlung messbar.

Ahnliche Ergebnisse wie bei der Inhibition von Mcl-1 sind bei der Inhibition von
Bcl-2, Bel-w und Bel-Xt zu beobachten. Im Uberstand der Kontrollzellen ist eine

IL-6-Konzentration von knapp 500 pg/mL nach ABT-737-Behandlung messbar.
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In den Bcl-Xi-defizienten Zellen kann erneut eine signifikante Reduktion der IL-6-
Sekretion im Vergleich zur Kontrollzelle verzeichnet werden, allerdings weniger
ausgeprigt (120 pg/mL) als nach der Behandlung mit S63845. Weiterhin ist in den
Mcl-1-defizienten Zellen nach der Behandlung mit ABT-737 erneut keine IL-6-
Sekretion gegeniiber der unbehandelten Kontrolle messbar. Das Fehlen von
entweder Mcl-1 oder Bcl-Xp resultiert zwar in unterschiedlich gemessene
Zytokinkonzentrationen, dennoch ist in beiden Zelllinien nach zuséitzlicher

Blockade der Caspasen eine erhohte IL-6-Sekretion messbar.

Als néchstes wurde die IL-8-Sekretion in den oben genannten Zelllinien analysiert.
Nach der Behandlung mit S63845 ist in den Kontrollzellen eine IL-8-Konzentration
von knapp 320 pg/mL im Uberstand messbar, dhnlich wie bei der IL-6-Sekretion
(Abbildung 9C). Im Gegensatz dazu ist in den anderen drei Epithelzelllinien
entweder keine IL-8-Sekretion oder nur ein minimaler Anstieg im Vergleich zu der
unbehandelten Kontrolle zu beobachten. Die zusitzliche Gabe von Q-VD-OPh (+
S63845) resultiert in allen vier Epithelzelllinien in eine Reduktion der IL-8-
Sekretion im Vergleich zur alleinigen Inhibition von Mcl-1. Dabei ist anzumerken,
dass die deutlichste Reduktion der IL-8-Sekretion in den Kontrollzellen zu
beobachten ist. Infolge der ABT-737-Behandlung ist in dem Zellkulturiiberstand
der Kontrollzellen eine IL-8-Konzentration von knapp 100 pg/mL zu messen. Diese
Menge an sezerniertem IL-8 in den Kontrollzellen weist keinen signifikanten
Unterschied gegeniiber den anderen drei Zelllinien auf. Lediglich in den
Kontrollzellen ist nach ABT-737 + Q-VD-OPh-Behandlung eine Reduktion der IL-
8-Sekretion im Vergleich zur alleinigen ABT-737-Behandlung zu beobachten,
wihrend in den anderen drei Zelllinien nach zusétzlicher Caspasenblockade keine

Reduktion der Menge an sezerniertem IL-8 messbar ist.

Abbildung 9D zeigt die CXCL-1-Sekretionsdaten, die eine deutliche Redundanz zu
der bereits beschriebenen IL-8-Sekretion (Abbildung 9C) aufweisen.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die Zytokinsekretion von IL-6 und IL-
8/CXCL-1 moglicherweise iiber unterschiedliche Signalwege erfolgt. Es ist
vermutlich keine klare Rolle fiir die Caspasen bei der IL-6-Sekretion erkennbar, da
keine Korrelation zu den Zelltoddaten besteht. Weder die beiden Zelllinien mit Bcl-
2-Proteindefizienzen noch die Bcl-Xi-iiberexprimierenden Zellen zeigen eine
nennenswerte Induktion der IL-8 und CXCL1-Sekretion nach der Behandlung mit

den jeweiligen Inhibitoren auf.
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Dennoch lassen sich die Beobachtungen beziiglich der IL-8 und CXCL-1-Sekretion
nach S63845-Behandlung in Zusammenhang zu den Zelltoddaten setzen. Somit
deutet vieles darauf hin, dass die Caspasen eine entscheidende Rolle spielen. Es ist
deutliche Unterschiede beziiglich der

aullerdem zu beachten, dass

Zytokinsekretion zwischen den beiden Inhibitoren (S63845 versus ABT-737) gibt.
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Abbildung 9:  Auswirkung des Apoptosesignalwegs auf die Zytokinsekretion

CTRL, Bcl-Xi- sowie Mcl-1-defiziente und Bcl-Xp iiberexprimierende HeLa-Zellen
wurden fir 72 h mit den in der Abbildung dargestellten Inhibitoren behandelt
(Konzentrationen: 0,25 uM S63845; 10 uM ABT-737; 10 uM Q-VD-OPh). DMSO diente
als Losungsmittelkontrolle. Die Zellen wurden auf Apoptose untersucht, und die
Zellkulturiiberstéinde wurden mittels ELISA auf das Vorhandensein von Zytokinen
analysiert. (A) Zellen, die aktive Caspase-3 als Mal} fiir Apoptose exprimieren, wurden
durch Férbung mit einem fiir die gespaltene Form von Caspase-3 spezifischen Antikorper
und anschliefender Durchflusszytometrie nachgewiesen. (B-D) Die
Zytokinkonzentrationen von 11-6 (B), IL-8 (C) und CXCL-1 (D) wurden nach Behandlung
mit DMSO oder Inhibitoren mittels ELISA gemessen. Die Ergebnisse sind
Mittelwerte/SEM von mindestens n=3 unabhéngigen Experimenten. Die Signifikanzen
wurden mittels Zwei-Wege-Varianz (Two-way-ANOVA) liberpriift (* p< 0,05; ** p<0,01;
*HE p<0,001; **** p<0,0001).
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1.2. Rolle der pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak in der Regulation
der Zytokinsekretion nach Aktivierung des subletalen

Apoptosesignalwegs

Im Anschluss an die Untersuchung der anti-apoptotischen Proteine wurden auch
die pro-apoptotischen Proteine im Hinblick auf Zelltod und Zytokinsekretion im
Rahmen der subletalen Apoptose analysiert. Die Porenbildung der &ufBeren
mitochondrialen Membran infolge der Aktivierung der pro-apoptotischen Proteine
Bax und Bak ist von entscheidender Bedeutung fiir die nachfolgende Aktivierung
der Caspasen und CAD, sowie der Zytokinsekretion (306). Infolge von MOMP
kann beispielsweise ins Zytosol freigesetzte mitochondriale DNA (mtDNA), sowie
CAD-vermittelt freigesetzte zytosolische DNA (307) von dem DNA-Sensor der
zyklischen GMP-AMP-Synthase (cGAS) detektiert werden. Mittels des Botenstoffs
zyklisches Guanosin-Mono-Phosphat-Adenosin-Monophosphat (cGAMP) kann
die Aktivierung des stimulator of interferon gemes (Sting) in die Interferon-
Stimulierung resultieren (309). Insbesondere die Frage, ob Bax und Bak hier

gleichwertig sind oder unterschiedliche Funktionen haben, ist ungeklart.

Fiir die nun folgenden Experimente wurden HelLa-Zellen verwendet, die einzeln-
oder doppelt-defizient fiir Bax und Bak sind. Eine zentrale Fragestellung ist, ob
Unterschiede zwischen Bax und Bak beziiglich des Zelltods und der
Zytokinsekretion erkennbar sind und ob eine limitierte Caspase-3-Aktivierung in
eine verminderten Zytokinsekretion resultiert. Diese Frage ergibt sich daraus, dass,
obwohl zwischen Bax und Bak oft eine funktionelle Redundanz besteht, auch
Unterschiede beschrieben wurden. Sie weisen beispielsweise in ihrem inaktiven
Zustand unterschiedliche ,,Steady-state*-Zellverteilungen auf. Des Weiteren
unterscheiden sie sich in ihren Préferenzen fiir BH3-only-Protein- und anti-
apoptotischen Bindungspartnern (311). In den folgenden Experimenten wurde der
apoptotische Zelltod (Caspase-3-Aktivierung) sowie die Zytokinsekretion nach 72-
stiindiger Behandlung der Zellen mit den Inhibitoren ABT-737 bzw. S63845, mit
oder ohne Zugabe der pan-Caspasen-Inhibitoren (Q-VD-OPh oder Z-VAD-FMK)

ermittelt.

Abbildung 10A zeigt den prozentualen Anteil an Zellen mit aktivierter Caspase-3,
der nach einer immunologischen Fiarbung mittels Durchflusszytometrie ermittelt
wurde. In der unbehandelten Kontrolle (DMSO) ist in allen vier verwendeten

Epithelzelllinien keine Aktivierung der Caspase-3 nachweisbar.
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Nach S63845-Behandlung der einzeln- und doppelt-defizienten-Zellen sind
signifikante Unterschiede zwischen den Zelllinien beziiglich der Aktivierung von
Caspase-3 festzustellen. Wihrend etwa 40 % der Zellen in den Kontrollzellen eine
Aktivierung der Caspase-3 aufweisen, ist dieser Anteil in den Bak-defizienten
Zellen zwar nur leicht, aber trotzdem signifikant reduziert (ca. 30 %). Im Gegensatz
dazu ist in den Bax-defizienten und Bax/Bak-doppelt-defizienten Zellen nahezu
keine Caspase-3-Aktivierung messbar. Ahnliche Ergebnisse sind bei den mit ABT-
737 behandelten Zellen beobachtbar. Hier ist eine Caspase-3-Aktivierung lediglich
in den Bak-defizienten Zellen und den Kontrollzellen messbar. Demgegentiber ist
in den Bax-defizienten und Bax/Bak-doppelt-defizienten Zellen kein ABT-737-
induzierter Zelltod nachweisbar. Sowohl nach Inhibition von Bcel-2, Bel-Xi, Bel-w
als auch nach Mcl-1-Inhibition scheint Bax in HeLa-Zellen das entscheidende pro-

apoptotische Effektorprotein im mitochondrialen Apoptosesignalweg zu sein.

Abbildung 10B zeigt, dass die IL-6-Sekretion nach Behandlung mit BH3-Mimetika
in Zellen mit Defizienz beider pro-apoptotischer Proteine (Bax und Bak) ausbleibt.
Somit fiihrt das Fehlen beider pro-apoptotischer Proteine nach subletalen Apoptose-

Stimuli zu keiner Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen.

Des Weiteren wurde untersucht, ob dhnliche Ergebnisse beziiglich der IL-6-
Sekretion bei der Defizienz von lediglich einem der beiden pro-apoptotischen
Proteine beobachtbar sind. Abbildung 10C zeigt die IL-6-Sekretion der Kontroll-,
Bak- und Bax-defizienten Zellen. Zwischen den einzel-defizienten-Zelllinien Bax
und Bak ist nach S68345-Behandlung (mit und ohne pan-Caspasen-Inhibitor) kein
signifikanter Unterschied beziiglich der im Zellkulturiiberstand gemessenen IL-6-
Konzentration detektierbar. Allerdings ist die IL-6-Sekretion der beiden einzel-
defizienten-Zelllinien im Vergleich zu den Kontrollzelllen signifikant reduziert.
Um den Caspase-unabhingigen Zelltod (Nekroptose) und RIPK1 zu blockieren
(87), wurden die Zellen zusitzlich zum Mcl-1-Inhibitor mit Necrostatin behandelt.
Wie die bisherigen Beobachtungen zeigen, gibt es keinen Unterschied zwischen
den Bax- und Bak-defizienten Zellen beziiglich der IL-6-Sekretion. Im Uberstand
der Kontrollzellen hingegen ist eine fast 3-fach reduzierte Menge an sezerniertem

IL-6 im Vergleich zur alleinigen Inhibition von Mcl-1 zu messen.

Die mit ABT-737 behandelten Bak-defizienten Zellen zeigen einen &hnlichen
Trend beziiglich der IL-6-Sekretion wie die Kontrollzellen. Demgegeniiber kann

im Zellkulturiiberstand der Bax-defizienten Zellen eine signifikant hohere Menge
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an IL-6 im Vergleich zu den Kontrollzellen nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse beziiglich der sezernierten Menge an IL-6 im Uberstand der Bax-
defizienten Zellen ist auch nach zusitzlicher Inhibition der Caspasen zu
beobachten. Wenn zusétzlich zu der ABT-737-Behandlung RIPK1 blockiert wurde,
ist in den Kontrollzellen eine erhdhte IL-6-Sekretion im Vergleich zur alleinigen
ABT-737-Behandlung messbar (knapp 600 pg/mL). Diese Induktion der IL-6-
Sekretion ist auch in den Bak-defizienten Zellen zu erkennen, wihrend in den Bax-
defizienten Zellen nahezu kein Unterschied zwischen der alleinigen ABT-737-

Behandlung und der zusitzlichen Necrostatin-Behandlung erkennbar ist.

Die Bax/Bak-doppel-Defizienz fiihrt dazu, dass Zellen nicht in der Lage sind,
sowohl IL-8 als auch CXCL-1 zu sezernieren, nachdem die anti-apoptotischen
Proteine Mcl-1 bzw. Bcl-2, Bel-Xi. und Bel-w blockiert wurden (vgl. Abbildungen
10D und F).

Die Abbildungen 10E und 10G zeigen die im Uberstand gemessene Menge an IL-
8 bzw. CXCL-1 nach Behandlung der Kontroll- und einzel-defizienten-Zellen mit
den BH3-Mimetika. Den IL-6-Sekretionsergebnissen folgend, verhalten sich die
mit S63845 behandelten Bax- sowie Bak-defizienten Zellen hinsichtlich der IL-8-
und CXCL-1-Sekretion kongruent. Im Vergleich zu den Kontrollzellen ist eine
signifikante Reduktion der sezernierten Menge an IL-8 und CXCL-1 in den
Uberstéinden der hier verwendeten beiden einzel-defizienten-Zellen zu erkennen.
Nach zusitzlicher Blockade aller Caspasen (+ S68345-Behandlung) ist im
Uberstand der Kontrollzellen eine deutliche Reduktion der IL-8- und CXCL-1-
Konzentration gegeniiber der alleinigen S63845-Behandlung erkennbar, wihrend
in den beiden einzel-defizienten Zellen lediglich eine minimale Reduktion
festgestellt wird. Nach zusétzlicher Necrostatin-Behandlung ist sowohl in den
Kontroll- als auch den Bak-defizienten Zellen weder eine Induktion noch eine
Reduktion der IL-8- und CXCL-1-Sekretion im Vergleich zur alleinigen S63845-
Behandlung feststellbar. Demgegeniiber ist im Uberstand der Bax-defizienten
Zellen eine hohere Menge an IL-8- und CXCL-1 beobachtbar im Vergleich zur
alleinigen Mcl-1-Inhibition. Nach ABT-737-Behandlung kann im Uberstand der
Bax-defizienten Zellen eine signifikant hohere Konzentration von IL-8 und CXCL-
1 gegeniiber den Kontrollzellen nachgewiesen werden (knapp 410 pg/mL bzw.
320 pg/mL).
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In allen drei Zelllinien ist nach Behandlung mit ABT-737 und entweder Q-VD-OPh
oder Necrostatin keine nennenswerte Induktion der IL-8- bzw. CXCL-1-Sekretion
zu erkennen. Dennoch ist anzumerken, dass lediglich in den Bax-defizienten Zellen
eine Reduktion der IL-8- und CXCL-1-Sekretion nach zusitzlicher Blockade der
Caspasen oder RIPKI gegeniiber der alleinigen ABT-737-Behandlung zu

beobachten ist.

Abschlielend ldsst sich feststellen, dass das Fehlen von Bax zu einer deutlich
verminderten Caspase-3-Aktivierung nach subletalen Apoptose-Stimuli fithrt und
somit derselbe Schutz vor dem Zelltod, wie in den Bax/Bak-doppelt-defizienten
Zellen zu beobachten ist. Es besteht nach Mcl-1-Inhibition keine Korrelation
zwischen den Zelltoddaten und der IL-6-Sekretion, da entgegen den Zelltoddaten
keine Sekretions-Unterschiede zwischen den Bax- sowie Bak-defizienten Zellen
feststellbar sind. Bak scheint jedoch eine wichtige Rolle bei der Zytokinsekretion
nach ABT-737-Behandlung zu spielen. Es ist anzunehmen, dass die IL-8- und
CXCL-1-Sekretion caspasenabhingig erfolgt.
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Abbildung 10: Bax/Bak-abhingige Caspasenaktivierung und Zytokinsekretion

HeLa-Zelllinien mit intaktem (CTRL) oder defizientem (Bax, Bak oder Bax/Bak-doppelt-
defizient) mitochondrialem Apoptoseapparat wurden mit den in der Abbildung
dargestellten Inhibitoren fiir 72 h behandelt (Konzentration: 0,25 pM S63845 oder 10 uM
ABT-737 oder 20 uM Z-VAD-FMK oder 10 uM Q-VD-OPh oder 1 pM Necrostatin). Die
Zellen wurden auf Apoptose untersucht, und die Uberstinde wurden mittels ELISA auf
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Zytokine analysiert (A) Zellen, die aktive Caspase-3 als MaR fiir Apoptose exprimieren,
wurden durch immunologische Farbung mit einem fiir die gespaltene Form von Caspase-3
spezifischen Antikdrper und anschlieBender Durchflusszytometrie nachgewiesen. (B, D, F)
CTRL und Bax/Bak-doppelt-defiziente HeLa-Zellen wurden mit DMSO oder 0,25 uM
S63845 oder 10 uM ABT-737 oder 20 uM Z-VAD-FMK behandelt. IL-6 (B), IL-8 (D),
CXCL-1 (F). (C, E, G) CTRL und Bax- sowie Bak-defiziente Hel.a-Zellen wurden mit
DMSO oder 0,25 mM S63845 oder 10 mM ABT-737-6 oder 10 uM Q-VD-OPh oder 1 uM
Necrostatin  behandelt. (C) IL-6, (E) IL-8, (G) CXCL-1. Die Ergebnisse sind
Mittelwerte/SEM von mindestens n=3 unabhéngigen Experimenten. Die Signifikanzen
wurden mittels Zwei-Wege-Varianz (Two-way-ANOVA) liberpriift (* p< 0,05; ** p<0,01;
%k p<0,001; **#** p< 0,0001).

1.3. Kinetik der Zytokinsekretion unter Beriicksichtigung einzelner pro-

apoptotischer Proteine

In Abbildung 10 wurde bereits deutlich, dass ein signifikanter Unterschied in der
Zytokinsekretion zwischen den mit ABT-737 behandelten Bax- und Bak-
defizienten Zellen messbar ist. Um festzustellen, ob sich auch im zeitlichen Verlauf
Unterschiede in der Zytokinsekretion der einzelnen Zelllinien ergeben, wurden

zusétzliche Analysezeitpunkte (24, 48 oder 54 h) gewéhlt.

Abbildung 11A zeigt, dass die mit S63845 behandelten Kontrollzellen nach 48 h
eine minimale IL-6-Sekretion aufweisen. Dem erginzend sezernieren die Bax/Bak-
doppelt-defizienten Zellen eine den Kontrollzellen vergleichbare Menge an IL-6.
In den Bax-defizienten Zellen ist ebenfalls nach einer Behandlungsdauer von bis zu
54 h keine nennenswerte IL-6-Sekretion erkennbar. Besonders zu betonen ist, dass
im Uberstand der Kontrollzellen nach 54-stiindiger Behandlung eine 12-fach
reduzierte IL-6-Konzentration verglichen mit der 72-stiindigen Behandlung zu
messen ist. Wenn zusétzlich zu Mcl-1 auch die Caspasen blockiert werden, ist im
Uberstand der Kontrollzellen sowohl nach 48- als auch nach 54-stiindiger
Behandlung eine um die Hélfte reduzierte IL-6-Konzentration als nach 72-stiindiger
Behandlung messbar. Demgegeniiber ist sowohl in den einzel- als auch doppelt-
defizienten Zellen zwischen 54- und 72-stiindiger Behandlung keine substanzielle
Erhohung der IL-6-Sekretion erkennbar. Dem ergéinzend ist somit die im Uberstand
der einzel- und doppelt-defizienten Zellen gemessene IL-6-Konzentration nach 48-

und 54-stiindiger Behandlung gegeniiber den Kontrollzellen signifikant reduziert.

Nach ABT-737-Behandlung sind in den Kontrollzellen dhnliche Ergebnisse wie
nach S63845-Behandlung zu beobachten. Dementgegen ist nach 48- und 54-
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stiindiger Behandlung im Uberstand der Bax-defizienten Zellen die IL-6-
Konzentration gegeniiber den Kontrollzellen signifikant reduziert. Auffallend ist,
dass selbst nach 54-stiindiger Behandlung in den Bax-defizienten Zellen keine
nennenswerte 1L-6-Sekretion erkennbar ist. Somit ist die im Uberstand der Bax-
defizienten Zellen gemessene 1L-6-Konzentration nach 72-stiindiger Behandlung
um das knapp 38-fache hoher als nach 54-stiindiger Behandlung. Aulerdem ist
nach allen drei Analysezeitpunkten im Uberstand der Bax/Bak-doppelt-defizienten
Zellen eine gegeniiber der Kontrollzellen signifikant héhere Menge an IL-6
detektierbar. Erneut ist in den doppelt-defizienten Zellen zwischen 54- und 72-
stiindiger Behandlung keine nennenswerte Erh6hung der IL-6-Sekretion messbar.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Induktion der IL-6-Sekretion in den Kontroll-
und Bax-defizienten Zellen hauptsidchlich zwischen 54- und 72-stiindiger BH3-
Mimetika-Behandlung erfolgt, wédhrend die IL-6-Sekretion in den Bax/Bak-
doppelt-defizienten Zellen bereits nach fritheren Zeitpunkten (54 h) stagniert.

Die Ergebnisse zur IL-8- und CXCL1-Sekretion nach S63845-Behandlung (+/-
pan-Caspasen-Inhibitor) weisen lediglich beziiglich der tatsdchlich stattfindenden,
zeitlichen Induktion der Zytokinsekretion Ahnlichkeiten zu den IL-6-
Sekretionsdaten auf (Abbildung 11B und C). Allerdings ist diesmal sowohl nach
24-, 48- als auch 54-stiindiger S63845-Behandlung die im Uberstand gemessene
IL-8-Konzentration in den einzel- und doppelt-defizienten Zellen gegeniiber den
Kontrollzellen signifikant reduziert. Nach S63845 + Q-VD-OPh-Behandlung ist
zwischen den Kontrollzellen und den einzel- bzw. doppelt-defizienten Zellen kein
signifikanter Unterschied beziiglich der IL-8-Sekretion messbar. Diese
Beobachtung gilt fiir alle drei Analysezeitpunkte. Im Uberstand der Bax-defizienten
Zellen kann sowohl nach S63845- als auch nach ABT-737-Behandlung kein
erheblicher Unterschied beziliglich der sezernierten IL-8 Menge zu der
unbehandelten  Kontrolle  festgestellt ~ werden.  Diese  gemessenen
Zytokinkonzentrationen der Bax-defizienten Zellen stehen im Kontrast zur deutlich
erhohten Zytokinsekretion nach 72-stiindigem Analysezeitpunkt. Weiter ist
anzumerken, dass im Uberstand der Kontrollzellen zwischen 54- und 72-stiindiger
ABT-737-Behandlung nur circa eine Verdopplung der Zytokinkonzentration
erkennbar ist. Konsekutiv zu den IL-6-Sekretionsdaten ist in den Bax/Bak-doppelt-
defizienten Zellen eine Stagnation der IL-8-Sekretion nach 54-stiindiger

Behandlung zu verzeichnen.
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Die CXCL-1 Sekretionsdaten sind in groen Teilen vergleichbar der IL-8-Sekretion
(Abbildung 11C).

Es ist erkennbar, dass die pro-apoptotischen Proteine in unterschiedlichem Malle
die Induktion der Zytokinsekretion beeinflussen. Dies geschieht stets in
verschiedenen Zeitintervallen, nachdem die anti-apoptotischen Proteine inhibiert
wurden.
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Abbildung 11: Kinetik der Zytokinsekretion

(A-C) CTRL, Bax-defiziente und Bax/Bak-doppelt-defiziente HeLa-Zellen wurden mit
DMSO oder 0,25 uM S63845 (+/- 10 uM Q-VD-OPh) oder 10 pM ABT-737 fiir 24 h, 48 h
und 54 h behandelt. IL-6 (A), IL-8 (B) und CXCL-1 (C) wurden im Zellkulturiiberstand
mittels ELISA bestimmt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte/SEM von mindestens n=3
unabhédngigen Experimenten. Die Signifikanzen wurden mittels Zwei-Wege-Varianz
(Two-way-ANOV A) tiberpriift (* p< 0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001; **** p<0,0001).
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1.4. Beteiligung der MAP-Kinasen am subletalen Apoptosesignalweg

Zytokinsekretion ist das Ergebnis der Aktivierung diverser Signalwege. Um eine
mogliche Erklarung fiir die IL-6-Sekretion und Aktivierungswege nachfolgend der
Bax- und Bak-Aktivierung zu finden, wurde die Beteiligung von MAP-Kinasen und
deren aktivierten Transkriptionsfaktoren untersucht. Es wurden bereits
Interaktionen zwischen MAP-Kinasen und pro-apoptotischen Proteinen
beschrieben. Publizierte Untersuchungen haben gezeigt, dass phosphoryliertes p-
38 und pJNK pro-apoptotische Effekte erzielen konnen, indem sie durch
Phosphorylierung Bcl-2 und Mcl-1 hemmen (310). Dariiber hinaus kann JNK die
Translokation von Bax an die Mitochondrien ermdglichen (311). In den von uns
durchgefiihrten Experimenten wurde die Aktivierung der MAP-Kinasen und
erginzend dazu YH2AX als Nachweis der DNA-Schadensantwort infolge der
Caspase-abhidngigen CAD-Aktivitdt mittels Western Blot bestimmt. Die HeLa-
Zellen (CTRL, Bax- und Bak-defizient und Bax/Bak-doppelt-defizient) wurden mit
den Inhibitoren ABT-737 oder S63845 fiir 2, 5 oder 24 h behandelt. Um die
Aktivierung der MAP-Kinasen in Korrelation zu der Apoptose bzw. subletalen
Apoptose zu setzen, wurde YH2AX als indirekter Marker fiir entstandene DNA-
Schiaden verwendet (100). Nachfolgend der Aktivierung der Effektorcaspase-3 im
Rahmen des subletalen Apoptosesignalwegs kann die Caspasen-aktivierte DNase
(CAD) aktiviert werden und einen DNA-Schaden ermdglichen (59). Die
Behandlung der Zellen mit DMSO diente als unstimulierte Ldsungsmittel-
Kontrolle. Die Proteinintensitit wurde durch eine densitometrische Analyse unter

Verwendung von ImageJ quantifiziert.

In Abbildung 12A ist zu sehen, dass lediglich nach 24-stiindiger DMSO-
Behandlung ein YH2AX-Signal in den Kontroll-, Bax und Bak-defizienten Zellen
detektierbar ist. Des Weiteren ist zwar ein Unterschied in der DNA-
Schadensantwort zwischen den Bax- und Bak-defizienten Zellen erkennbar,
allerdings ist anzumerken, dass der Unterschied sehr gering ist. Denn wahrend in
den drei eben genannten Zelllinien nur eine &uBlerst schwache DNA-
Schadensantwort erkennbar ist, ist in den Bax/Bak-doppelt-defizienten Zellen auch
nach 24 h kein YH2AX-Signal messbar. Den Ergebnissen folgend ist in den mit
S63845 oder ABT-737 behandelten Bax/Bak-doppelt defizienten Zellen ebenso
kein YH2AX-Signal zu erkennen (Abbildung 12B und C).
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Dies bestitigt, dass die gemessene DNA-Schadensantwort vom mitochondrialen

Apoptosesignalweg und beiden pro-apoptotischen Proteinen abhingig ist.

Bei den mit S63845 behandelten Kontroll- und Bak-defizienten Zellen liegt nach 5-
stiindiger Behandlung der grof3te DNA-Schaden in der Zelle vor und nach 24 h zeigt
sich ein riicklaufiger Trend beziiglich der DNA-Schadensantwort (Abbildung 12B).
In den Bax-defizienten Zellen hingegen ist nach eben dieser zweistlindigen
Inhibitor-Behandlung das stdrkste YH2AX-Signal detektierbar, und die DNA-

Schadensantwort nimmt danach kontinuierlich ab.

Nach ABT-737-Behandlung ist kein Unterschied zwischen den hier verwendeten
einzel-defizienten Epithelzelllinien ersichtlich und die DNA-Schadensantwort
steigt nach 2 h langsam an und erreicht nach 24 h das vorldufige Maximum an
Signalintensitét (Abbildung 12C). Somit weisen die beiden hier verwendeten BH3-
Mimetika eine unterschiedliche Kinetik hinsichtlich ihrer Aktivitit und Aktivierung

des Apoptosesignalwegs auf.

Wie aus Abbildung 12D hervorgeht, ist in den unstimulierten Kontroll- und Bak-
defizienten Zellen zwischen 2- und 24-stiindiger DMSO-Behandlung keine pJNK-
Induktion nachweisbar. Im Gegensatz dazu ist in den Bax- und Bax/Bak-doppelt-
defizienten Zellen nach 24 h ein deutlich stirkeres pJNK-Signal sowohl im
Vergleich zur 2-stiindigen Inkubationsdauer als auch gegeniiber den Kontrollzellen
erkennbar. Wenn Mcl-1 inhibiert wurde, ist kein Unterschied in der pJNK-
Aktivierung zwischen den Kontroll-, Bak- oder Bax-defizienten Zellen erkennbar.
In allen drei Zelllinien ist nach 5-stiindiger Behandlung das Maximum der
Aktivierung messbar. In den Bax/Bak-doppelt-defizienten Zellen ist jedoch keine
pJNK-Induktion feststellbar und die Intensitdt der DNA-Schadensantwort scheint
zwischen 2 h und 24 h gleich zu sein (Abbildung 12E).

Nach ABT-737-Behandlung ist in den Kontroll- und Bak-defizienten Zellen nach
24 h eine leichte pJNK-Aktivierung messbar. Im Gegensatz dazu erfolgt in den
Bax/Bak-doppelt-defizienten Zellen nach 24-stiindiger Behandlung eine deutlich
stairkere pJNK-Aktivierung im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abbildung 12F).
Der Effekt von ABT-737 in den Bax/Bak-doppelt-defizienten Zellen ist
iiberraschend, da alle spezifischen Effekte des Inhibitors Bax oder Bak abhingig
sind. Dies spricht fiir eine unspezifische Aktivitit von ABT-737.



IV. ERGEBNISSE 75

Als nédchstes wurde die p-p38 Aktivierung nach den pro-apoptotischen Stimuli
analysiert. In den unstimulierten Kontrollzellen ist zwischen 2 und 24 h keine
signifikante Verdnderung in der p-p38-Aktivierung zu beobachten (Abbildung
12G). Ahnliche Trends sind auch in den beiden einzel-defizienten Zelllinien zu
erkennen, wobei die Intensitdt des p-p38-Signals nach 2 h stetig abnimmt. In den
Bax/Bak-doppelt-defizienten Zellen hingegen ist eine gegenldufige Beobachtung
zu verzeichnen, mit einer zunehmenden Intensitét des p-p38-Signals zwischen 5
und 24 h. Nach S63845-Behandlung ist in den Kontroll- und Bax-defizienten Zellen
nach 5-stiindiger Behandlung die hochste Intensitit von p-p38 detektierbar
(Abbildung 12H). Ahnlich der pJNK-Aktivierung ist in den Bax/Bak-doppelt-
defizienten Zellen nahezu keine p-p38-Aktivierung nachweisbar. Nach ABT-737-
Behandlung sind die gleichen Ergebnisse wie bereits bei der pJNK-Aktivierung zu
beobachten. (Abbildung 12I).

Abschliefend wurde die Aktivierung der dritten MAP-Kinase, p-ERK, genauer
untersucht. Zwischen den unstimulierten Kontrollen der jeweiligen Zelllinien sind
keine Unterschiede beziiglich der p-ERK-Aktivierung detektierbar und es ist keine
eindeutige zeitabhidngige Induktion bis 24 h zu erkennen (Abbildung 12J). Nach
S63845-Behandlung ist erneut in allen Zelllinien, auer den Bax/Bak-doppelt-
defizienten Zellen, nach 5 h eine leichte p-ERK-Aktivierung messbar (Abbildung
12K). Nach 24-stiindiger ABT-737-Behandlung ist erneut nur in den Bax/Bak-
doppelt-defizienten Zellen eine deutliche Aktivierung dieser MAP-Kinase messbar

(Abbildung 12L).

Nachfolgend der Mcl-1-Inhibition besteht zwischen allen drei MAP-Kinasen eine
deutlich erkennbare Korrelation. Dem ergéinzend ist, ausgenommen der Bax/Bak-
doppelt-defizienten Zellen, eine Aktivierung der beschriebenen MAP-Kinasen
detektierbar. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die Aktivierung der drei MAP-
Kinasen nach Inhibition von Mcl-1 von Bax und Bak abhéngig erfolgt. Es sind
keine konsistenten Unterschiede in der Aktivierung der MAP-Kinasen zwischen
den beiden einzel-defizienten Zelllinien vor allem nach der ABT-737-Behandlung
zu beobachten. Die Analyse der MAP-Kinasen liefert somit keine Erklarung fiir die

deutlich erhohte Zytokinsekretion in den Bax-defizienten Zellen.
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Abbildung 12: Beteiligung der MAP-Kinasen am subletalen Apoptosesignalweg

(A-L) CTRL, Bax- sowie Bak-defiziente und Bax/Bak-doppelt-defiziente HeLa-Zellen
wurden mit DMSO oder 0,25 uM S63845 oder 10u M ABT-737 fiir 2h, 5h und 24 h
behandelt. Anschlieend wurden die Zellen lysiert und die Proteinspiegel fiir YH2AX (A-
C), pINK (D-F), p-p38 (G-I) und pERK (J-L) via Western Blot analysiert. Fiir die
Auswertung wurde auf GAPDH normalisiert. Die Ergebnisse sind Mittelwerte/SEM von
mindestens n=3 unabhéngigen Experimenten. Zu beachten sind die z.T. unterschiedlichen
Skalen der Ordinate.



IV. ERGEBNISSE 77

1.5. Der NF-kB-Signalweg spielt keine messbare Rolle fiir die IL-6-

Sekretion

Um weiter die Frage zu kldren, welche Signalkaskade an der Sekretion von
Zytokinen, insbesondere von IL-6, im Rahmen der subletalen Apoptose eine Rolle
spielt, wurde der NF-kB-Signalweg genauer untersucht. Die Aktivierung des NF-
kB-Signalwegs flihrt zur Expression von Zielgenen, die nachfolgend die
Freisetzung von beispielsweise antimikrobiellen Molekiilen und/oder Zytokinen

zur Aktivierung der Immunantwort vermitteln konnen (105).

Fir den Nachweis der NF-kB-Aktivierung wurden NF-kB-Reporterzellen
generiert. Die Ermittlung der Aktivierung von NF-kB erfolgt iiber die Co-
Expression von destabilisiertem GFP (dscGFP) unter einem NF-kB-responsiven
Promoter. Am Durchflusszytometer (FACS Calibur) konnte diese Aktivierung tiber
GFP-Fluoreszenz gemessen werden. Sowohl Kontroll- als auch Bax/Bak-doppelt-
defiziente Zellen wurden verwendet und mit den Inhibitoren ABT-737, S63845 und
dem pan-Caspasen-Inhibitor Z-VAD-FMK behandelt. Als Positivkontrolle diente
TNF, das iiber TNFR1/2 sowohl MAP-Kinasen als auch NF-kB-abhingige
zelluldre Antworten aktivieren kann (312). Um die NF-kB-Aktivierungen im
Zeitverlauf zu erfassen, wurden verschiedene Analysezeitpunkte (3 h, 8 h, 18 h,
24h oder 48h) ausgewdhlt. Da ein signifikanter Unterschied in der
Zytokinsekretion zwischen den Kontroll- und Bax/Bak-doppelt-defizienten Zellen
nach ABT-737- als auch S63845-Behandlung beobachtet wurden, miisste somit

auch ein Unterschied in der NF-kB-Aktivierung nachweisbar sein.

Sowohl in den Kontroll- als auch den Bax/Bak-doppelt-defizienten Zellen wird,
beginnend nach 8-stiindiger TNF-Behandlung, eine Aktivierung von NF-«B in der
Positivkontrolle beobachtet. Demgegeniiber wurde nach Behandlung beider BH3-
Mimetika (+/- pan-Caspasen-Inhibitor) wihrend des gesamten Zeitverlaufs (3-48 h)
keine Aktivierung von NF-kB durchflusszytometrisch gemessen (Abbildung 13A).

Um mogliche Unterschiede in der NF-kB-Aktivierung zwischen den Bax- und Bak-
defizienten Zellen zu erfassen, wurde ein Western Blot aus den Lysaten dieser
einzel-defizienten Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden nach einer
Inkubationsdauer von 2, 5 oder 24 h mit den entsprechenden Inhibitoren analysiert.
Der Nachweis von phospho-p65 deutet auf eine Aktivierung des klassischen NF-
kB-Signalwegs  hin. Die nachfolgenden  Abbildungen zeigen die
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Expressionskinetiken der einzelnen hier verwendeten Zelllinien hinsichtlich der p-

p65-Aktivierung.

Die exemplarischen Western Blot-Ausziige (Abbildung 13B und C)
veranschaulichen, dass nach 24-stiindiger Behandlung mit den BH3-Mimetika
keine Unterschiede im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen erkennbar sind.
Demnach scheint dieser Signalweg nicht fiir die erhohte IL-6-Sekretion in den Bax-

defizienten Zellen nach ABT-737-Behandlung verantwortlich zu sein.
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Abbildung 13: Nach subletalen Apoptosestimuli spielt der NF-xB-Signalweg keine
erkennbare Rolle in der Zytokinsekretion

Diverse Zelllinien mit intaktem (CTRL) oder defizientem (Bax, Bak oder Bax/Bak-
doppelt-defizienten) mitochondrialem Apoptoseapparat wurden mit diversen Inhibitoren
oder Stimuli behandelt. (A) NF-kB-Reporterzellen CTRL oder Bax/Bak” wurden fiir 3 h,
8h, 18 h, 24 h und 48 h mit DMSO oder 0,25 uM S63845 oder 10 uM ABT-737 oder
1 ng/ml TNF-a behandelt. Auswertung der Aktivierung von NF-«xB iiber Quantifizierung
der GFP-Fluoreszenz am Durchflusszytometer Calibur. (B) und (C) CTRL, Bax-defiziente
sowie Bak-defiziente HeLLa-Zellen wurden mit 0,25 mM S63845 oder 10 mM ABT-737 fiir
2 h, 5 h und 24 h behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und fiir die p-p65
Expression via Western Blot analysiert. Die Ergebnisse sind représentativ fiir n=3
unabhingige Experimente.
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1.6. Aktivierung von Caspase-3 und Zytokinsekretion nachfolgend der

Mitochondrienaktivierung nach subletalen Apoptose-Stimuli (I)

Nachfolgend der Bcl-2-Familienproteine sollen nun weitere Proteine im
intrinsischen Apoptosesignalweg beziiglich ihrer Rolle bei der Zytokinsekretion
und Caspase-3-Aktivierung analysiert werden. Wie bereits unter 11.1.2 erwihnt,
erfolgen nach der Smac- und Cytochrom c-Ausschiittung aus den Mitochondrien
unterschiedliche Kaskaden, die jeweils in der Aktivierung der Effektorcaspasen-3
und -7 und nachfolgend der CAD-Aktivierung resultieren (62). Ebenso konnte
gezeigt werden, dass Chemikalien, die die Funktion von Smac imitieren (Smac-
Mimetika) zur Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen mittels des
alternativen NF-kB-Signalwegs fiihren (313, 314). Nachfolgend der Apoptose ist
Smac zwar ebenfalls zytosolisch lokalisiert und konnte den NF-kB-Signalwege
aktivieren, aber die pro-inflammatorischen Signale werden durch aktivierte
Caspasen unterdriickt (9). Insbesondere Smac (315) und weitere Proteine, die im
direkten Zusammenhang mit Smac stehen, wurden in den hier folgenden
Experimenten ndher betrachtet. Hierzu wurden HeLa-Zellen mit Defizienzen in
Smac, PARL und XIAP verwendet. Subletale pro-apoptotische-Stimuli wurden
durch BH3-Mimetka (S63845 oder ABT-737) erzielt. Der Zelltod wurde mittels
immunologischer Férbung der aktiven Caspase-3-positiven Zellen durch

Durchflusszytometrie (Calibur) ermittelt.

Wie in Abbildung 14A erkennbar, liegt der prozentuale Anteil an Zellen mit
aktivierter Caspase-3 in den unbehandelten Kontrollen der drei verwendeten
Zelllinien, mit Ausnahme der XIAP-defizienten Zellen, unter 10 %. Nach S63845-
Behandlung ist in den Kontroll- und XIAP-defizienten Zellen eine deutliche
Caspase-3-Aktivierung messbar. Die Smac- und PARL-defizienten Zellen
hingegen sind vor S63845-induziertem Zelltod weitestgehend geschiitzt. Nach
ABT-737-Behandlung liegt der Anteil an aktiven Caspase-3-positiven Zellen in den
Kontroll- und XIAP-defizienten-Zellen zwischen 30 und 40 %, wihrend die Smac-
und PARL-defizienten-Zellen erneut vor dem Zelltod geschiitzt sind. Somit ist
erkennbar, dass eine Defizienz von entweder Smac oder PARL trotz pro-
apoptotischer Stimuli in eine deutlich verminderte Caspase-3-Aktivierung

resultiert.
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Im nichsten Schritt sollte die limitierte Caspase-3-Aktivierung in Relation zu der
Zytokinsekretion gesetzt und analysiert werden. In keiner der vier verwendeten
Epithelzelllinien ist in der unbehandelten Kontrolle eine erhebliche IL-6-Sekretion
zu verzeichnen (Abbildung 14B). Nach der Inhibition von Mcl-1 ist jedoch eine
signifikant hohere IL-6-Konzentration im Uberstand der Smac- und PARL-
defizienten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen detektierbar. Diese
Beobachtung steht im deutlichen Widerspruch zu der gemessenen Caspase-3-
Aktivierung. Dementgegen konnte im Uberstand der XIAP-defizienten Zellen im
Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant weniger IL-6 nachgewiesen werden
(knapp 100 pg/mL). Im Gegensatz zu den Ergebnissen nach der S63845-
Behandlung ist nach ABT-737-Behandlung zwischen den Kontroll- und Smac-
defizienten Zellen kein Unterschied beziiglich der IL-6-Sekretion zu erkennen.
Ergiénzend konnte im Uberstand der XIAP-defiziente Zellen signifikant mehr IL-6

im Vergleich zu den Kontrollzellen nachgewiesen werden.

Nach zusitzlicher Blockade aller Caspasen (S63845 + Z-VAD-FMK) ist keine
Reduktion der IL-6-Sekretion in den Kontroll- und XIAP-defizienten Zellen im
Vergleich zur alleinigen S63845-Behandlung messbar, wéhrend in den Smac-

defizienten Zellen eine Reduktion der IL-6-Sekretion zu erkennen ist (Abbildung
14C)

Weiter wurde die IL-8-Sekretion in den hier beschriebenen vier Epithelzelllinien
gemessen. Entgegen den IL-6-Sekretionsdaten ist nach S63845-Behandlung im
Uberstand der Smac- und PARL-defizienten Zellen signifikant weniger IL-8 im
Vergleich zu den Kontrollzellen messbar (Abbildung 14D). Die im Uberstand der
Smac- und PARL-defizienten Zellen ermittelte IL-8-Konzentration betragt
lediglich knapp 100 pg/mL. Die hier beobachteten IL-8-Sekretionsdaten kdnnen in
Relation zu der Caspase-3-Aktivierung gesetzt werden (Abbildung 14A). Im
Uberstand der XIAP-defizienten Zellen ist hingegen sowohl nach Behandlung mit
beiden BH3-Mimetika signifikant mehr IL-8 gegeniiber der Kontrollzellen
messbar. Nach ABT-737-Behandlung ist im Uberstand der Kontroll-, Smac- und
PARL-defizienten Zellen kein IL-8-Konzentrationsunterschied detektierbar.

Nach der gleichzeitigen Gabe von S63845 und Z-VAD-FMK ist eine Reduktion der
IL-8- und CXCL-1-Konzentration in allen hier verwendeten Zelllinien im
Vergleich zur alleinigen S63845-Behandlung beobachtbar (Abbildung 14E und
14G).
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In den bisherigen Experimenten wurde eine klare Korrelation zwischen den IL-8-
und CXCL-1-Sekretionsdaten beobachtet. Hier ist nun ein deutlicher Unterschied
in den XIAP-defizienten Zellen zwischen der IL-8- und CXCL-1-Sekretion
messbar. Denn nach S63845-Behandlung ist im Uberstand der Smac-, PARL-
sowie den XIAP-defizienten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen eine
signifikante Reduktion der CXCL-1-Konzentration messbar (Abbildung 14F).
Nach ABT-737-Behandlung ist zwischen den Kontroll- und XIAP-defizienten
Zellen kein Unterschied beziiglich der CXCL-1-Sekretion erkennbar.

Sowohl bezogen auf die IL-6-, IL-8- und CXCL-1-Sekretion als auch der Caspase-
3-Aktivierung verhalten sich die PARL- und Smac-defizienten Zellen dhnlich.
Zusammenfassend zeigen sich in den Ergebnissen nicht nur Unterschiede zwischen
den verschiedenen Zelllinien, sondern auch zwischen den eingesetzten Inhibitoren.
PARL und Smac sind notwendig fiir die Caspasenaktivierung in der
mitochondrialen Apoptose. Die Unterschiede in der Zytokinsekretion sind
vermutlich dadurch erkldrbar. Da Caspasen die Sekretion von IL-6 blockieren
konnen, konnte das Fehlen dieses Effekts die Unterschiede erkldren. Wie bereits in
den frilheren Experimenten korreliert die IL-8-Sekretion mit der

Caspasenaktivierung.
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Abbildung 14: Apoptose und Zytokinsekretion in Abwesenheit anti-apoptotischer
Proteine

HeLa-Zelllinien defizient in Smac, PARL, XIAP oder eine entsprechende Kontrollzelllinie
(CTRL) wurden mit diversen Inhibitoren fiir 72 h behandelt. Die Zellen wurden auf
Apoptose untersucht, und die Zellkulturiiberstinde wurden mittels ELISA auf
Zytokinsekretion analysiert (A) Zellen, die aktive Caspase-3 als MaB fiir Apoptose
exprimieren, wurden durch Farbung mit einem fiir die gespaltene Form von Caspase-3
spezifischen Antikdrper und anschlieBender Durchflusszytometrie nachgewiesen. Die
Zytokinkonzentrationen von I1-6 (B-C), IL-8 (D-E) und CXCL-1 (F-G) wurden nach der
Behandlung mit DMSO oder 0,25 uM S63845 oder 10 uM ABT-737 oder 20 uM Z-VAD-
FMK gemessen. Die Ergebnisse sind Mittelwerte/SEM von mindestens n=3 unabhéngigen
Experimenten. Die Signifikanzen wurden mittels Zwei-Wege-Varianz (Two-way-
ANOVA) iiberpriift (* p< 0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001; **** p< 0,0001).
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1.7. Aktivierung von Caspase-3 und Zytokinsekretion nachfolgend der

Mitochondrienaktivierung nach subletalen Apoptose-Stimuli (IT)

Im vorliegenden Kapitel wurden nun weitere Proteine untersucht, die an der
Aktivierung von Caspasen beteiligt sind. Hierzu zdhlen Apaf-1, Caspase-9 im
intrinsischen (50, 57) und Caspase-8 im extrinsischen Signalweg (vgl. Kapitel 11
1.1). Fiir die nachfolgenden Experimente wurden Apaf-1-, Caspase-9-, Caspase-8-
und CAD-defiziente HeLa-Zellen verwendet.

Um den Anteil an aktivierter Caspase-3 zu messen wurde nach 72-stlindiger
Behandlung mit S63845 oder ABT-737 durchflusszytometrische Analysen
durchgefiihrt (Abbildung 15A). Nach S63845-Behandlung ist kein signifikanter
Unterschied zwischen den Kontrollzellen und den CAD- sowie Caspase-8-
defizienten Zellen beziiglich der Caspase-3-Aktivierung messbar. Im Gegensatz
dazu sind Zellen mit fehlendem Apaf-1 vor Apoptose geschiitzt. Demzufolge ist in
den Apaf-1-defizienten Zellen eine signifikante Reduktion des Anteils an Zellen
mit aktivierter Caspase-3 im Vergleich zu den Kontrollzellen festzustellen. Nach
ABT-737-Behandlung ist eine signifikante Reduktion des Anteils an aktiven
Caspase-3-positiven Zellen in den Apaf-1-, CAD- als auch Caspase-8-defizienten

Zellen gegeniiber Kontrollzellen zu beobachten.

Nachfolgend wurde nach 72-stiindiger Behandlung mit diversen BH3-Mimetika die
IL-6-Sekretion der einzelnen Zelllinien gemessen (Abbildung 15B). Nach S63845-
Behandlung ist im Uberstand der Apaf-1- und Caspase-9-defizienten Zellen eine
signifikant hohere Menge an IL-6 gegeniiber der Kontrollzellen detektierbar.
Dementgegen ist nach ABT-737-Behandlung ein deutlicher Unterschied zwischen
den Apaf-1- und Caspase-9-defizienten Zellen beziiglich der IL-6-Sekretion zu
verzeichnen. Denn die im Uberstand gemessene IL-6-Konzentration der Apaf-1-
defizienten Zellen ist sowohl gegeniiber Kontrollzellen als auch den Caspase-9-
defizienten Zellen signifikant erhoht (1000 pg/mL). Im Gegensatz dazu ist in den
CAD- und Caspase-8-defizienten Zellen sowohl nach S63845 als auch nach ABT-
737-Behandlung keine IL-6-Sekretion zu messen.

In Abbildung 15C wurden die Zellen zusétzlich zum Mcl-1-Inhibitor mit dem pan-
Caspasen-Inhibitor Z-VAD-FMK behandelt. In den Kontroll- und CAD-defizienten
Zellen ist keine Reduktion der im Uberstand gemessenen IL-6-Konzentration im
Vergleich zur alleinigen S63845-Behandlung nachzuweisen. Demgegeniiber ist in

den Caspase-8-defizienten Zellen nach zusétzlicher Blockierung aller Caspasen ein
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deutlicher Anstieg der IL-6-Sekretion messbar und die im Uberstand gemessene IL-

6-Konzentration ist gegeniiber den Kontrollzellen signifikant erhoht.

Ergédnzend zur IL-6-Sekretion wurde auch die IL-8-Sekretion ermittelt. Entgegen
den IL-6-Sekretionsdaten ist nach Mcl-1-Inhibition im Uberstand der Apaf-1,
Caspase-9- und CAD-defizienten Zellen eine signifikante Reduktion der IL-8-
Konzentration im Vergleich zu den Kontrollzellen messbar (Abbildung 15D).
Ebenso ist in den Caspase-8-defizienten Zellen eine der Kontrollzellen
vergleichbare hohe IL-8-Sekretion detektierbar. Nach ABT-737-Behandlung ist
lediglich im Uberstand der Caspase-8-defizienten Zellen eine signifikant hohere IL-
8 Menge gegeniiber Kontrollzellen messbar (knapp 350 pg/mL). Durch die
Inhibition aller Caspasen (+S63845) ist im Uberstand der Kontroll-, CAD- und
Caspase-8-defizienten Zellen eine deutliche Reduktion der IL-8-Konzentration
gegeniiber der alleinigen S63845-Behandlung messbar (Abbildung 15E). Den IL-
6-Sekretionsdaten folgend, ist erneut die Menge an IL-8 im Uberstand der Caspase-

8-defizienten Zellen gegeniiber der Kontrollzellen signifikant erhoht.

Beziiglich der CXCL-1-Sekretion sind deutliche Redundanzen zu den IL-8-
Sekretionsdaten erkennbar (Abbildung 15F). In den vier defizienten Zelllinien
(Apaf-1, Caspase-9-, Caspase-8- und CAD-defizienten Zellen) ist nach Mcl-1-
Inhibition oder ABT-737-Behandlung eine signifikante Reduktion der CXCL-1-
Sekretion gegeniiber den Kontrollzellen detektierbar. Allerdings féllt auf, dass
zwischen der CXCL-1- und IL-8-Sekretion Unterschiede in den Caspase-8-
defizienten Zellen nach BH3-Mimetika-Behandlung messbar sind. Nach
zusiétzlicher Caspasen-Inhibition (S63845 + Z-VAD-FMK) kommt es zu einer
klaren Reduktion der im Uberstand gemessenen CXCL-1-Konzentration in den
Kontroll-, CAD- und Caspase-8-defizienten Zellen im Vergleich zur alleinigen

S63845-Behandlung (Abbildung 15G).

SchlieBlich scheint CAD mdglicherweise eine Rolle in der Sekretion aller drei
untersuchten Zytokine zu spielen, wihrend Caspase-8 bei der IL-6- und CXCL-1-
Sekretion von Bedeutung zu sein scheint. Dariliber hinaus sind Unterschiede
zwischen der Inhibition von Mcl-1 versus Bcl-2, Bel-w und Bel-Xi in Bezug auf

die Sekretion diverser Zytokine zu beobachten.
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Abbildung 15: CAD-abhingige Zytokinsekretion

HeLa-Zelllinien defizient in Apaf-1, Caspase-9, CAD, Caspase-8 oder eine entsprechende
Kontrollzelllinie (CTRL) wurden mit diversen Inhibitoren fiir 72 h behandelt. Uberstéinde
wurden mittels ELISA auf Zytokine analysiert (A) Zellen, die aktive Caspase-3 als Mal3
fiir Apoptose aufweisen, wurden durch Férbung mit einem fiir die gespaltene Form von
Caspase-3  spezifischen  Antikérper und anschlieBender Durchflusszytometrie
nachgewiesen. Die Zytokinkonzentrationen von I1-6 (B-C), IL-8 (D-E) und CXCL-1 (F-
G) wurden nach der Behandlung mit DMSO oder 0,25 uM S63845 oder 10 pM ABT-737
oder 20 uM Z-VAD-FMK gemessen. Die FErgebnisse sind Mittelwerte/SEM von
mindestens n=3 unabhéngigen Experimenten. Die Signifikanzen wurden mittels Zwei-
Wege-Varianz (Two-way-ANOVA) iiberpriift (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;
A p< 0,0001).
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1.8. Die Zytokinsekretion erfolgt im Salmonellen-Infektionsmodell

unabhingig von Bax und Bak

Wie bereits gezeigt wurde, kann eine limitierte Aktivierung von Bax und Bak
resultierend in Minority MOMP, bei begrenzter Aktivierung von Caspasen zur
Zytokinsekretion fiihren. Meistens sind Infektionen mit Pathogenen nicht mit einer
starken Auspragung der klassischen Apoptose assoziiert, obwohl einige Pathogene
ein pro-apoptotisches Potenzial aufweisen (316). Daher scheint es plausibel, dass
Pathogene den Signalweg der subletalen Apoptose in infizierten Zellen aktivieren,
und dieser Signalweg konnte eine immunologische Rolle bei einer Infektion
spielen. Im Gegensatz zu Viren replizieren die meisten Bakterien nicht innerhalb
einer Zelle, mit Ausnahme von obligat intrazelluliren Bakterien wie Chlamydien
oder fakultativ intrazelluliren Bakterien wie Salmonellen. Anhand des
Infektionsmodells mit dem fakultativ intrazelluliren Bakterium Salmonella
Typhimurium wurde die Rolle des mitochondrialen Apoptosesignalwegs fiir die
angeborene Immunantwort in den folgenden Experimenten analysiert. Es wurde
untersucht, ob die Aktivierung des subletalen Apoptosesignalwegs infolge einer
Salmonelleninfektion zu einer Zytokinsekretion durch zerstdrte oder infizierte
Epithelzellen fiihrt und infolgedessen das Immunsystem aktivieren kdnnte (8). Um
Pathogene zu eliminieren, kdnnen weitere Immunzellen durch die MOMP-
assoziierte Zytokinsekretion rekrutiert werden. Zu diesem Zweck wurden Kontroll
Smac-, PARL-, Apaf-1-, Caspase-9- und Bax/Bak-doppelt-defiziente Hela-Zellen
mit einer MOI von 50 von Salmonella Typhimurium fiir 24 h infiziert. Dieser
Zeitpunkt wurde gewihlt, da Brokatzky et al. bereits gezeigt hatten, dass nach
diesem Zeitpunkt eine deutliche Zytokinsekretion zu erwarten ist und ein DNA-
Schaden (YH2AX) und somit eine Caspasen- und CAD-Aktivierung nachgewiesen
werden kann (69).

Abbildung 16A zeigt, dass in allen nicht-infizierten Zellen keine IL-6-Sekretion
messbar ist. Nach der 24-stiindigen Infektionsdauer ist im Uberstand der Kontroll- ,
Smac- und Caspase-9-defizienten Zellen kein IL-6-Konzentrationsunterschied
messbar. Allerdings ist im Uberstand der PARL- und Apaf-1-defizienten Zellen
eine signifikant hohere Menge an IL-6 gegeniiber den Kontrollzellen nachweisbar.
Unerwarteterweise sezernieren die Bax/Bak-doppelt-defizienten Zellen nicht
weniger IL-6. Die Menge an IL-6 im Uberstand der doppelt defizienten Zellen ist

gegeniiber Kontrollzellen signifikant erhoht.
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Erginzend zu IL-6 wurde auch im Uberstand der einzelnen Zellen die IL-8-
Konzentration ermittelt. Abbildung 16B zeigt nach Infektion mit Salmonella
Typhimurium, dass im Uberstand der Smac, Apaf-1- und Caspase-9-defizienten
Zellen eine signifikante Reduktion der IL-8-Konzentration im Vergleich zu der
Kontrollzelle zu messen ist. Die PARL-defizienten Zellen verhalten sich
vergleichbar den Kontrollzellen beziiglich der IL-8-Sekretion. Auffallend ist, dass
wie schon bei der IL-6-Sekretion eine signifikant hohere Menge an IL-8 in den

Bax/Bak-doppelt-defizienten Zellen gegeniiber den Kontrollzellen detektierbar ist.

Bezogen auf die CXCL-1-Sekretion verhalten sich die Smac- und PARL-
defizienten Zellen nach erfolgter Infektion vergleichbar zu den Kontrollzellen
(Abbildung 16C). Allerdings ist im Uberstand der Apaf-1-defizienten Zellen eine
signifikant hohere CXCL-1-Konzentration im Vergleich zu den Kontrollzellen
nachweisbar. Den IL-6-Sekretionsdaten folgend ist auch beziiglich der CXCL-1-
Sekretion Unterschied zwischen den Apaf-1- und Caspase-9-defizienten Zellen zu
beobachten. Im Uberstand der Caspase-9-defizienten Zellen ist nur eine IL-6-
Konzentration von knapp 200 pg/mL detektierbar. Im Uberstand der Bax/Bak-
doppelt-defizienten Zellen ist kein CXCL-1-Konzentrationsunterschied gegeniiber

den Kontrollzellen erkennbar.

Um mogliche Unterschiede in der Kinetik der Zytokinsekretion zwischen den
Zelllinien zu beriicksichtigen und zu erfassen, wurden zusitzliche
Analysezeitpunkte nach 5-, 18- und 30-stiindiger Infektion in die Kinetik-
Untersuchung aufgenommen. Da die bisherigen Ergebnisse daraufhin deuten, dass
der mitochondriale Apoptose-Apparat keine Rolle in der Salmonellen-vermittelten
Zytokinsekretion spielt, wurden zusitzlich CAD-defiziente Zellen analysiert. Wie
in vorherigen Kapiteln beobachtet werden konnte, scheint CAD eine Rolle in der

Zytokinsekretion zu spielen.

Erneut wurde das pro-inflammatorische Zytokin, IL-6 gemessen. Nach 5-stiindiger
Infektion ist in allen hier verwendeten Epithelzelllinien keine nennenswerte IL-6-
Sekretion feststellbar (Abbildung 16D). Nach 18-stiindiger Infektionsdauer ist
hingegen ein Anstieg der IL-6-Sekretion in allen Zelllinien zu verzeichnen. Im
Uberstand der Smac-defizienten Zellen ist nach 18-stiindiger Infektion eine leichte,
wenn doch signifikant hohere IL-6-Konzentration im Vergleich zu den
Kontrollzelllen erkennbar, wihrend die CAD-defizienten Zellen eine signifikante

Reduktion aufweisen. Am deutlichsten ist der Unterschied zu den Bax/Bak-
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doppelt-defizienten Zellen, denn im Uberstand dieser Zellen ist signifikant mehr
IL-6 gegeniiber den Kontrollzellen messbar (knapp 680 pg/mL). Nach 30-stiindiger
Infektion ist in allen Zelllinien auBBer den CAD-defizienten Zellen ein deutlicher
Anstieg der IL-6-Sekretion auf >750 pg/ml nachweisbar. Der Unterschied zwischen
den Kontroll- und Bax/Bak-doppelt-defizienten verringert sich jedoch, wohingegen
im Vergleich zu den CAD-defizienten Zellen eine deutlich signifikante Reduktion

der IL-6-Sekretion gemessen wird.

Bezogen auf die IL-8-Sekretion sind zwischen den Zelllinien, auBBer den Bax/Bak-
doppelt-defizienten Zellen, zwischen 5- und 18-stiindiger Infektion keine
nennenswerte Unterschiede detektierbar (Abbildung 16E). Besonders zu betonen
ist, dass im Uberstand der Bax/Bak doppelt defizienten Zellen bereits nach 5-
stiindiger Infektion eine signifikant hohere IL-8-Konzentration gegeniiber
Kontrollzellen nachweisbar ist. Ahnlich den IL-6-Sekretionsergebnissen ist im
Uberstand der CAD-defizienten Zellen signifikant weniger IL-8 gegeniiber
Kontrollzellen nachweisbar, allerdings findet gegeniiber der unifizierten Kontrolle

eine deutliche Induktion der IL-8-Sekretion statt.

Nach 18-stiindiger Infektion ist die CXCL-1-Sekretion in den CAD- und Bax/Bak-
doppelt-defizienten Zellen signifikant hoher als in den Kontrollzellen.
Dementgegen ist im Zellkulturiiberstand der Kontroll-, Smac- und CAD-
defizienten Zellen kein CXCL-1-Konzentratonsunterschied zu messen. Lediglich
im Uberstand der Bax/Bak-doppelt-defizienten Zellen ist eine signifikant hohere
CXCL-1-Konzentration im Vergleich zu der Kontrollzellen detektierbar.

Abschliefend ist anzumerken, dass CAD bei der IL-6-Sekretion vermutlich eine
Rolle spielen konnte. Ein Effekt von Bax und Bak war nicht erkennbar; allerdings
deuten die Effekte der CAD-, Apaf-1 und Bax/Bak-doppel-Defizienz auf eine
Aktivierung und Beteiligung des Apoptosewegs hin. Die Regulation insbesondere
von IL-6 ist ungeklért, so dass nur limitiert verstanden werden kann, welche Signale

anders verlaufen.



IV. ERGEBNISSE 89

A mm CTRL  £3 Apaf-1-+ B c
E Smac” == Caspase-9 -
m PARL” 3 Bax/Bak ™"
1 500 - *kk 1500 - ek 800+ kk
o . 5 =
- - whnn = g 600-
E 1 000+ E 1 000 1 =
2 = = 400
© 500 ® 500 o
= = S 2001
0-
STy - - - - -~ ++ ++ + + STy - - - - -~ ++ ++ + + STy - - ---- + 4+ + 4+ + +
D
1500+ kkk *
y o &
€ 1000+
[e2]
=
© = CTRL
= 500 3 Smac
ms CAD "~
0- © Bax/Bak *
STy +++ + + 4+ + -+ 4+ +
5h 18 h 30h
F
2000 ek 800+ e .
- - — y T
_.1500- £ 600
-} [=)]
£ 2
§1 000 - 400
o
o«
2 500 & 2004
0 - 0 -
STy i T o o i T 2 o o 3 STy - - --++++ ----++++ ----++++
5h 18 h 30h 5h 18 h 30h

Abbildung 16: Zytokinsekretion infolge der Salmonellen-Infektion erfolgt mit geringem
Einfluss von Proteinen der Apoptosesignaltransduktion

HeLa-Kontrollzelllinien (CTRL) oder Gen defiziente Hel.a-Zelllinen (Bax/Bak-doppelt-
defizient, Smac, PARL, Apaf-1, Caspase-9 und CAD) wurden mit Salmonella
Typhimurium (MOI=50) infiziert. Uberstinde wurden mittels ELISA auf Zytokine
analysiert. (A) IL- 6 nach 24 h. (B) IL-8 nach 24 h. (C) CXCL-1 nach 24 h. (D) IL-6 nach
5h, 18 hund 30 h. (E) IL-8 nach 5 h, 18 hund 30 h. (F) CXCL-1 nach 5 h, 18 h und 30 h.
Die Ergebnisse sind Mittelwerte/SEM von n=3-5 unabhingigen Experimenten. Die
Signifikanzen wurden mittels Zwei-Wege-Varianz (Two-way-ANOVA) iiberpriift
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001; **** p<0,0001).

1.9. Smac-abhingige Immunzellrekrutierung

Wie bereits im vorherigen Kapitel (IV 1.8) gezeigt werden konnte, spielen Proteine
des Apoptosesignalwegs eine Rolle in der Infektionsabwehr. Auch im Rahmen der
Helicobacter pylori Infektion konnte gezeigt werden, dass H. pylori den subletalen
Apoptosesignalweg aktiviert und Smac dabei eine entziindungsfordernde Rolle
spielt. Smac aktiviert den alternativen NF-kB-Signalweg und fordert damit die

Sekretion von Chemokinen (317). Ebenso konnte in Studien gezeigt werden, dass
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das Bakterium Shigella flexneri im Gegensatz zu apoptotischen Stimuli die
Calpain-abhdngige Spaltung von BID aktiviert, fiir die Freisetzung von Smac, dass
der entziindlichen Wirkung von XIAP entgegenwirkt, ohne die Apoptose

auszulosen. (318).

Um die Rolle von Smac in der Aktivierung des Immunsystem in einem weiteren
Infektionsmodell zu untersuchen, wurden Smac-defiziente Miuse intravaginal mit
dem obligat intrazelluliren Bakterium Chlamydia muridarum infiziert.
Heterozygote Wurfgeschwister dienten als Kontrollgruppe (Kontrollmiuse). Die in
den Versuchen verwendeten Méuse haben einen C57BL/6 genetischen
Hintergrund. Die Infektionsdauer betrug 4 Tage, da dies dem akuten Stadium der
Infektion entspricht, in dem die angeborene Immunantwort eine entscheidende
Rolle  spielt. Ziel war es, mogliche Unterschiede in  der
Immunzellzusammensetzung im Genitaltrakt in Abhédngigkeit von Smac zu
identifizieren. Nach erfolgreicher Infektion wurde der Genitaltrakt in zwei Teile
unterteilt. Zum einen in die beiden Uterushorner, die fiir die spétere Analyse
zusammengefasst wurden sowie das Ovidukt und das Ovar (Abbildung 17A). Die
Aufteilung erfolgte, um die einzelnen Abschnitte in Relation zur Infektionsdauer
und Immunzellzusammensetzung setzen zu konnen. Nach dem Verdau der
jeweiligen Abschnitte wurden die Immunzellen isoliert und spezifisch extrazelluldr
und intrazelluldr gefarbt, um anschlieBend die einzelnen Immunzellen anhand ihrer

Marker im Durchflusszytometer (FACS Fortessa™) charakterisieren zu kénnen.

Ovar+ Ovidukt

/Uterushorn

Zervix

Abbildung 17: Muriner weiblicher Genitaltrakt

(A) Reprisentative Darstellung des weiblichen murinen Genitaltraktes mit den erfolgten
Unterteilungen fiir spétere Analysen.

Die Bestimmung des Anteils an myeloiden Zellen, insbesondere des Anteils von
Neutrophilen und monozytiren Zellen, erfolgte {iber die Expression von Ly6G,

Ly6C und CD11b.
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In den Uterushdrnern uninfizierter Kontrollmiuse und Smac-defizienter Miuse
liegt die Anzahl an Monozyten meist unter 50 (Abbildung 18A). Nach erfolgter
Infektion mit 5x10° IFU Chlamydia muridarum sind in den Uterushdrnern der
Kontrollméuse am vierten Tag post infectionem (p.i.) bzw. vier Tage nach der
Infektion (4 T.n.I.) deutlich mehr Monozyten nachweisbar (knapp 500.000) als bei
den Smac-defizienten Méusen (ca. 100.000). Im Gegensatz dazu sind im oberen
Abschnitt des Genitaltrakts (Ovidukt und Ovar) mehr Monozyten in den Smac-

defizienten Mausen nachweisbar (knapp 2.000 Monozyten).

Ein noch deutlicherer Unterschied zeigt sich bei der absoluten Anzahl an
neutrophilen Granulozyten nach erfolgter Infektion (Abbildung 18B). Erneut sind
in den Uterushdrnern der Kontrollméuse deutlich mehr Neutrophile nachweisbar,
wihrend im Ovidukt/Ovar eine deutliche Reduktion der Anzahl an Neutrophilen
gegeniiber den Smac-defizienten Miusen detektierbar ist. Somit ist im oberen
Genitaltrakt der Smac-defizienten Miusen eine deutlich hohere Infiltration beider

myeloider Zelltypen im Vergleich zu den Kontrollmiusen zu verzeichnen.

Neben den beschriebenen myeloiden Zellen wurden auch verschiedene
Lymphozytenpopulationen mittels der Marker TCRp, CD3, CD4, NKI1.1 und
Eomes im Durchflusszytometer charakterisiert. Die NK-Zellen wurden wie folgt
definiert: CD45+, Lin (CD3, CD5, CD19, TCRp, TCRys, F4/80, FceR1a, Ly6G)-,
NK1.1+, Eomes+. Im Gegensatz zur absoluten Zellzahl von Monozyten oder
neutrophilen Granulozyten ist die Anzahl an NK-Zellen in den Uterushdrnern der
Kontrollmduse nach Infektion deutlich geringer und betrdgt im Durchschnitt
150.000 (Abbildung 18C). Dennoch ist eine Differenz der Zellzahl in den
Uterushornern zwischen den Kontrollmédusen und den Smac-defizienten Mausen
festzustellen. Im Ovidukt/Ovar der Smac-defizienten Méuse ist bereits ohne
erfolgte Infektion eine vermehrte Anzahl an NK-Zellen im Vergleich zu den
Kontrollméusen detektierbar (13.000 versus 2.000). Ebenso ist nach der Infektion
im oberen Genitaltrakt ein signifikanter Unterschied zwischen den verwendeten
Mausgenotypen zu verzeichnen, da in den Smac-defizienten Méusen deutlich mehr

NK-Zellen nachweisbar sind (knapp 28.000 versus 5.000).

Die Population der ILC-1-Zellen wurde wie folgt definiert: CD45+, Lin-, NK1.1+,
Eomes-. Die absolute Zellzahl der ILC-1-Zellen (Abbildung 18D) ist insgesamt
sehr gering, selbst in den Uterushornern der Kontrollméusen sind nach der Infektion

nur durchschnittlich 12.000 ILC-1 Zellen nachweisbar, und es sind nur geringe
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Unterschiede zwischen den beiden Mausgenotypen zu erkennen. Ahnliche
Beobachtungen konnen auch im Ovidukt/Ovar gemacht werden. Hier ist in den
uninfizierten Kontrollmiusen lediglich eine minimal héhere Anzahl von ILC-1-
Zellen im Vergleich zu den Smac-defizienten Méausen nachweisbar. Ebenso ist nach
erfolgter Infektion im Ovidukt/Ovar der heterozygoten Mduse kaum ein Anstieg

der Infiltration von ILC-1 Zellen detektierbar.

Zuletzt wurde die Anzahl der T-Zellen quantifiziert (Abbildung 18E), indem sie
anhand der Marker CD3+, CD4 und TCRB+ berechnet wurden. Zwischen den
uninfizierten Mausgenotypen sind keine Unterschiede in den Uterushdrnern
festzustellen, wahrend nach der Infektion mehr T-Zellen in die Uterushorner den
Kontrollméusen infiltrieren als bei den Smac-defizienten Mausen (knapp 250.000
versus 50.000). Allerdings ist innerhalb dieser Gruppe eine deutliche Varianz zu
beobachten, weshalb die Unterschiede gegeniiber den Smac-defizienten Méusen
nicht signifikant sind. Im Gegensatz dazu sind im Ovidukt/Ovar deutliche
Unterschiede zwischen den Mausgenotypen messbar. Obwohl die uninfizierten
Kontrollméuse eine minimal hohere T-Zell-Anzahl aufweisen als die Smac-

defizienten Miuse, sind nach der Infektion signifikante Unterschiede feststellbar.

Insgesamt zeigen die Daten der Immunzellpopulationen, dass nicht nur deutliche
Unterschiede in der Anzahl der Immunzellen zwischen den Smac-defizienten
Maiusen und den Kontrollmidusen zu beobachten sind, sondern auch Unterschiede
in der Lokalisation innerhalb des murinen Genitaltraktes. Smac hat also einen

Einfluss auf die Immunabwehr gegen C. muridarum.
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Abbildung 18: Reduzierte Infiltration von Immunzellen im unteren Genitaltrakt der Smac-
defizienten Méause

Heterozygote und Smac-defiziente Mause wurden intravaginal mit C. muridarum (5x10°
IFU) infiziert. Die Genitaltrakte wurden 4 Tage nach der Infektion herausprépariert und die
infiltrierenden Zellen isoliert. Isolierte Immunzellen wurden mit Antikérpern markiert und
im Durchflusszytometer analysiert (vgl. Abbildung 6 und 7).

Absolute Zellzahlen wurden mittels einer definierten Anzahl von ,reference beads*
ermittelt. (A) Absolute Anzahl der isolierten monozytiren Zellen (definiert als CD45+,
CDl11b+, CD64+, Ly6C+, CDl1c-. (B) Absolute Anzahl der isolierten Neutrophilen
(definiert als CD45+, CDI11b+, CD64-, Ly6C+, Ly6G+). (C) Absolute Anzahl der
isolierten NK-Zellen (definiert als CD45+, Lin (CD3, CDS5, CD19, TCRB, TCRys, F4/80,
FceRla, Ly6G) -, NK1.1+, Eomes+). (D) Absolute Anzahl der isolierten ILC-1-Zellen
(definiert als CD45+, Lin-, NK 1.1+, Eomes-). (E) Absolute Anzahl der isolierten T-Zellen
(definiert als CD45+, CD3+, TCRB+). Die Ergebnisse sind Mittelwerte/SEM mit folgender
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Mauszahl n=6 (4x infiziert und 2x uninfiziert) je Genotyp. Die Signifikanzen wurden
mittels Zwei-Wege-Varianz (Two-way-ANOVA) {iberpriift (* p< 0,05).

1.10. Smac-abhingige Chemokinexpression

Im vorherigen Kapitel wurde bereits eine erhohte Infiltration von Immunzellen im
oberen Genitaltrakt der Smac-defizienten Méusen nach viertdgiger Chlamydien-
Infektion beobachtet. Nun stellt sich die Frage, welche Signale von infizierten
Epithelzellen zu dieser erhohten Infiltration fiihren konnten. Die Rekrutierung bzw.
Infiltration von Immunzellen ist abhéngig von Chemokinen, die als Botenstoffe
fungieren (327). Verschiedene Chemokine rekrutieren bestimmte Immunzelltypen.
In diesem Zusammenhang wird untersucht, ob bereits bei der Sekretion von
Chemokinen Unterschiede zwischen Smac-defizienten Maiausen und WT-
Kontrollméusen festzustellen sind. Die relativen Chemokin-Mengen wurden
anhand der Genexpression mittels RT-qPCR aus isolierter RNA aus dem jeweiligen
Genitaltraktabschnitt bestimmt, ndmlich Ektozervix, Endozervix, unterer

Uterusabschnitt und oberer Uterusabschnitt (19A).

»Ovar+ Ovidukt

Aterushorn 1]

- /Uterushorn I

[Endozervix
| Ektozervix

Abbildung 19: Abschnitte des murinen FGT fiir RNA-Isolation

(A) Reprisentative Unterteilung des murinen Genitaltraktes fiir die RNA-Isolation mit
anschlieender RT-qPCR zur Ermittlung der Chemokinexpression.

Die Ermittlung der Chemokin-Menge erfolgte mittels der Berechnung des ,,/log fold
change** und wurde auf die uninfizierte WT-Kontrollgruppe normiert (=1). Fiir die
Experimente wurde eine Infektionsdauer von 24 h gewéhlt, da Rank et al. zeigen
konnten, dass nach diesem Infektionszeitraum bereits Chemokine im unteren
Zervix-Abschnitt, auch Ektozervix genannt, nachweisbar sind (319). Zu diesem
frithen Zeitpunkt sind keine infiltrierenden Immunzellen nachweisbar, so dass sehr
wahrscheinlich infizierte Epithelzellen die Hauptquelle fiir die nachgewiesenen

Zytokine/Chemokine sind.

Eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten spielt
CXCL-1 mit dem korrespondierenden Rezeptor CXCR2. In der Ektozervix ist
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signifikant mehr CXCL-1 im WT verglichen zu den Smac-defizienten Miusen
nachzuweisen (Abbildung 20A). Fiir die Endozervix zeigt sich nach 24-stiindiger
Infektion nur ein minimaler Unterschied zwischen den beiden Mausgenotypen und
gegeniiber den unifizierten Gruppen. Dies deutet darauf hin, dass zu diesem

Zeitpunkt die Expression der Chemokine auf die Ektozervix beschrinkt ist.

Die Expression von CXCL-5, die ebenfalls fiir die Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten notwendig ist, wird in Abbildung 20B dargestellt. Obwohl in der
Ektozervix diesmal kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Mausgenotypen beziiglich der CXCL-5-Expression vorliegt, ist dennoch eine
Reduktion der CXCL-5-Expression in den Smac-defizienten Méusen gegeniiber
den WT-M4iusen messbar. In der Endozervix hingegen liegt kein Unterschied in
Bezug auf die CXCL-5-Expression zwischen den Genotypen vor und vor allem in
den WT-Méusen ist eine deutlich schwéchere Expression im Vergleich zur

Ektozervix beobachtbar.

Das Chemokin CXCL-10 ist unter anderem fiir die Rekrutierung von NK- und
CD8+-Zellen in das Entziindungsgebiet verantwortlich. Der gréfite Unterschied
zwischen den Mausgenotypen wird bei diesem Chemokin beobachtet, wobei die
hochste Expression in der Ektozervix der WT-Méiuse in der Anfangsphase der
Infektion gemessen wird. Der CXCL-10-Spiegel ist um das 130-fache hoher als bei
der Smac-defizienten Maus (Abbildung 20C). In der Endozervix ist die CXCL-10-

Expression in beiden Genotypen nahezu nicht nachweisbar.

Bei CCL-2, das fiir die Infiltration von Monozyten wichtig ist, zeigt sich nach
Infektion mit C. muridarum eine hohere Expression in den WT-Méusen im
Vergleich zu den Smac-defizienten Mausen (Abbildung 20D). Der Unterschied ist
jedoch aufgrund der deutlichen Varianz innerhalb der Kontrollgruppe nicht

statistisch signifikant.

Ahnliche Ergebnisse werden auch bei der CCL-4-Expression (Abbildung 20E)
beobachtet, ein Chemokin, dass fiir die NK- und Makrophagen-Infiltration
notwendig ist. Erneut ist eine hohere Expression in den WT-Maiusen in der
Ektozervix zu beobachten als in den Smac-defizienten Méausen. In der Endozervix

sind deutlich geringere Mengen in beiden Genotypen detektierbar.

In Abbildung 20F ist eine deutliche Reduktion der CCL-7-Expression, die fiir die

Infiltration von Monozyten bendtigt wird, in den Smac-defizienten Miusen im
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Vergleich zu den WT-Maiusen in der Ektozervix zu beobachten. Wie bei anderen
Chemokinen zuvor beschrieben, kommt es auch hier in der Endozervix zu keinem

deutlichen Anstieg der Expression in beiden Mausgenotypen.

Die Ergebnisse sind vereinbar mit der Hypothese, dass aufgrund der deutlich
reduzierten Chemokin-Expression in den Smac-defizienten Miusen eine verstérkte
Infiltration von Immunzellen vermutlich ausbleibt und somit die Chlamydien
schneller und leichter aufsteigen konnen, was zur Folge hat, dass bereits nach vier

Tagen die Immunzellen in solch groBer Anzahl im Ovidukt nachweisbar sind.
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Abbildung 20: Geringe Chemokinexpression bei Smac-defizienten Mausen

Wildtyp und Smac-defiziente Miuse wurden intravaginal mit C. muridarum (5x10° IFU)
infiziert. Die Genitaltrakte wurden 24 h nach der Infektion herausprépariert und die RNA
wurde aus der Ekto- und Endozervix extrahiert, und nachfolgend erfolgte die RT-qPCR.
Relative mRNA-Spiegel von (A) CXCL-1 (B) CXCL-5 (C) CXCL-10 (D) CCL-2
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(E) CCL-4 und (F) CCL-7 normalisiert auf nicht infizierte Wildtyp Mause (normalisiert
auf GAPDH) sind dargestellt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte/SEM mit folgender
Mauszahl n=6 je Genotyp. Signifikanz der Mittelwerte wurde mittels zweiseitigem
ungepaarten t-Test iiberpriift (* p< 0,05).

1.11. Erhohte Chlamydienlast in Smac-defizienten Mausen

Den Beobachtungen aus dem vorherigen Kapitel folgend wird nun die Frage
geklart, ob gemessene Unterschiede beziiglich der Chemokinexpression mit

Unterschieden in der der Anzahl chlamydialer Genomkopien korrelieren.

Friihere Studien haben gezeigt, dass Chlamydien bis zum 28.Tag nach der Infektion
in der Zervix nachweisbar sind (329). Zur Quantifizierung der Bakterienlast wurde
der Genitaltrakt in Ektozervix, Endozervix und Uterushorn I aufgeteilt, wobei in
Abbildung 21A nur die Ergebnisse der Ektozervix dargestellt sind. Die DNA wurde
aus jedem Abschnitt des Genitaltrakts isoliert, und die Genomkopien von C.
muridarum wurden mittels RT-qPCR quantifiziert und als Genomkopien pro mg
Gewebe angegeben. Nach viertdgiger Infektion wurde die Bakterienlast nach
Isolation von Chlamydien aus Vaginalabstrichtupfern mittels Reinfektion von
HeLa-Zellen quantifiziert und als [Inclusion Forming Units (IFUs)/Abstrich
berechnet. Da der Abstrichtupfer nur den Gebdrmutterhalsbereich abdeckt kann die
Bakterienlast in den oberen Genitaltraktabschnitten nicht mithilfe dieser Methode

gemessen werden.

In Abbildung 21A ist zu sehen, dass bereits 24 h nach der Infektion mehr
chlamydiale Genomkopien /mg Gewebe in den Smac-defizienten Méusen im

Vergleich zu den WT-Maiusen detektierbar sind.

Nach viertdgiger Infektion ist dieser Unterschied zwischen den beiden
Mausgenotypen bereits signifikant (Abbildung 21B). Somit ist in der Anfangsphase
der Infektion bei Smac-defizienten Méusen eine hohere Anzahl an chlamydialen
Genomkopien und somit der Chlamydienlast nachweisbar und eine deutlich

reduzierte Expression von Chemokinen zu beobachten.

Dies konnte moglicherweise eine Erkldrung fiir das schnellere Aufsteigen der

Chlamydien in den oberen Genitaltrakt sein.
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Abbildung 21: Erhdhte messbare Chlamydienlast in den Smac-defizienten Mausen

Wildtyp (24 h p.i.) sowie heterozygote (4 T.n.l.) und Smac-defiziente Miuse wurden
intravaginal mit C. muridarum (5x10° IFU) infiziert. (A) Bakterielle Last nach 24-stiindiger
Infektionsdauer. DNA wurde isoliert und mittels RT-qPCR analysiert. DNA von 1x10’
IFUs von C. muridarum wurde isoliert, verdiinnt und anschlieBend zur Erstellung einer
Standardkurve verwendet. Gezeigt ist die absolute Anzahl von C. muridarum-
Genomkopien/mg Gewebe. (B) Vaginalabstriche wurden am 4. Tag nach der Infektion
genommen und daraus die Chlamydien isoliert. Die IFU-Konzentration wurde {ber
Reinfektion von HeLa-Zellen bestimmt. Es wurden n=3 (24 h p.i.) oder n=4 (4 T.n.L) je
Genotyp und pro Behandlung verwendet. Signifikanz der Mittelwerte wurde mittels
zweiseitigem ungepaarten t Test (A) und Zwei-Wege-Varianz (Two-way-ANOVA) (B)
iberpriift (* p< 0,05).
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V. DISKUSSION

Wie bereits Brokatzky et al. zeigen konnten, ist eine Zytokinsekretion sowohl nach
subletalen pro-apoptotischen Stimuli als auch infolge einer Infektion mit
Pathogenen nachweisbar. Nach diesen subletalen Stimuli erfolgt die Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine abhingig vom mitochondrialen Apoptoseapparat (8).
Der zugrundeliegende molekulare Mechanismus, inwiefern der mitochondriale
Apoptoseapparat die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine beeinflusst, ist
bisher weitestgehend unbekannt. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die
Rolle unterschiedlicher anti- und pro-apoptotischer Proteine, sowie weiterer am
Apoptosesignalweg beteiligter Proteine beziiglich Thres Einflusses auf die
Zytokinsekretion wihrend einer subletalen Aktivierung des Apoptoseapparates
analysiert. Die subletale Aktivierung des Apoptosesignalwegs wurde durch eine
chemische Inhibition der anti-apoptotischen Proteine Mcl-1 (Behandlung mit
S63845) oder Bcel-Xi, Bel-2 und Bel-w (Behandlung mit ABT-737) erzielt. Die
Analyse der Zytokinsekretion erfolgte vor dem Hintergrund der gemessenen
Caspase-3-Aktivierung als Marker fiir eine erfolgte Aktivierung des subletalen
Apoptosesignalwegs (Zelltod). Dieser Nachweis der subletalen Apoptose wurde
gewdhlt, da bei der limitierten Aktivierung des Apoptosesignalwegs nur ein

geringer Anteil der Caspase-3 aktiviert wird.

Des Weiteren wurde die Zytokinsekretion nachfolgend einer in vitro erfolgten
Salmonella Typhimurium Infektion analysiert. Zum Abschluss wurde die Rolle von
Smac (wichtige Komponente des intrinsischen Apoptosesignalwegs) im Rahmen
einer in vivo erfolgten Chlamydia muridarium Infektion beziiglich der Aktivierung
des Immunsystems nédher betrachtet. Dafiir wurde zum einen die Chlamydienlast
wihrend der Infektion bestimmt, die Immunzellzusammensetzung des Infiltrats

analysiert und die Chemokinexpression im zervikalen Bereich liberpriift.
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1. Unterschiedliche Signalwege resultieren in der IL-8-

/CXCL-1- und Il-6-Sekretion

Durch die Behandlung von HeLa-Zellen mit den BH3-Mimetika S6845 (Mcl-1-
Inhibition) und ABT-737 (Bcl-2-, Bel-w- und Bcl-Xi-Inhibition) wird eine
subletale Aktivierung des Apoptoseapparates ausgeldst (3, 8). Die Zytokinsekretion
von IL-8 und CXCL-1 wurde unter diesen Bedingungen in HeLa-Zellen mit
Defizienz der Apoptose-assoziierten Proteine (Bax, Bak, Smac, PARL, XIAP,
Apaf-1, Caspase-9, CAD und Caspase-8) untersucht. In Abwesenheit der beiden
porenbildenden pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak erfolgt weder eine
Caspase-3-Aktivierung noch eine Zytokinsekretion (in Abbildung 10A-D; sowie
(8)). Diese Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit von MOMP fiir die
Sekretion von IL-8 und CXCL-1. Nachfolgend MOMP (,,stromabwiérts*) kann die
Sekretion von Zytokinen iiber diverse Signalwege erfolgen. Dies kann entweder
durch freigesetzte Faktoren aus den Mitochondrien, beispielsweise mitochondriale
DNA (mtDNA) oder durch die Freisetzung von Proteinen aus den Mitochondrien,
wie Smac, geschehen. Letztere konnen ihrerseits zur Aktivierung der
Effektorcaspasen-3/7  beitragen.  Das  Fehlen des  mitochondrialen
Intermembranraumproteins Smac oder die Blockierung der Bindung von Smac an
IAPs aufgrund des Fehlens der mitochondrialen Protease PARL fiihrt zu einer
deutlich verminderten Sekretion von IL-8 und CXCL-1 im Vergleich zu den
Kontrollzellen nach der BH3-Mimetika Behandlung (Abbildung 14D, F). HeLa-
Zellen mit einer Smac oder PARL Defizienz zeigen dem ergéinzend auch eine
signifikant reduzierte Aktivierung von Caspase-3 (Abbildung 14A). Fiir eine
weiterfiihrende Untersuchung, ob die Aktivierung der Effektorcaspasen fiir die
Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine (IL-8/CXCL-1) eine Rolle spielt,
wurden Apaf-1- und Caspase-9-defiziente HeLa-Zellen mit den jeweiligen BH3-
Mimetika behandelt. Aufgrund des Fehlens von Apaf-1 ist die Aktivierung von
Caspase-9 und infolgedessen die Aktivierung von Caspase-3 nach einer
Stimulierung des mitochondrialen Apoptosesignalwegs blockiert (Abbildung 15A).
Die Defizienz von Apaf-1 oder Caspase-9 unterdriickt auBerdem die Sekretion von
IL-8 und CXCL-1 nahezu vollstindig (Abbildung 15D, F). Dies deutet somit darauf
hin, dass die Sekretion von IL-8 und CXCL-1 caspasenabhingig erfolgt.
Untermauert wird diese Erkenntnis dadurch, dass in den S63845-behandelten

Kontrollzellen (CTRL) erst nach Inhibition aller Caspasen mittels eines pan-
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Caspase-Inhibitors (Z-VAD-FMK) eine signifikante Reduktion der IL-8/CXCL-1-
Sekretion festzustellen ist (Abbildung 9C, D). Nachfolgend MOMP konnen
aktivierte Caspasen diverse Substrate spalten und aktivieren, wozu auch CAD
gehort. Brokatzky et al. konnten bereits eine mogliche Beteiligung von CAD im
Zusammenhang mit der Zytokinsekretion nach subletalen Stimuli aufzeigen (8).
Daher wurden in der vorliegenden Arbeit zur Vervollstindigung der Hypothese
ebenfalls CAD-defiziente Zellen mit BH3-Mimetika behandelt. In diesen CAD-
defizienten Zellen ist ebenfalls eine reduzierte IL-8- und CXCL-1-Sekretion
nachfolgend subletaler Stimuli messbar (Abbildung 15D, F). Dies verdeutlicht die
Beteiligung von CAD im Rahmen der IL-8/CXCL-1-Sekretion. Diese weitere
Beobachtung ist konsistent mit dem Modell, dass nachfolgend der
Caspasenaktivierung ein CAD-vermittelter DNA-Schaden durch die Spaltung von
ICAD entsteht (3, 8). Studien konnten beispielsweise zeigen, dass DNA-Schiden
in Form von Mikronuklei als Folgen der Schdden direkt mit einer entziindlichen
Immunreaktion assoziiert sein konnen (320, 321). Eine weitere Mdglichkeit stellen
beispielsweise die Proteinkinasen (ATM, ATR, DNA-PK) im Rahmen der DNA
damage response (DDR) dar, die eine proinflammatorische Genexpression durch
IRF3/7 oder NF-kB vermitteln konnen (322, 323, 324). Ein mdgliches Szenario
wire, dass im Rahmen der DNA-Schadensantwort NEMO beispielsweise durch die
ATM-Kinase phosphoryliert wird. Weiter konnte bereits gezeigt werden, dass der
NF-kB-Signalweg die Sekretion von IL-8 zur Folge haben kann (325). Die genaue
Art und Weise, wie CAD die Sekretion von Zytokinen in diesem Szenario
beeinflusst, bleibt vorerst unklar. Dennoch kann in diesem Zusammenhang
impliziert werden, dass IL-8/CXCL-1 im intrinsischen Apoptosesignalweg als
Folge der Caspasen- und CAD-Aktivierung sekretiert wird. Diese Beobachtung
harmoniert ebenfalls mit der Feststellung unserer Forschungsgruppe, dass die
isolierte Aktivierung von CAD ausreichend ist, um eine IL-8-Sekretion zu

induzieren (Moeed ef al., unverdffentlicht).

Neben den beiden genannten Zytokinen sollten in dieser Studie auch
Schlussfolgerungen und Erkldrungen fiir die IL-6-Sekretion gezogen werden. Es
wurde bereits nachgewiesen, dass in ABT-737-sensitiven Zellen hohe
Konzentrationen dieses BH3-Mimetikums die IL-6-Sekretion weniger effizient
induzieren (8). Die Ursache fiir diesen Zusammenhang wird in der Aktivierung der

Effektorcaspasen durch ABT-737 vermutet.
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Eine starke Aktivierung der Effektorcaspasen kann die IL-6-Sekretion
unterdriicken (9). Daher besteht die Annahme, dass eine reduzierte Aktivierung der
Effektorcaspasen fiir die IL-6-Sekretion erforderlich sein konnte. Um zu
untersuchen, ob der mitochondriale intrinsische Signalweg hierbei eine Rolle spielt,
wurden erneut Zellen mit Doppeldefizienz von Bax und Bak mit den BH3-
Mimetika behandelt. In diesen doppelt-defizienten Zellen kann weder eine
Induktion der IL-6-Sekretion noch eine Aktivierung von Caspase-3 nachgewiesen
werden (Abbildung 10A, B). Somit kdnnte der mitochondriale Signalweg auch eine
Rolle in der IL-6-Sekretion spielen.

Um detaillierter zu untersuchen welche Faktoren/Proteine nach der Aktivierung von
Bax/Bak eine Rolle spielen, wurden HeLa-Zellen mit Defizienz der Caspasen-
aktivierenden bzw. assoziierten Proteine (Apaf-1, Caspase-9, Smac und PARL)
sowohl mit den BH3-Mimetika als auch dem pan-Caspase-Inhibitor (Z-VAD-
FMK) behandelt. Im Gegensatz zu den Beobachtungen beziiglich der IL-8-
Sekretion zeigt sich in den Apaf-1-, Caspase-9-, Smac- und PARL-defizienten
Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen keine signifikante Reduktion der IL-6-
Sekretion (Abbildung 14B und Abbildung 15B). Zusitzlich zeigt sich in den
Kontrollzellen, selbst nach einer umfassenden Blockade sdmtlicher Caspasen, keine
erkennbare Reduktion von IL-6. Dies liefert einen klaren Anhaltspunkt dafiir, dass
die IL-6-Sekretion iiber einen anderen Signalweg als die IL-8-Sekretion verlduft
und moglicherweise caspasenunabhéngig erfolgt. Dieser Hypothese ergdnzend
wurde im Rahmen einer in vitro durchgefithrten Helicobacter pylori-Infektion
ebenfalls eine caspasenunabhingige Zytokinsekretion beobachtet, wihrend
gleichzeitig subletale Apoptosesignale vorlagen (317). Im Falle der Kontrollzellen
ist nach diesen subletalen Stimuli dennoch sowohl eine Caspase-3-Aktivierung als
auch eine IL-6-Zytokinsekretion infolge der BH3-Mimetika-Behandlung erkennbar
(Abbildung 9A, B). Daher konnte eine mogliche Erklarung fiir die bisherigen Daten
darin bestehen, dass nachfolgend MOMP (Bax/Bak-abhingig) mitochondriale
DNA (mtDNA) ins Zytoplasma freigesetzt wird. Diese freigesetzte mtDNA kdnnte
dann tiber den cGAS/STING-Signalweg die Genexpression im Zellkern aktivieren
und die Zytokinsekretion stimulieren (7, 326, 327). Im Detail konnte dies wie folgt
ablaufen: cGAS kann im Zytosol an die mitochondriale DNA binden, was eine
Konformationsdnderung im aktiven Zentrum von cGAS induziert. Dies wiederum

katalysiert die Synthese von cGAMP aus ATP und GTP (328).
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Das cGAMP-Isomer mit der Bezeichnung ,,2'3'-cGAMP" fungiert als Bote, der an
STING bindet und mittels einer Konformationsédnderung zur Aktivierung von
STING beitragt (328, 329). In Folge davon transloziert das aktivierte STING vom
endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Golgi-Apparat. Wihrend dieses Vorgangs
rekrutiert und aktiviert der Carboxylterminus von STING die TANK-binding
kinase I (TBK1), die wiederum den Transkriptionsfaktor Interferon Regulatory
Factor 3 (IRF3) phosphoryliert. Das phosphorylierte IRF3 dimerisiert und tritt
anschlieend in den Zellkern ein (330). STING aktiviert ebenfalls die Kinase IKK,
die die IkB-Familie von Inhibitoren des Transkriptionsfaktors NF-kB
phosphoryliert (331, 332). Ob eine STING-Stimulation in HeLa-Zellen fiir die
Sekretion von IL-6 hinreichend ist, kann zum aktuellen Zeitpunkt nicht gesagt
werden. Allerdings konnte im Rahmen einer Modified Vaccinia Virus Ankara
(MVA)-Infektion eine Reduktion der IL-6-Sekretion beim Fehlen von STING
sowie in Abwesenheit von mtDNA gezeigt werden ((8), Gradzka-Boberda et al.,
unverdffentlicht). Hierbei ist jedoch anzumerken, dass MVA vermutlich durch
cGAS-STING als pattern recognition receptor (PRR) erkannt wird. Somit ist es
wahrscheinlicher, dass MVA aufgrund des defekten PRR-Systems von der Zelle
nicht erkannt wird und somit auch keine anti-virale Zellantwort (z.B. Sekretion von
Zytokinen) ausgelost werden kann. Es bleibt jedoch weiterhin unklar, ob die
eingesetzten subletalen Stimuli tiberhaupt in der Lage sind mitochondriale DNA
freizusetzen. Die Frage, welcher Ligand fiir cGAS dabei generiert werden konnte,

bleibt nach wie vor unbeantwortet.

Es ist jedoch auch méglich, dass im Zusammenhang eines CAD vermittelten DNA-
Schadens dsDNA (z. B. Mikronuklei-DNA) im Zytoplasma vorliegt und
moglicherweise tiber den cGas/STING-Signalweg zur IL-6-Sekretion fiihrt. Wie
bereits angesprochen wiren somit mogliche Kandidaten als c¢GAS-Liganden
Mikronuklei, die durch CAD-Aktivitit entstechen konnen (333). Unsere
Forschungsgruppe hat bereits gezeigt, dass CAD-Aktivierung im Kontext der
subletalen Aktivierung des Apoptoseapparates das Entstehen von Mikronuklei
bewirkt. Dies kann zudem als ein weiterer Marker fiir eine durch CAD induzierte
genomische Instabilitit interpretiert werden (3). In Ubereinstimmung mit dieser
Hypothese zeigt sich in den CAD-defizienten Zellen sowohl nach S63845- als auch
ABT-737-Behandlung eine signifikant reduzierte IL-6-Sekretion gegeniiber den
Kontrollzellen (Abbildung 15B). Dem ergdnzend wurden in unserer Arbeitsgruppe
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ebenfalls reduzierte IL-6 und TNF mRNA-Spiegel in CAD-defizienten Zellen
gemessen (Moeed et. al, unverodffentlicht). Somit spielt CAD auch eine
entscheidende Rolle in der IL-6-Sekretion. Die Frage, die sich weiterhin stellt, ist,

inwieweit bzw. wodurch eine CAD-Aktivierung erfolgt.

Daher wurden weitere Signalwege in die Studie eingeschlossen. Nach S63845-
Behandlung und zusétzlicher RIPK1-Inhibition ist eine Reduktion der IL-6-
Sekretion in den Kontrollzellen sowie den Bax- und Bak-einzel-defizienten Zellen
zu messen (Abbildung 10C). Folglich konnte die IL-6-Sekretion nach der Blockade
von Mcl-1 moglicherweise iiber die Aktivierung des subletalen Nekroptose-
Signalwegs erfolgen. Eine potenzielle Verbindung beispielsweise zum
Signalkomplex RIPK1/RIPK3 und cFlip konnte iiber Smac und nachfolgend
cIAP1/2 bestehen. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese zeigt sich eine
signifikante Erh6hung der IL-6-Sekretion in sowohl den Smac- als auch PARL-
defizienten Zellen nach subletalen Stimuli im Vergleich zu den Kontrollzellen
(Abbildung 14B). Eine alternative Erklarung konnte also sein, dass in Abwesenheit
von Smac keine Caspasenaktivierung erfolgt, die wiederum die IL-6-Sekretion
limitieren konnte. Alternativ ist denkbar, dass in Abwesenheit von Smac bzw. der
Blockade der Inhibierung von IAPs durch Smac cIAP1/2 nicht degradiert wird und
somit an der Initiierung der Nekroptose im TNF-Rezeptorkomplex beteiligt sein

konnten.

Um weitere plausible Erkldrungen fiir die IL-6-Sekretion zu erhalten, wurden auch
bedeutende Proteine des extrinsischen Apoptosesignalwegs in die Untersuchungen
mit einbezogen. Caspase-8-defiziente HeLa-Zellen wurden fiir die weiteren BH3-
Mimetika Behandlungen verwendet. Bemerkenswert ist, dass in diesen Zellen nach
Mcl-1-Inhibition nahezu keine messbare IL-6-Sekretion auftritt (Abbildung 15B).
Es stellt sich daher die Frage, inwieweit Caspase-8 eine Rolle in der IL-6-Sekretion
spielt. Eine Verbindung zwischen Caspase-8 und den zellstaindigen
Todesrezeptoren scheint eher unwahrscheinlich zu sein, da keine weiteren
Hinweise darauf in der Literatur gefunden werden konnten. Es ist jedoch wichtig
zu betonen, dass Caspase-8 sowohl nukledre als auch mitochondriale Funktionen
zugeschrieben werden. Es konnte daher sein, dass Caspase-8§ an einem
mitochondrialen Komplex beteiligt ist, der anschlieBend beispielsweise in die
Aktivierung des NF-kB-Signalwegs resultiert (334). Ergénzend dazu riickt ein

weiterer potenzieller Signalweg in den Fokus: Der mitochondrial antiviral
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signaling (MAVS)-Signalweg. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass
Caspase-3 nicht nur cGAS sondern auch MAVS aktivieren bzw. spalten kann (335).
MAVS kann von den Caspasen an Aspartat 429 (D**°) und Aspartat 490 (D*?)
gespalten werden (335, 336). Caspase-8 wiederum kann sowohl RIPK1 (337) als
auch IRF3 (338) spalten. Eine mdgliche Hypothese wiére deshalb, dass Caspase-8
mit MAVS einen Signalkomplex bildet (339). Nachfolgend einer Semliki-Forest-
Virus (SFV) Infektion konnte bereits eine Interaktion von MAV'S mit Caspase-8 an
den Mitochondrien auf eine FADD und Bax/Bak-unabhingige Weise gezeigt
werden. Dies geschah, indem Caspase-8 durch MAVS an die Mitochondrien
rekrutiert wurde (339). In unserem vorliegenden Modell wére allerdings ein
MAYVS-Stimulus erforderlich. Es ist vorstellbar, dass nach der BH3-Mimetika
Behandlung dsRNA ins Zytsosol freigesetzt wird, die dann von zytoplasmatischen
RNA-Helikasen, dem Retinsdure-induzierbaren Gen-I (RIG-I) (340) und dem
Melanom-Differenzierungsantigen 5 (MDAS) (341) erkannt werden. MDAS und
RIG-I konnen den gemeinsamen Adapter MAVS nach Ligandenbindung
aktivieren, der wiederum TBK1 und IKK-epsilon (IKKz¢) rekrutieren und aktivieren
kann (342). Mittels der Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors IRF3 dieser

beiden Kinasen konnte die Zytokinsekretion - in dem Fall IL-6 - erfolgen.

Zusammenfassend legen die Versuchsergebnisse nahe, dass Caspase-8 im Rahmen

der IL-6-Sekretion zusammen mit CAD eine entscheidende Rolle spielt.

2. Unterschiede zwischen den BH3-Mimetika ABT-737 und
S63845

Im vorherigen Kapitel wurden bereits die Unterschiede zwischen den
verschiedenen Zytokinen ausfiihrlich beschrieben und diskutiert. Die Balance
zwischen pro- und anti-apoptotischen Proteinen ist von entscheidender Bedeutung
fir die Regulierung und Durchfiihrung des intrinsischen mitochondrialen
Apoptosesignalwegs sind (343). Wie bereits erwdhnt wurden in der vorliegenden
Arbeit Substanzen eingesetzt, die die Funktion der anti-apoptotischen Bcl-2-
Proteine limitieren, bekannt als BH3-Mimetika. Um mogliche Unterschiede
zwischen den anti-apoptotischen Proteinen bzw. den beiden hier verwendeten BH3-

Mimetika zu identifizieren, wurden HeLa-Zellen mit Defizienzen der jeweiligen
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anti-apoptotischen Proteine (Mcl-1 und Bcl-Xy) behandelt. Eines der ersten klinisch
zugelassenen BH3-Mimetika war ABT-263 (Navitoclax), eine oral verfiigbare
Form von ABT-737. Dieses BH3-Mimetikum inhibiert Bcl-2, Bel-Xi, und Bel-w
(74, 344). Demgegeniiber hemmt S63845 nur Mcl-1 (80). Es ist wichtig zu betonen,
dass die anti-apoptotischen Proteine unterschiedliche Affinititen zu Bax und Bak
aufweisen. Zusitzlich zeigen die anti-apoptotischen Proteine funktionell
verschiedene Spezifititen in Bezug auf die Antagonisierung von Multidoménen-
Proteinen. Beispielsweise wurde in vivo fiir Bak gezeigt, dass es von Bcl-Xt und

Mcl-1, jedoch nicht von Bcl-2, gebunden wird (345).

Vorangegangene Studien hatten gezeigt, dass infolge der subletalen Aktivierung
des Apoptosesignalwegs eine geringe Caspase-3-Aktivierung nachweisbar ist (3).
Dies wurde entweder durch eine limitierte Porenbildung der Mitochondrien oder
das Ausbleiben der Permeabilisierung mancher Mitochondrien erzielt (8, 71).
Diesen Kenntnissen folgend ist in den Bcl-Xp-iiberexprimierenden Zellen nach
BH3-Mimetika-Behandlung lediglich eine geringe Aktivierung der Caspase-3
detektierbar (Abbildung 9A). Die Uberexpression von Bcl-Xy. fiihrt zur Blockade
des mitochondrialen Apoptosesignalwegs und somit zur Ausbleibenden
Caspasenaktivierung. Des Weiteren wurde beobachtet, dass in Mcl-1-defizienten
Zellen nach Behandlung mit ABT-737 die Aktivierung von Caspase-3 im Vergleich
zu den Kontrollzellen signifikant reduziert ist. Im Kontrast dazu zeigt eine Deletion
von Bcl-Xp nach S63845-Behandlung einen &dhnlichen Anteil an Caspase-3-
positiven Zellen wie die Kontrollzellen (Abbildung 9A). Dieser Effekt ist nicht
unerwartet, da eine gemeinsame Inhibition von Bcl-Xi und Mcl-1 einen starken
pro-apoptotischen  Effekt (Aktivierung der Caspasen) bewirkt (346).
Uberraschenderweise wurde in der durchflusszytometrischen Firbung in beiden
unstimulierten einzel-defizienten Zelllinien (defizient fiir Bcl-Xp oder Mcl-1)
tendenziell eine hohere Anzahl aktiver Caspase-3-positiver Zellen im Vergleich zu
den Kontrollzellen gemessen. Dieser Befund legt nahe, dass die Defizienz von Bcl-
XL oder Mcl-1 bereits zu einer geringen Aktivierung des Apoptoseapparates und

somit der Caspase-3 fiihrt.

In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung zeigt sich auch beziiglich der IL-6-
Sekretion, dass die Defizienz der anti-apoptotischen Proteine, welcher
Mechanismus auch immer verantwortlich ist, bereits eine geringgradige

Aktivierung des Apoptosesignalwegs ermoglicht. In Zellen mit einer Mcl-1
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Defizienz ist bereits im nicht-stimulierten Zustand eine relativ hohe Menge an
IL-6 messbar und nach BH3-Mimetika Behandlung ist keine weitere Induktion der
Zytokinsekretion erkennbar (Abbildung 9B). Ahnliches ist in den Becl-Xi-
defizienten Zellen zu beobachten, allerdings auf einem niedrigeren Niveau.
AuBlerdem ist nach der zusitzlichen Caspaseninhibition (+BH3-Mimetika) in den
einzel-defizienten Zelllinien keine Reduktion, sondern im Gegenteil, eine
Erhohung der IL-6-Sekretion detektierbar. Der Effekt der hier beobachteten
Caspaseninhibition ist hochstwahrscheinlich derselbe, der bereits fiir die Apoptose
beobachtet wurde (71). Es bleibt jedoch unklar, warum die IL-6-Sekretion nach der
Inhibition oder Defizienz einzelner anti-apoptotischer Proteine erst nach Blockade
aller Caspasen sichtbar wird. Giampazolis et al. haben beispielsweise gezeigt, dass
MOMP unter Caspase-defizienten Bedingungen effektiv den NF-xB-Signalweg
aktivieren kann, was wiederum zur Expression von pro-inflammatorischem TNF
fiihrt (9). In diesem Zusammenhang konnte nach der Blockade aller Caspasen der
inhibierende Effekt auf den NF-kB-Signalweg aufgehoben werden, was zu einer

erhohten Zytokinsekretion fiihren konnte.

Trotz einer gemessenen Caspase-3-Aktivierung nach BH3-Mimetika Behandlung
und zusétzlicher Blockade einzelner anti-apoptotischer Proteine, wurde in den
einzel-defizienten Zelllinien nahezu keine Sekretion von IL-8 oder CXCL-1
festgestellt (Abbildung 9C, D). Es wird vermutet, dass eventuell diese starken pro-
apoptotischen Stimuli zu einer verstirkten Caspasenaktivierung und daher
Blockade der Zytokinsekretion fithren (8). In dem vorliegenden Zusammenhang, in
dem ein mitochondriales pro-apoptotisches Signal als Ausloser fungiert, konnte das
beschriebene Szenario nur durch einen feedback-loop oder eine mogliche
Verbindung zu Smac/cIAPs erklidrt werden. Dies ist bislang rein spekulativ und

miisste experimentell weiter untersucht werden.

Um weitere Erklarungen fiir all diese aufgeworfenen Fragen zu finden, konnten in
diesem Szenario auch die BH3-only-Proteine eine nicht minder untergeordnete
Rolle spielen. Morales et al. konnten beispielsweise zeigen, dass in Zellen aus
multiplen Myelomen der endogene Proteinspiegel von Noxa eine Rolle beziiglich
der Empfindlichkeit gegeniiber ABT-737 spielen kann. Andererseits wurde auch
nachgewiesen, dass keines der BH3-Proteine, die als direkte Aktivatoren fungieren,
fir die Bax/Bak-Aktivierung notwendig ist, sobald Bcl-Xi/Mcl-1 neutralisiert

wurden (347). Es ist wichtig zu erwédhnen, dass Noxa und Bim direkte Gegenspieler
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von Mcl-1 sind. Daher kdnnte in weiteren Experimenten eine Messung der Level
an BH3-only-Proteinen nach subletalen Stimuli erfolgen. In den Kontrollzellen ist
nach S63845-Behandlung im Gegensatz zur ABT-737-Behandlung eine deutlich
hohere IL-8/CXCL-1-Sekretion messbar. Dies wirft die Frage auf, was urséchlich
fiir diese unterschiedlich gemessenen Zytokinlevel sein konnte. Eine Uberlegung
wire, dass nachfolgend der beiden BH3-Mimetika Behandlung unterschiedliche
Mengen an Cytochrom ¢ oder Smac aus den Mitochondrien freigesetzt werden, was
zu einer unterschiedlich starken Aktivierung der Caspasen fiithren konnte. Diese
Hypothese miisste in weiteren Untersuchungen, wie zum Beispiel mittels
konfokaler Mikroskopie, ndher untersucht werden. Erneut sind deutliche
Unterschiedliche beziiglich der IL-8 und IL-6-Sekretion detektierbar. Im Hinblick
auf die IL-8- und CXCL-1-Sekretion sind keine Unterschiede zwischen den Mcl-1-

und Bcl-X -defizienten Zellen erkennbar.

3. Unterschiede zwischen den pro-apoptotischen Proteinen

Bax und Bak

Angesichts der unterschiedlichen Effekte, insbesondere in Bezug auf die
Zytokinsekretion, zwischen den anti-apoptotischen Bcl-2-Familienmitgliedern, ist
es angebracht, auch die beiden pro-apoptotischen, porenbildenden Bcl-2-Proteine
Bax und Bak genauer zu analysieren. Eine entscheidende Frage ist unter anderem,
ob diese beiden Proteine eine direkte Rolle in Bezug auf die IL-6-Sekretion spielen.
Die durchflusszytometrischen Messungen zeigen, dass Zellen, die ausschlielich
Bak enthalten, &hnlich den doppelt-defizienten Zellen, nach subletalen Stimuli
(S63845 oder ABT-737) vor dem Zelltod geschiitzt sind (nahezu keine Caspase-3-
Aktivierung) (Abbildung 10A). Im Gegensatz dazu zeigt sich in Zellen mit nur Bax
eine Caspase-3-Aktivierung, die mit den Kontrollzellen vergleichbar ist. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass die Caspasenaktivitit — und damit vermutlich die
Freisetzung mitochondrialer Proteine — von Bax, jedoch nicht von Bak, abhingig
ist. ~ Demnach  reicht Bax fiir den  mitochondrialen  dufleren

Membranpermeabilisierungsprozess und somit fiir die Caspasenaktivierung aus.

Wie bereits erortert, bleibt unklar, inwieweit die Funktionen von Bax und Bak

tatsdchlich redundant sind. Es wurden viele Situationen beschrieben, in denen eines
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der beiden Proteine wichtiger war als das andere (siche Einleitung). Auf
molekularer Ebene zeigen sich ebenfalls Unterschiede zwischen Bax und Bak. Zum
Beispiel ist bekannt, dass Mcl-1 der Hauptinhibitor von Bak, aber nicht von Bax ist
(76, 345). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass eine Bax-abhingige und Bak-
unabhéngige Aktivierung der Apoptose nach ektoper Harakiri (Hrk)-Expression in
HCT-116-Zellen erfolgte (348, 349). Sowohl in den Bax- als auch Bak-einzel-
defizienten Zellen ist nach S63845-Behandlung eine signifikant reduzierte
Zytokinsekretion gegeniiber den Kontrollzellen messbar (Abbildung 10C, E, G).
Diese Beobachtung ist von besonderem Interesse, da sie offenbar die Induktion von
Apoptose von der Generierung subletaler, Zytokin-auslosender Signalwege trennt.
Die exakten molekularen Mechanismen hinter dieser Beobachtung sind jedoch
derzeit noch unklar. Nach allem, was derzeit bekannt ist, folgen sowohl letale als
auch subletale Signale denselben Signalwegen. Mdglicherweise liegt die Erklarung
fiir diese Beobachtung in einer unterschiedlichen Kinetik, und somit in einer

unterschiedlichen Erreichung von Signalschwellen fiir die Apoptose.

Bei genauerer Betrachtung der Kinetik konnte gezeigt werden, dass die pro-
apoptotischen Proteine in verschiedenen Zeitintervallen die Induktion der
Zytokinsekretion beeinflussen konnen (Abbildung 11). Sowohl in den Bax-
defizienten als auch den Kontrollzellen erfolgt die Zytokinsekretion zu einem
deutlich spdteren Zeitpunkt im Vergleich zu den doppelt-defizienten Zellen.

Erkldarungen fiir diese Beobachtungen konnen derzeit nicht erfolgen.

Uberraschenderweise wurde in den Bax-defizienten Zellen lediglich nach Blockade
von Bcl-2, Bel-Xt und Bel-w eine signifikant hohere Sekretion von IL-6, IL-8 und
CXCL-1 im Vergleich zu den Kontrollzellen gemessen. Somit erfolgt die
Zytokinsekretion nach ABT-737-Behandlung beim alleinigen Vorliegen von Bak
vermutlich Apoptoseunabhéngig. Weiter scheint die alleinige Aktivierung von Bax
die Zytokinsekretion zu unterdriicken. Denn in den Bak-defizienten Zellen wurde
sowohl nach S63845 als auch ABT-737-Behandlung eine signifikant reduzierte
Zytokinsekretion gegeniiber den Kontrollzellen gemessen. Diese Ergebnisse
werfen die Frage auf, ob die Aktivierung von Bak zur subletalen Aktivierung des
Apoptosesignalwegs flihrt, wihrend die Aktivierung von Bax zur letalen Apoptose
fiihrt. Weiterfiihrend konnte eine detaillierte Analyse der Smac bzw. Cytochrom ¢
Freisetzung in den einzel-defizienten Zellen wéhrend der Behandlung mit den

unterschiedlichen pro-apoptotischen Stimuli sinnvoll sein.
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4. Involvierung weiterer Signalwege in die Zytokinsekretion

4.1. Der NF-kB-Signalweg spielt auf Transkriptionsebene keine
nachweisbare Rolle fiir die IL-6-Sekretion nachfolgend subletaler

Stimuli

Weiterfithrend sollen auch auf Transkriptionsebene weitere Signalwege ndher
analysiert werden, die moglicherweise eine Rolle fiir die Zytokinsekretion spielen.
Hierbei ist beispielsweise der NF-xB Signalweg zu nennen (350). Es konnte gezeigt
werden, dass die Gabe von Smac-Mimetics in die Sekretion von pro-
inflammatorischen Zytokinen mittels der Aktivierung des alternativen NF-kB-
Signalwegs resultiert (313). Weder in den Kontrollzellen noch in den Bax/Bak-
doppelt-defizienten Zellen konnte durchflusszytometrisch eine Aktivierung des
klassischen NF-kB-Signalwegs nach BH3-Mimetika Behandlung gemessen werden
(Abbildung 13A). Auch nach Hinzuziehung einer Western Blot Analyse wurde
nach den subletalen Stimuli in den Bax- sowie Bak-einzel-defizienten Zellen kein
Unterschied beziiglich des p-p65-Signal detektiert (Abbildung 13C). Aufgrund
dessen, dass nach ABT-737-Behandlung zwischen den einzel-defizienten Zelllinien
deutliche Unterschiede beziiglich der Zytokinspiegel observiert wurden, liefert
dieser Signalweg offenbar keine Erkldarung. Denn im Gegensatz zur vermehrten
Zytokinsekretion in den Bax-defizienten Zellen nach ABT-737-Behandlung ist in
diesen Zellen keine stirkere Phosphorylierung von p65 messbar. Eine ndhere
Betrachtung der Aktivierung des alternativen Signalwegs konnte moglicherweise
weitere Anhaltspunkte liefern. Es ist ebenso anzumerken, dass die gewéhlten
Methoden moglicherweise nicht sensitiv genug sind, da bereits in der Literatur
gezeigt werden konnte, dass NF-kB, JNK oder ATF4 auf Transkriptionsebene die

Freisetzung von IL-8 unterstiitzen konnen (351, 352).
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4.2. Bax/Bak-abhingige Aktivierung der MAP-Kinasen nach S63845-
Behandlung

Erginzend zum NF-kB-Signalweg spielen auf Transkriptionsebene auch die MAP-
Kinasen eine wesentliche Rolle bei der Zytokinsekretion. Um die Phosphorylierung
der MAP-Kinasen auf Proteinebene zu {iberpriifen, wurden Western Blot-Analysen
durchgefiihrt. Zur Bewertung der Aktivierung der MAP-Kinasen im
Zusammenhang mit der Apoptose bzw. der subletalen Aktivierung des
Apoptosesystems wurde YH2AX als indirekter Marker fiir entstandene DNA-
Schiaden verwendet (100). In den Kontroll- sowie Bax- und Bak-einzel-defizienten
Zellen zeigt sich nach der Behandlung mit den entsprechenden BH3-Mimetika
(563845 oder ABT-737) eine DNA-Schadensantwort, die durch die Detektion von
YH2AX als Marker veranschaulicht wird. Diese DNA-Schadensantwort konnte
infolge der CAD-Aktivierung erfolgen, die selbst durch Caspasenaktivierung
mittels Smac und Cytochrom ¢ vermittelt wird. Die Beobachtungen beziiglich der
Caspase-3-Aktivierung (siehe Kapitel IV 1.2) legen nahe, dass bereits eines der
beiden pro-apoptotischen Proteine (Bax oder Bak) ausreicht, um MOMP und somit
einen CAD-vermittelten DNA-Schaden zu induzieren. Dieser Hypothese folgend
kann in den jeweiligen einzel-defizienten Zelllinien nach BH3-Mimetika
Behandlung yYH2AX detektiert werden (Abbildung 12A-C). Im Gegensatz dazu
konnte wie erwartet infolge des Ausbleibens von MOMP (Bax/Bak-doppel-
Defizienz) kein YH2AX-Signal gemessen werden aufgrund der fehlenden
Caspasen- und CAD-Aktivierung.

Vor dem Hintergrund der gemessenen DNA-Schadensantwort wurde in ebendiesen
Zelllinien die Aktivierung der drei MAP-Kinasen (Phosphorylierung von ERK,
JNK oder p38) untersucht (Abbildung 12D-L). Nach den subletalen pro-
apoptotischen Stimuli (S63845 oder ABT-737) sind weder zwischen den einzel-
defizienten Zelllinien noch gegeniiber den Kontrollzellen Unterschiede beziiglich
der Phosphorylierung der drei MAP-Kinasen erkennbar. Mdglicherweise ist die
Aktivierung der MAP-Kinasen von der Anwesenheit von zumindest einem der
beiden pro-apoptotischen Proteine, Bax oder Bak, abhingig, jedoch offensichtlich
unabhédngig vom Apoptoseweg (da die Caspase-3-Aktivierung nur Bax-abhingig
ist). Allerdings ist an dieser Stelle zu bedenken, dass beziiglich der Caspase-3-
Aktivierung (Kapitel IV 1.2) durchaus Unterschiede zwischen den -einzel-

defizienten Zellen festgestellt wurden. Daher sollten die oben genannten
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Uberlegungen beziiglich der Aktivierung der MAP-Kinasen vorsichtig interpretiert
werden. In bisher unverdffentlichten Daten aus unserer Arbeitsgruppe konnte
gezeigt werden, dass die Aktivierung von CAD zur Anregung der
proinflammatorischen Signalwege, einschlieflich der Phosphorylierung der
Kinasen JNK, p38 und ERK, fiihrt (Thilmany et al., unveréffentlicht). Diesen
Ergebnissen folgend ist nach S63845-Behandlung in den Bax/Bak-doppelt-
defizienten Zellen (Ausbleiben von MOMP) keine Phosphorylierung von ERK,
JNK oder p38 detektierbar.

Wie bereits im Kapitel IV 1.4 angedeutet sind auch beziiglich der Aktivierung der
MAP-Kinasen Unterschiede zwischen den hier eingesetzten BH3-Mimetika
detektierbar. Nach ABT-737-Behandlung erfolgt anscheinend die MAP-Kinasen-
Aktivierung Bax/Bak unabhingig. Eine plausible Erkldrung kann dafiir nicht
gegeben werden. Moglicherweise konnten die Beobachtungen auf das BH3-
Mimetikum ABT-737 und unspezifische Effekte zuriickzufiihren sein (71). Die
Aktivierung der MAP-Kinasen nach ABT-737-Behandlung kann nicht in
Verbindung zu den Zytokinsekretionsdaten gesetzt werden, da zwischen den einzel-
defizienten Zelllinien keine nennenswerte Unterschiede detektierbar sind. Weiter
existieren zwischen den BH3-Mimetika auch Unterschiede in Bezug auf die
zeitliche Dynamik der MAP-Kinasen-Aktivierung. Dies konnte auf die Tatsache
zurlickzufiihren sein, dass Mcl-1 im Gegensatz zu anderen Mitgliedern der Bcl-2-
Familie eine erheblich kiirzere Halbwertszeit aufweist und somit schneller wieder
von aktivierten Caspasen gespalten werden kann (353). Diese Unterschiede in der
Stabilitdt von Mcl-1 konnten eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der
MAPK-Signalkaskade und der Reaktion auf die verschiedenen Behandlungen
spielen. Dies konnte die Beobachtung erkldren, dass die Aktivierung der MAP-

Kinasen bereits nach einer 5-stiindigen S63845-Behandlung nachweisbar sind.

Weiterfithrend konnte experimentell die Aktivierung der MAP-Kinasen in
Zelllinien mit Defizienzen der jeweiligen anti-apoptotischen Proteine ndher
analysiert werden, um Antworten auf die Unterschiede beziiglich der beiden
Inhibitoren zu erhalten. Welcher Signalweg auf Transkriptionseben eine Rolle fiir

die Zytokinsekretion spielt bleibt weiter unklar.
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S. Verbindung zwischen subletaler Aktivierung des
Apoptosesystems und dem Immunsystem im Rahmen von

Infektionsmodellen

5.1. Bax/Bak-unabhiingige Zytokinsekretion nach Infektion mit

Salmonella Typhimurium

Es konnte bereits gezeigt werden, dass unterschiedliche Pathogene die Sekretion
von Zytokinen wie IL-6 oder IL-8 aus infizierten HeLa-Zellen induzierten. In den
meisten Féllen war die Zytokinsekretion von einem funktionierenden
mitochondrialen Apoptoseapparat abhdngig. Dies wurde durch reduzierte
Zytokinspiegel in  den  Bax/Bak-doppelt-defizienten = oder  Bel-Xi-
iiberexprimierenden HeLa-Zellen gezeigt (8). Um die Rolle der subletalen
Apoptose fiir die Zytokinsekretion infolge einer Infektion besser zu verstehen,
wurden im zweiten Teil dieser Arbeit HeLa-Zellen mit dem fakultativ

intrazelluldren Pathogen Sal/monella Typhimurium infiziert.

Nach einer 24-stiindigen Salmonelleninfektion zeigt sich, dass in allen Zellen mit
einer Defizienz der caspase-aktivierenden bzw. assoziierten Proteine (Smac, PARL,
Apaf-1 und Caspase-9) eine den Kontrollzellen vergleichbare IL-6-, IL-8- und
CXCL-1-Sekretion feststellbar ist (Abbildung 16A-C). Diese Beobachtung legt
nahe, dass das Fehlen dieser spezifischen Proteine die Freisetzung entziindlicher
Zytokine nicht beeintrichtigt. Um die Rolle der Mitochondrien in der
pathogenabhdngigen Zytokinsekretion weiter zu kldren, wurden auch Bax/Bak-
doppelt-defiziente Zellen mit S. Typhimurium infiziert. Wie bereits zuvor von
Brokatzky et al. hatten gezeigt, dass in diesen doppelt-defizienten Zellen eine
signifikante Reduktion der Zytokinfreisetzung im Vergleich zu den Kontrollzellen
zu finden ist (8). Somit erfolgte in dem vorliegenden publizierten Fall die
Zytokinsekretion offenbar mitochondrienabhingig. In den Experimenten in diesem
Projekt fanden wir hingegen, dass in den vorliegenden Experimenten in den
Bax/Bak-doppelt-defizienten Zellen eine signifikant erhohte Zytokinsekretion
gegeniiber den Kontrollzellen detektierbar ist (Abbildung 16A-C). Die
Zytokindaten legen nahe, dass die Sekretion unabhéngig von Bax und Bak erfolgt,
und somit der Beitrag des mitochondrialen Apoptosesignalwegs wahrscheinlich
gering ist. Es ist anzumerken, dass mdgliche Ursachen fiir diese gegenldufigen

Beobachtungen in unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen der Bakterien oder
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genetischen Variationen einzelner Bakterien liegen konnten. Die genauen
Infektionsbedingungen scheinen von entscheidender Bedeutung zu sein. In
vorangegangenen Studien wurde nach einer in vitro Infektion mit Toxoplasma
gondii oder MV A eine signifikante Reduktion der Zytokinsekretion in Zellen, die
sowohl Bax als auch Bak nicht exprimierten, festgestellt. Im Gegensatz dazu
erfolgte die Zytokinsekretion nach einer Influenza (IAV)-Infektion
arbeitsgruppenintern ebenfalls unabhéngig von Bax und Bak (Brokatzky et al.,
unverdffentlicht). All diese Beobachtungen sind besonders interessant, da sie in
Verbindung mit Literaturdaten darauf hindeuten, dass die Zytokinsekretion je nach

Pathogen iiber unterschiedliche Signalwege erfolgt.

Aufgrund dessen, dass Brokatzky et al. eine CAD-abhidngige DNA-
Schadensantwort im Rahmen der Salmonelleninfektion zeigen konnten (8), stellt
sich die Frage, ob CAD auch eine Rolle in der pathogenassoziierten
Zytokinsekretion spielt. Daher wurden CAD-defiziente Zellen ebenfalls mit S.
Typhimurium infiziert. In diesen Zellen ist eine signifikant reduzierte IL-6-
Sekretion gegeniiber den Kontrollzellen beobachtbar (Abbildung 16D). Somit
scheint CAD im Rahmen dieser Salmonelleninfektion eine entscheidende Rolle fiir
die Zytokinsekretion zu spielen. Moglicherweise konnte die gemessene
Zytokinsekretion erneut iiber den cGAS/STING-Signalweg induziert werden. Dies
konnte mittels freigesetzter mitochondrialer und/oder nukledrer DNA ins Zytosol
erfolgen. Weiter stellt sich nun die Frage, iiber welchen Signalweg es zu einer
CAD-Aktivierung kommt und welcher Signalweg genau eine Rolle fiir die
infektionsabhédngige Zytokinsekretion spielt. Dabei ist anzumerken, dass die CAD-
Aktivierung nicht nur {iber den mitochondrialen Apoptosesignalweg vermittelt
werden kann. Vielmehr konnten in weiteren Experimenten auch der extrinsische
Signalweg (beispielsweise Caspase-8) einbezogen werden. Weitere Arbeiten sind
notwendig, um die genauen Zusammenhédnge dieses alternativen Weges besser zu
verstehen. Auch im Rahmen einer HSV-1 und [AV-Infektion konnte ein CAD-
abhingiger DNA-Schaden observiert und somit eine Beteiligung CADs gezeigt
werden (8). Fiir die IL-8 und CXCL-1-Sekretion ist hingegen keine CAD-
Abhidngigkeit zu beobachten. Dies veranschaulicht erneut die Unterschiede
zwischen der IL-8 und IL-6-Sekretion. Weitere experimentelle Arbeiten sind fiir
das Verstindnis beziiglich der pathogenassoziierten Zytokinsekretion notwendig.

Beispielsweise konnten Naseer et al. zeigen, dass Caspase-4 fiir die Aktivierung
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des Inflammasoms in Caco-2-Zellen als Reaktion auf eine Salmonelleninfektion
notwendig ist und nachfolgend der Inflammasomaktivierung eine Zytokinsekretion
erfolgt (354). Somit konnten moglicherweise auch weitere Caspasen eine Rolle in

der Zytokinsekretion spielen.

5.2. Smac-abhingige Immunzellrekrutierung wihrend C. muridarum

Infektion

Eine erfolgreiche Bekdmpfung einer Chlamydieninfektion erfordert das
Zusammenspiel von Immunzellen des angeborenen und des adaptiven
Immunsystems. Besonders T-Zellen und Neutrophile haben sich als entscheidend
fiir die Bekdmpfung einer Chlamydien-FGT-Infektion erwiesen (304). Bisher ist
noch nicht geklért, inwieweit Proteine des Apoptosesignalwegs in vivo eine Rolle
in der Aktivierung des Immunsystems vor dem Hintergrund einer
Chlamydieninfektion spielen. Allerdings konnte im Rahmen einer in vitro erfolgten
Chlamydia trachomatis Infektion bereits gezeigt werden, dass die IL-6-Sekretion
in Zellen mit einer STING- oder CAD-Defizienz sowie einer Bax/Bak-doppel-
Defizienz deutlich reduziert ist. Somit kdnnte sowohl mtDNA als auch ein CAD-
abhéngiger DNA-Schaden zur Zytokinsekretion fiihren. Diese Daten deuten darauf
hin, dass subletale Signale und die damit verbundene Zellstimulation im Rahmen
einer Chlamydieninfektion zur Sekretion von Zytokinen und der Auslésung von
Entziindungen beitragen konnten (8). Da Dorflinger ef al. bereits zeigen konnten,
dass Smac eine wichtige Rolle in der Zytokinsekretion im Rahmen einer in vitro
erfolgten Helicobacter pylori Infektion spielt (317), stellt sich nun die Frage, ob
Smac auch wiéhrend einer in vivo erfolgten Chlamydieninfektion eine Rolle in der
Chemokinexpression spielt und eine Smac-abhéngige Immunaktivierung erkennbar
ist.

Ein geeignetes Mausmodell fiir eine Chlamydieninfektion stellt die intravaginale
Infektion mit  Chlamydia  muridarum  dar. Die genitale, —murine
Chlamydieninfektion beginnt mit der Infektion des zervikalen Epithelgewebes.
Nach der erfolgten Infektion breitet sich die Infektion in den ersten Tagen in die
oberen Abschnitte des Genitaltrakts aus, da die Chlamydien aufsteigen. Dabei

dauert es nicht lange, bis die ersten Immunzellen in das infizierte Gewebe
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einwandern. Die Abwehrmechanismen des Immunsystems spielen eine
entscheidende Rolle bei der Einddimmung der Infektion und sind essenziell fiir die
erfolgreiche Bekdmpfung von Chlamydien im Korper (304). Unter optimalen
Laborbedingungen konnten Barth ef al. zeigen, dass im vaginalen Infektionsmodell
bereits nach 1-2 Tagen p.i. in Wildtyp (WT)-Mausen (C57BL/6 Laborhintergrund)
chlamydiale Genomkopien im oberen Genitaltrakt nachweisbar waren (355).
Mause konnen die Chlamydieninfektion innerhalb von 3 bis 4 Wochen beseitigen
(356). Nach 4-tagiger C. muridarum Infektion ist in den Smac-defizienten Mausen
gegeniiber den heterozygoten Maiusen eine deutlich reduzierte Anzahl an
myeloiden, NK-, ILC-1-, sowie T-Zellen in den Uterushérnern beobachtbar
(Abbildung 18). Im Gegensatz dazu wurde im oberen Genitaltrakt (Ovidukt + Ovar)
in den Smac-defizienten Miusen bereits 4 Tage p.i. eine deutlich hdhere Anzahl an
Immunzellen als in den heterozygoten Méusen beobachtet. Eine Erklarung kdnnte
sein, dass die Chlamydien in Abwesenheit von Smac schneller in die oberen
Genitaltraktabschnitte aufsteigen konnen. Diesem Effekt konnte beispielsweise
eine ausbleibende Immunzellrekrutierung zugrunde liegen. Um dies weiter zu
iiberpriifen, wurden einzelne fiir die Immunzellrekrutierung wichtige Chemokine
ndher betrachtet. Tatsdchlich ist in den Smac-defizienten Mausen 24 h p.i. kaum
eine Chemokinexpression von CXCL-1, CXCL-5, CXCL-10, CCL-2, CCL-4 und
CCL-7 im Gegensatz zu den WT-Miusen nachweisbar (Abbildung 20). Diese
Reduktion der Chemokinexpression konnte somit zu einer deutlich verringerten
Infiltration der Immunzellen in das Entziindungsgebiet in den unteren
Genitaltraktabschnitten filhren, was das schnellere Aufsteigen der Chlamydien
erkliren konnte. Bereits nach 24-stiindiger Infektion ist eine nicht-signifikant
hohere Menge an chlamydialen Genomkopien in der Ektozervix in den Smac-
defizienten Méusen im Vergleich zu den WT-Maéusen nachweisbar (Abbildung
21A). Dies deutet darauf hin, dass sich die Bakterien in Abwesenheit von Smac
schneller vermehren. Bereits nach einer 4-tdgigen Infektion ist dieser Unterschied

zwischen den beiden Genotypen signifikant.

All diese Beobachtungen legen nahe, dass Smac eine entscheidende Rolle bei der
Aktivierung des Immunsystems und somit bei der Bekdmpfung von Chlamydien
spielt. Einzelne Proteine des Apoptosesignalwegs scheinen dabei eine wesentliche
Funktion in der Chemokinexpression zu haben. Moglicherweise kdnnen sich die

Chlamydien ohne Smac schneller in den Zellen replizieren und dadurch weitere
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Zellen infizieren. Eine plausible Erkldrung hierfiir konnte sein, dass die
Abwesenheit von Smac und die ausbleibende Hemmung von cIAP1/2 zu einer
Reduktion der Stabilisierung von NIK fiihren, was wiederum die Aktivierung des
alternativen NF-xB-Signalwegs und die nachfolgende Expression der Chemokin-
Gene beeintrachtigt (317). Dass Chemokine, allen voran das pro-inflammatorische
Zytokin IL-6, eine wichtige Rolle in der Bekdmpfung der Chlamydieninfektion
spielt, konnte bereits in vivo gezeigt werden. Denn IL-6-defiziente Méuse konnten
eine genitale Chlamydieninfektion nicht effektiv beseitigen (357). Es stellt sich
zwangsldufig die Frage, ob diese Funktion von Smac pathogenspezifisch ist oder

nicht.

Zusammenfassend bedeutet dies, dass Smac eine entscheidende Rolle in der
Aktivierung des Immunsystems im Rahmen einer Chlamydieninfektion spielt und

weitere Forschung auf diesem Gebiet dringend erforderlich ist.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Apoptose ist eine Form des regulierten Zelltods: Die Zelle stirbt durch Aktivierung
eines spezifischen Signaltransduktionswegs. Im Jahr 2015 wurde eine subletale
Aktivierung dieses Signalwegs beschrieben. Diese subletale Aktivierung ist mit
einer limitierten Permeabiliserung der dufleren Mitochondrienmembran und einer
reduzierten Caspasenaktivierung assoziiert. In weiteren Studien konnte gezeigt
werden, dass subletale Signale im mitochondrialen Apoptosesignalweg
entziindliche Aktivitdt haben konnen. Im Gegensatz zur Apoptose ist die subletale
Form immunologisch aktiv, da die Zellen Zytokine sezernieren konnen. Diese
Botenmolekiile spielen eine Rolle bei der Immunaktivierung, indem sie

beispielsweise Neutrophile rekrutieren oder die Kapillardurchlédssigkeit erhhen.

Das Ziel des ersten Teils der Arbeit ist es, die Rolle einzelner am
Apoptosesignalweg beteiligter Proteine beziiglich Zytokin-/Chemokinsekretion
und Caspase-3-Aktivierung besser zu verstechen. Der mitochondriale
Apoptosesignalweg hingt von einem Gleichgewicht der pro- (z. B. Bax, Bak) und
anti-apoptotischen Proteine (z. B. Bcl-2, Bcl-Xi, Bel-w, Mcl-1) ab. Im ersten Teil
dieser Arbeit wurden in vitro HeLa-Zellen, die jeweils defizient fiir einzelne
Apoptose-assoziierte Proteine (Smac, Apaf-1, PARL, XIAP, Caspase-8, Caspase-
9) mit Bcl-2-Familien-Inhibitoren (BH3-Mimetika, S63845 und ABT-737)
behandelt. Diese Inhibitoren hemmen spezifisch einzelne anti-apoptotische
Proteine und dienen der Erzeugung subletaler mitochondrialer pro-apoptotischer
Stimuli. Die Ergebnisse zeigen, dass die Chemokinsekretion (IL-8- und CXCL-1)
nach Mcl-1-Inhibition (S63844) Caspasen- und CAD-abhéngig erfolgt. Im Rahmen
dieser ersten Experimente zeigten sich auch Unterschiede zwischen den hier
eingesetzten BH3-Mimetika. Daher wurden im weiteren Verlauf der Arbeit auch
die anti- und pro-apoptotischen Proteine ndher charakterisiert. Bisher wurde
angenommen, dass die pro-apoptotischen Bcl-2-Effektorproteine Bax und Bak
funktionell redundante Aufgaben erfiillen. Allerdings deuten die Ergebnisse darauf
hin, dass die Caspasenaktivitit — und womdglich die Freisetzung mitochondrialer
Proteine - abhéngig von Bax aber nicht von Bak ist, dass also Bax fiir MOMP und
somit fiir die Caspasenaktivierung ausreicht. AuBerdem konnte beim alleinigen
Vorliegen von Bak (Bax-defiziente Zellen) eine apoptoseunabhingige IL-6-

Sekretion gemessen werden. Dem ergénzend ist eine unterschiedliche Erreichung
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der Signalschwellen fiir die Zytokinsekretion zwischen den einzelnen
mitochondrialen Proteinen erkennbar. Die Zytokinsekretion erfolgte bei Vorliegen

von Bak zu einem deutlich spiteren Zeitpunkt (> 54 h).

Dariiber hinaus gibt es Daten, dass auch Infektionen eine subletale Aktivierung des
Apoptosesignalwegs vermitteln konnen. Fiir einige Pathogene konnte bereits eine
subletale Aktivierung des Apoptosesystems nachgewiesen werden. Die
Aktivierung der subletalen Signalkaskade kann als zellautonome Abwehr- und
Schutzstrategie gewertet werden. An Sal/monella Typhimurium infizierter HeLa-
Zellen konnte gezeigt werden, dass im vorliegenden Infektionsmodell der
mitochondriale, intrinsische Apoptosesignalweg eine eher untergeordnete Rolle

beziiglich der pathogen-assoziierten Zytokinsekretion iibernimmt.

Da das Apoptose-assoziierte mitochondriale Protein Smac nicht nur eine Rolle fiir
die Caspasenaktivierung iibernimmt, sondern auch in weiteren Signalwegen wie
insbesondere dem NF-«kB-Signalweg involviert ist, wurden im abschlieBenden Teil
der Arbeit Smac-defiziente Méuse fiir ein Infektionsmodell verwendet. Die
Ergebnisse dieses murinen in vivo Modells zeigen, dass nach einer Chlamydia
muridarum Infektion im unteren Genitaltraktabschnitt der Smac-defizienten Méuse
sowohl eine reduzierte Immunzellinfiltration (reduzierte absolute Zahlen an NK-,
T-Zellen, Neutrophile und weiteren myeloiden Zellen) als auch eine reduzierte
Chemokinexpression (CXCL-1, CXCL-10, CXCL-5, CCL-2, CCL-4 und CCL-7)
gegeniiber den Kontrollmdusen gemessen werden kann. Demgegeniiber wurde
nach gleicher Infektionsdauer im oberen Genitaltrakt der Smac-defizienten Méuse
eine hohere absolute Anzahl an Immunzellen als bei den Kontrollmausen gemessen.
Diese Befunde lassen vermuten, dass in Abwesenheit von Smac die Chlamydien
aufgrund der ausbleibenden Immunzellrekrutierung schneller aufsteigen konnen.
Weiterhin wurde in den Smac-defizienten Méusen eine héhere Anzahl chlamydialer
Genomkopien im Vergleich zu den Kontrollmiusen gemessen. Somit scheint Smac
eine entscheidende Rolle beziiglich der Aktivierung des Immunsystems zu

iibernehmen.
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VII. SUMMARY

Apoptosis is a form of regulated cell death: The cell dies because of the activation
of a specific signal transduction pathway. In 2015, a sub-lethal activation of this
pathway was described. This sub-lethal activation is associated with a limited
permeabilization of the outer mitochondrial membrane and a reduced caspase
activation. Further studies have shown that sub-lethal signals in the mitochondrial
apoptosis pathway can have an inflammatory activity. Unlike the ordinary
apoptosis, the sub-lethal form is immunologically active as the cells can secrete
cytokines. These messenger molecules play a role in immune activation by, for

instance, recruiting neutrophils or increasing the capillary permeability.

The goal of the first part of the study is to better understand the role of individual
proteins which are involved in the apoptotic signaling pathway regarding
cytokine/chemokine secretion and caspase-3 activation. The mitochondrial
apoptotic pathway depends on a balance of pro- (e.g., Bax, Bak) and antiapoptotic
proteins (e.g., Bcl-2, Bel-XL, Bel-w, Mcl-1). In the first part of this work, deficient
in vitro HeLa-cells for individual apoptosis-associated proteins (Smac, Apaf-1,
PARL, XIAP, Caspase-8, Caspase-9) were treated with Bcl-2 family inhibitors
(BH3 mimetics, S63845, and ABT-737). These inhibitors specifically inhibit
individual anti-apoptotic proteins and are used to generate sublethal mitochondrial
pro-apoptotic stimuli. The results show that chemokine secretion (IL-8 and CXCL-
1) following Mcl-1 inhibition (S63845) happens in a caspase- and CAD-dependent
manner. Differences between the BH3 mimetics used in this study also emerged
during these initial experiments. Hence, in the subsequent parts of the work, the
anti- and proapoptotic proteins were further characterized. It has been previously
assumed that the pro-apoptotic Bcl-2 effector proteins Bax and Bak fulfill
functionally redundant roles. However, the results suggest that caspase activity -
and possibly the release of mitochondrial proteins - is dependent on Bax but not on
Bak which indicates that Bax is sufficient for MOMP and thus caspase activation.
Furthermore, in cells solely expressing Bak (Bax-deficient cells), an apoptosis-
independent IL-6 secretion was measured. Additionally, a different realization of
signal thresholds for cytokine secretion among the individual mitochondrial
proteins is recognizable. In the presence of Bak, the cytokine secretion occurs at a

significantly later time point (> 54 h).
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Furthermore, data has shown that infections can also lead to the sublethal activation
of the apoptotic signaling pathway. Sublethal activation of the apoptosis system has
already been observed for some pathogens. The activation of the sub-lethal
signaling cascade can be considered as a cell-autonomous defense and protection
strategy. In HeLa-cells infected with Salmonella Typhimurium, it has been shown
that the mitochondrial intrinsic apoptotic signaling pathway plays a rather
secondary role in this infection model when it comes to pathogen-associated

cytokine secretion.

Since the apoptosis-associated mitochondrial protein Smac not only plays a role in
caspase activation but is also involved in other signaling pathways, especially the
NF-«kB signaling pathway, Smac-deficient mice were used in the final part of this
work for an infection model. The results of this murine in vivo model show that
after Chlamydia muridarum infection in the lower genital tract of Smac-deficient
mice, both reduced immune cell infiltration (reduced absolute numbers of NK cells,
T cells, neutrophils, and other myeloid cells) and reduced chemokine expression
(CXCL-1, CXCL-10, CXCL-5, CCL-2, CCL-4, and CCL-7) can be measured
compared to the control mice. On the other hand, after the same duration of
infection in the upper genital tract of Smac-deficient mice, a higher absolute number
of immune cells was measured compared to the control mice. These results suggest
that in the absence of Smac, chlamydiae may ascend faster due to the lack of
immune cell recruitment. Furthermore, a higher number of chlamydial genome
copies were measured in the Smac-deficient mice compared to the control mice.

Thus, Smac appears to play a crucial role in activating the immune system.
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1.1.

Legende:

ANHANG

Ergebnistabelle der Apoptose-assoziierten Zelllinien bzgl.

der

Zytokinsekretion/Caspase-3-Aktivierung nach Inhibitorbehandlung

Behandlungen:

1) S63845

2) S63845 + pan-Caspasen Inhibitor

3) ABT-737 4) ABT-737 + pan-Caspasen Inhibitor

Beobachtungen:

1= erhoht;

= reduziert; = = vergleichbar: jeweils gegeniiber CTRL

Tabelle 22 Ergebnistabelle der Inhibitorbehandlungen Apoptose-assoziierter Zelllinien

Zelllinien Behandlung Caspase-3- IL-6 IL-8 CXCL-1
Aktivierung

Bel-Xt- 1) +

defizient ’) . . . .
3) T + +
4) + + + +

Mcl-1- 1) T

defizient ’) N 2 N N
3) + T + +
4) T T + +

Bel-Xt- 1)

iiberexpr. ’)
3)
4)

Bax-defizient 1)
2) + +
3) t T t
4) + T + +
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Bak-defizient 1)
2) + +
3) + +
4) + * * *
Bax/Bak- 1)
d It-
oppe 2)
defizient
3)
4)
Smac- 1) 0
defizient
2) - + +
3) + +
4) - -
PARL- 1) T
defizient
2) - -
3) T + +
4) - -
XIAP- 1) + )
defizient
2) - ) +
3) + ) + +
4) - - - -
Caspase-8- 1) + T
defizient
2) - T T v
3) + )
4) - - -
Apaf-1- 1) )
defizient
2) - - - -
3) T +
4) - - - -
Caspase-9- 1) - )
defizient

2)
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3) - + +
4) - - -
CAD-defizient 1) +
2) -
3)

4)
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