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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ziel der Dissertation

Die Pseudokinase Mixed Lineage Kinase Domain-Like (MLKL) ist einer der Hauptakteure in
der RIP1/RIP3-vermittelten Nekroptose-Kaskade (1). In vorangegangenen Projekten der
Arbeitsgruppe Roth konnte gezeigt werden, dass MLKL, in der RIP3-negativen (2) Zelllinie
MCF7 auch ohne vorangegangenen Nekroptosestimulus in phosphorylierter Form an der

Zellmembran im Bereich der Tight Junctions (Zonula occludens) vorliegt (3).

Das Ziel dieser vorliegenden Arbeit war es, die Lokalisation und Funktion von pMLKL im
Zellmodell systematisch zu untersuchen. Hierzu sollte die Co-Lokalisation von pMLKL und
Occludin, einem Schlusselprotein der Tight Junctions, in RIP3-positiven und RIP3-negativen
Zelllinien in Abhangigkeit von Nekroptosestimuli mittels konfokaler
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht werden. Im néachsten Schritt sollten durch eine
siRNA-vermittelte Reduktion der MLKL- und Occludin-Expression mégliche Zusammenhange
zwischen der Expression der beiden Proteine mittels Immunoblot-Analysen und konfokaler
Immunfluoreszenzmikroskopie  analysiert werden. Weiterhin  sollten  funktionellen
Auswirkungen einer reduzierten MLKL- und Occludin-Expression auf die Nekroptose sowie die
Integritat der Tight Junctions durch Zytotoxizitatsassays und TEER-Messungen

(Transepithelialer elektrischer Widerstand) charakterisiert werden.

1.2 Zelltodmechanismen

Zelltodmechanismen sind essenzielle biologische Prozesse zum Beseitigen geschadigter oder
entarteter Zellen im menschlichen Korper (4). Stérungen im Bereich von Zelltodmechanismen
bilden die Grundlage fir zahlreiche Erkrankungen wie Tumorleiden und Entziindungen. In der
Zelltodforschung gehoéren zu den beiden klassischen und am besten verstandenen
Zelltodmechanismen die Apoptose und die Nekrose (4). Wahrend die Apoptose in diesem
Zusammenhang als aktive, programmierte Form des Zelltods angesehen wird, galt die
Nekrose als vermeintlich passiver, unregulierter Vorgang in Reaktion auf pathologische Stimuli
wie Zytokine, Ischamie, Hitze, Bestrahlung und Krankheitserreger (4). Auch morphologisch
unterscheiden sich die Apoptose und die Nekrose (Abbildung 1): Bei der Apoptose lassen sich
die Kondensation und Fragmentierung des Kerns, sowie die Fragmentierung des Zytoplasmas
und der Organellen beobachten (4,5). Das sind Membranausstilpungen, welche
Zellfragmente und Zytoplasma beinhalten, die sogenannten apoptotischen Vesikel. Diese
werden im Verlauf von Phagozyten verdaut, weshalb es nicht zu einer Entziindungsreaktion
kommt (5,6). Die Nekrose hingegen zeichnet sich durch Anschwellung des Zytoplasmas, der

Organellen und der Plasmamembran mit anschlieRender Ruptur der Plasmamembran durch
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Verlust seiner Integritat aus (7). Durch die Membranruptur kommt es zur Freilegung von
Zellinhalten und sogenannten Damage-associated Molecular Patterns (DAMPs). Dies sind
korpereigene Molekiile, die Entziindungen hervorrufen (8). Mittlerweile ist bekannt, dass es
verschiedene weitere Formen des Zelltods gibt, welche ahnliche morphologischen Merkmale
wie die Nekrose aufweisen und unter dem Begriff programmierte Nekrose zusammengefasst
werden (9). Zu ihnen zahlt die Nekroptose.

| Gesunde Zelle l

O

O

Abbildung 1: Apoptose und Nekrose im Vergleich, modifiziert nach (10).

Die Apoptose zeichnet sich durch das Ausbilden von Membranvesikeln, Zellschrumpfung,
Kernfragmentierung und Chromatinkondensation aus. Die Nekroptose hingegen kennzeichnet sich
durch das Anschwellen der Zelle, den Integritdtsverlust der Plasmamembran und einer dadurch
rupturierenden Zellmembran. So kommt es zur Freisetzung von Zellinhalten und DAMPSs, die

Entziindungsreaktionen auslésen.
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1.3 Nekroptose

In den letzten Jahren wurde die Nekroptose als weitere Form des programmierten Zelltods
bekannt, die wie die Apoptose ebenfalls Uber stark regulierte zellulare Signalkaskaden ablauft,
phanotypisch allerdings an die Nekrose erinnert (4). Grundsatzlich kénnen viele verschiedene
Stimuli die Nekroptose auslésen und somit zum Zelltod fiihren. Dazu zahlen unter anderem
Mitglieder der Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNFR)-Superfamilie, Pattern-Recognition-
Rezeptoren (PRRs), T-Zell-Rezeptoren (TCRs), verschiedene Chemotherapeutika und
Hypoxie (1). Zu diesen Stimuli gehdren auch welche, die die Apoptose Uber den extrinsischen
Weg induzieren kdnnen, beispielsweise die Mitglieder der Tumornekrosefaktor (TNF)-Familie
von Zytokinen, einschlieBlich TNF-a, FAS-Ligand (FASL; CD95) und TNF-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL) (6).

Am besten erforscht gilt jedoch das Modell der Nekroptose, welches durch das Nekrose-
Faktor-Rezeptor 1 (TNFR1) / Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) -Rezeptor-Liganden-System
induziert wird und in dem die Proteine RIP1 (receptor- interacting protein kinase 1), RIP3
(receptor-interacting protein kinase 3) und MLKL (mixed lineage kinase domain-like

pseudokinase) eine zentrale Rolle spielen (Abbildung 2) (1,11).

TNFa bindet extrazellular an TNFR1 und induziert damit eine Konformationsanderung in
TNFR1-Trimeren, wodurch mehrere Proteine rekrutiert werden. Dazu zahlen RIP1, TRADD
(TNFR-associated death domain), clAP1 (cellular inhibitor of apoptosis protein 1), clAP2,
TRAF2 (TNFR-associated factor 2) und TRAF5. Dies wiederum flhrt zu der Bildung eines
membrangebundenen Proteinkomplexes, welcher als Komplex | bezeichnet wird. Im Bereich
dieses Komplexes wird RIP1 durch clAP1/2 polyubiquitiniert, was zu einer Aktivierung des
Uberlebensférdernden NF-kB (Nuclear Factor Kappa B) Signalwegs und der mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAPKSs) fuhrt (1,4).

Kommt es nun allerdings zu einer Deubiquitinierung von RIP1, flhrt dies zu einer Dissoziation
des Proteins aus dem Komplex | und zur Aktivierung von Zelltodsignalwegen. Die
Deubiquitinierung von RIP1 erfolgt hierbei durch Deubiquitinasen, einschlieRlich
Cylindromatose (CYLD) und A20 und wird durch die Auto-Ubiquitinierung und den
anschlielenden Abbau der IAPS initiiert. Die Degradierung der IAPs selbst wird durch den
Second Mitochondria-derived Activator of Caspases (SMAC) oder durch niedermolekulare
Molekule, den sogenannten SMAC-Mimetika (auch als IAP-Inhibitoren bekannt), stimuliert
(1,4).

Im Anschluss wird ein Komplex aus RIP1, TRADD, Caspase-8 und FADD (FAS-Associated
Death Domain) rekrutiert, der sogenannte Komplex Il. Dieser Komplex Il ist sowohl an der

Aktivierung des apoptotischen als auch des nekroptotischen Weges beteiligt. Wird
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beispielsweise Caspase-8 aktiviert, spaltet und inaktiviert diese RIP1 und RIP3, was zur
Inhibierung der Nekroptose und Induktion der Apoptose fiihrt. Wird Caspase-8 allerdings durch
Caspase-Inhibitoren oder einen genetischen Knockout inhibiert, wird der nekroptotische
Zelltod eingeleitet (1,4). In Abwesenheit von aktiver Caspase-8 wird RIP1 durch die
Autophosphorylierung des Serinrests 161 (S161) an seinen N-Termini phosphoryliert und
dadurch aktiviert. Dieses aktivierte RIP1 interagiert mit RIP3 Uber deren homotypisches RIP-
Interaktionsmotiv (RHIMs), was zur Bildung eines Nekrosomkomplexes, einer heterodimeren
Amyloidstruktur, flhrt. Durch Autophosphorylierung des Nekrosomkomplexes wird die
Rekrutierung von MLKL herbeigefihrt. RIP3 phosphoryliert MLKL an den Resten Threonin 357
und Serin 358 (1,4). Das phosphorylierte MLKL (pMLKL) oligomerisiert, transloziert zur
Plasmamembran und leitet die Membranruptur ein. Der genaue Ablauf ist hierbei noch nicht
vollstandig geklart (12). Man geht davon aus, dass sich Poren in der Plasmamembran bilden
oder das oligomerisierte MLKL als eine Art lonenkanal fungiert, wodurch die Zelle anschwillt
und ihre Zell- und Organellenintegritat verliert und der Zelltod verursacht wird (13,14). Auch
hier kommt es zur Freisetzung von Zellinhalten und (DAMPs), welche Entziindungsreaktionen
ausloésen kénnen (8). Die Nekrosombildung und -aktivierung kann durch den RIP1-Inhibitor
Necrostatin-1 (nec-1), den MLKL-Inhibitor Necrosulfonamid (NSA) und mehrere RIP3-
Inhibitoren blockiert werden (1,4).

Die Nekroptose hat in den letzten Jahren als eine Form des programmierten Zelltods, der auch
bei deaktivierter Apoptose eintreten kann, immer mehr an Aufmerksamkeit gewonnen und sich

als ein neuartiges vielversprechendes Ziel fir zukiinftige Therapieansatze herauskristallisiert

(11).
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Nekroptose

Abbildung 2: Der TNF-Signalmechanismus der Nekroptose, modifiziert nach (1,4).

Bindet TNFa an den TNFR1 Rezeptor, bildet sich der membransténdiger Komplex | aus. In diesem
Komplex wird RIP1 durch clAP1 und clAP2 polyubiquitiniert. Dadurch wird der NF-kB-Signalweg
aktiviert, welcher das Zellliberleben unterstiitzt. Im Falle einer Deubiquitinierung von RIP1 durch CYLD,
bildet sich der Komplex Il aus. Gemeinsam mit aktiven Caspasen wird dann die Apoptose eingeleitet.
Sollte die Caspase allerdings inhibiert sein, wird statt der Apoptose die Nekroptose eingeleitet. Dabei
werden RIP1 und RIP3 autophosphoryliert und bilden ein sogenanntes Nekrosom. AnschlieRend
phophoryliert das Nekrosom MLKL. pMLKL oligomerisiert und fiihrt durch seine Integration in die

Zellmembran zum Verlust der Plasmamembranintegritét und so zum Zelltod.
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1.4 MLKL

Die Pseudokinase MLKL (Mixed lineage kinase domain-like) ist einer der Hauptakteure in der
Kaskade der Nekroptose, besteht aus 471 Aminosauren und hat eine molekulare Masse von
54 kDa (15). Sie vermittelt den letzten Schritt der Nekroptose, die Permeabilisierung der

Plasmamembran (1).

MLKL besteht aus zwei funktionalen Domanen (Abbildung 3): einem Vier-Helix-Blindel (4HB)
am N-Terminus und einer Pseudokinase (PsKD) am C-Terminus. Diese beiden Doménen sind
uber Zwei-Helix-Linker (Brace) verbunden. Die letale Aktivitat von MLKL wird hauptsachlich
durch die 4HB-Domane vermittelt. Die PsKD selbst weist keine intrinsische Kinaseaktivitat auf,
erflllt jedoch eine bedeutende Funktion, indem sie als dynamisches Gerust und Modulator fur
die Protein-Protein-Interaktionen fungiert. Die PsKD agiert als Schnittstelle zur Kinasedoméane
von RIP3 (16). Durch das Nekrosom, bestehend aus RIP1 und RIP3, wird MLKL an den Stellen
Threonin-357 und Serin-358 (S345 im murinen RIP3) von RIP3 im Bereich der PskKD
phosphoryliert (9, 10,11). Dies fuhrt zu einer Konformationsanderung in der PsKD von MLKL
(16), was zu einer Neuausrichtung sowohl der 4HB-Domane als auch der Braceregion fuhrt.
Diese strukturellen Veranderungen ermoglichen die Ausfihrung des nekroptotischen Zelltods
(5, 8).

1 125 129 169 175 464
N — 4HB — Brace [ PskD — C
T357/S358
4 HB Brace PskKD
- Killer“-Domane - Dynamik beim - Interaktion mit RIP3
Konformationswechsel - Inhibierung von 4HB im
- Oligomerisierung von unphosphorylierten
pMLKL Stadium
- Nukleotidbindung

Abbildung 3: Die strukturellen Domé&nen von MLKL, modifiziert nach (16).

MLKL besteht aus einem Vier-Helix-Biindel (4HB-Doméne), einem Zwei-Helix-Linker (Brace) und einer
Pseudokinase-Doméne (PsKD). Die 4HB-Doméne liegt am N-Terminus des MLKL und wird nach
Phosphorylierung im Bereich der PsKD an Threonin-357 und Serin-358 aktiviert. Beide Doménen sind

durch den Zwei-Helix-Linker (Brace) miteinander verbunden.
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Durch die Konfirmationsdnderung ist es pMLKL mdglich, sich in die Zellmembran zu
integrieren. Der genaue molekulare Mechanismus ist noch unklar, aktuell werden
verschiedene Mechanismen diskutiert (Abbildung 4). So ist es méglich, dass sich pMLKL nur
mit seiner 4HB-Domane in die Plasmamembran integriert. Auch ist es denkbar, dass pMLKL
mit transmembranen lonenkanalen interagiert und deren Permeabilitdt mitbeeinflusst. Ein
weiterer Ansatz ist, dass pMLKL selbst Gber seine 4HB-Domane einen lonenkanal ausbildet.
Am ehesten wird allerdings angenommen, dass pMLKL oligomerisiert und Poren in der
Plasmamembran bildet. Durch diese Wege schwillt die Zelle an, verliert seine Zell- und
Organellenintegritat und verursacht den Zelltod (19). Es kommt somit zur Freisetzung von
Zellinhalten und Damage-associated molecular pattern (DAMPs), was

Entziindungsreaktionen auslésen kann (8).

o N
A @) ® Extrazellular
O O
@)
]
4HB -
Domaéne
\ v @ o O
Brace (@)
Intrazellular
a) Partielle Insertion b) Assoziation mit c) Umstrukturierung d) Oligomerisierung
lonenkanalen zu einem selektiven und Freisetzung von
Kationenkanal Zellinhalten

Abbildung 4: Modelle fiir die Wirkung von MLKL, modifiziert nach (19).

a) Partielle Insertion der 4HB-Doméne in die Plasmamembran
b) Assoziation von MLKL mit transmembranen lonenkanélen, die Osmolyse erleichtern
¢) Umstrukturierung der 4HB-Doméne von MLKL zu einem selektiven Kationenkanal

d) Oligomerisierung von MLKL durch die Brace-Region, um die Plasmamembran zu unterbrechen und

die Freisetzung von Zellinhalten zu erméglichen

MLKL ist jedoch nicht nur an der Durchfliihrung der Nekroptose beteiligt, sondern spielt auch
eine entscheidende Rolle bei verschiedenen weiteren zelluldren Prozessen. So ist
beispielsweise MLKL mit endosomalem Trafficking assoziiert und kontrolliert den Transport
von endozytierten Proteinen. Dadurch wird der Abbau von Rezeptoren und Liganden
gefordert, ihre induzierte Signalisierung moduliert und die Bildung von extrazellularen Vesikeln
erleichtert. Diese Rolle existiert sowohl grundlegend unabhangig von RIP3 als auch in einer

weiterfihrenden Form durch RIP3 ausgeldst (20).
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Des Weiteren gehdren zu diesen Prozessen die ESCRT (Endosomal Sorting Complexes
Required for Transport)-abhangige Reparatur der Plasmamembran, die den nekroptotischen
Zelltod eingrenzt. MLKL wurde auRerdem bei der Geweberegeneration, bei dem Abbau der
Myelinscheidenmembran sowie bei der Férderung der Axonregeneration nach Verletzungen
und bei Regeneration von Muskelstammzellen nach Muskelverletzungen durch die Induktion
von Nekroptose beobachtet. Aulerdem ist MLKL bei der Aktivierung von Inflammasomen,
moglichen Kernfunktionen wie der Regulation von Endothel-Adh&sionsmolekilen durch
Interaktion mit dem RNA-bindenden Motivprotein 6 (RBM6) und der Stabilisierung der mRNA
mitbeteiligt (16,20).

Neben den bereits beschriebenen Phosphorylierungstellen gibt es noch weitere RIP3-
abhangige und RIP3-unabhangige Phosphorylierungsstellen, deren Funktionen bisher noch
nicht vollstandig geklart sind (17,21). Ferner stellte sich die Ubiquitinierung von MLKL als eine
weitere posttranslationale Modifikation heraus. Auch hier ist die Funktion noch weitestgehend
unbekannt (22,23). Teilweise werden diese Modifikationen mit Autophagie und dem bereits

genannten endosomalem Trafficking oder Myelinscheidenabbau in Verbindung verbracht (24).

Mehrere Studien geben Grund zur Annahme, dass die Nekroptose und somit auch MLKL bei
einer Vielzahl von pathologischen Zustdnden und Krankheiten wie Tumoren, entziindlichen
Erkrankungen oder Infektionen, eine wichtige Rolle spielt (25). Dies macht MLKL zum
Gegenstand aktueller Forschung und einem wichtigen potenziellen Ziel fiur neue

Therapieansatze.

1.5 Tight Junctions

Epithelien und Endothelien sind auf eine parazellulare Abdichtung angewiesen, um einen
gerichteten Transport von lonen und geldsten Stoffen durch die Zellschichten zu ermdglichen.
Diese Abdichtung wird durch Tight Junctions (TJ) - oder auch Zonula occludens genannt -
gebildet (26). Tight Junctions bilden eine gurtelartige Struktur an der Grenze zwischen der
apikalen und basolateralen Membrandomane in Epithel- und Endothelzellen. Somit stellen sie
eine regulierte Diffusionsbarriere fir den parazellularen Transportweg dar und trennen
Kompartimente in multizellularen Organismen. Daher sind sie entscheidend fur den Austausch

von Substanzen zwischen der internen und externen zellularen Umgebung (27).

Tight Junctions sind Multiproteinkomplexe und setzen sich aus Uber 40 identifizierten
Proteinen zusammen, wie integralen Transmembranproteinen, peripheren oder Plaque-

Verankerungsproteinen und TJ-assoziierten Proteinen (26,27).
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Zu den Transmembranproteinen zahlt die Claudinfamilie, die drei Proteine der MARVEL-
Familie (TAMP-Proteine), Occludin, Tricellulin und MARVELD3 und das Junctional Adhesion
Molecule-1 (JAM-1) (28,29). Die Transmembranproteine bilden durch ihre extrazellularen
Anteile Kontakt zu benachbarten Zellen aus. Diese dienen somit als Diffusionsbarriere und
schlieBen den parazelluldren Raum ab. Uber die zytosolischen TJ-assoziierten Proteine
Zonulin 1-3 (ZO) und Cingulin werden die Transmembranproteine mit dem Zytoskelett
verankert (30).

Zu der Claudinfamilie gehéren mindestens 24 verschiedene Mitglieder (31). Uber zwei
extrazellulare und einen intrazellularen Loop sind die insgesamt vier Transmembranregionen
der Claudine miteinander verbunden. Die N- und C-terminalen Enden liegen im Zytoplasma.
Durch die Bildung von homo- und heteromeren Komplexen bestimmen sie funktionell die
Barriereeigenschaft der Gewebe mit. Es kdnnen barrierebildende und porenbildene Isoformen

unterschieden werden (28).

Auch TAMP-Proteine besitzen vier Transmembranregionen mit zwei extrazellularen Loops und
einem intrazellularen Loop. Zusammen bilden sie die MARVEL (MAL and related proteins for
vesicle trafficking and membrane link) -Doméane. Die N- und C-Termini enden ebenfalls im
Zytoplasma. Sie beeinflussen die Dynamik der Tight Junctions und modulieren so
Transportvorgange und die Stabilitat der Tight Junctions. Occludin und MARVELD3 spielen

vor allem bei bizellularen Kontakten eine Rolle und Tricellulin bei trizellularen Kontakten (28).

Epitheliale Zellen Zytosol Plasmamembran
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Abbildung 5: Schematische vereinfachte Darstellung der grundlegenden strukturellen Komponenten
der Tight Junctions, modifiziert nach (30,32).
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Aufgrund ihrer entscheidenden Rolle fur die Epithelfunktion werden Funktionsstérungen von
Tight Junctions mit mehreren Krankheiten in Verbindung gebracht, wie beispielsweise
entzindlichen Darmerkrankungen und Zodliakie. Bei diesen pathologischen Zustanden wird
das Epithel in der Regel durchlassiger, so dass es seiner Aufgabe nicht mehr gerecht werden
kann (33).

Tight Junctions spielen auRerdem eine wichtige Rolle im Rahmen der Metastasierung von
Tumorzellen. Zum einen existieren sie zwischen Tumorzellverbanden selbst, zum anderen
missen sie von Tumorzellen passiert werden, wie zum Beispiel beim Eindringen in das
Endothel (29).

1.6 Occludin

Das Protein Occludin (OCLN) zahlt zu den zentralen Bestandteilen von Tight Junctions und
gehort zur Familie der TJ-assoziieten MARVEL-Proteine (Myelin/Lymphozyten- und

verwandte Proteine fur den Vesikel-Transport und Membran-Link) (34,35).

Mit einer molekularen Masse von ca. 60 kDa und bestehend aus 522 Aminosauren, ist es
durch vier Transmembrandomanen in die Zellmembran integriert, wo es im Komplex mit den
anderen Proteinen des Multiproteinkomplexes an der Entstehung der Polaritat der Zellen und
an der Diffusionskontrolle beteiligt ist (36,37). Occludin ist in finf Domanen unterteilt (A-E) mit
zwei extrazellularen Schleifen und einem intrazellularen Loop. lhre C- und N-terminalen
Domanen befinden sich im Zytoplasma der Zelle (36,38). Die jeweiligen Domanen regulieren
verschiedene Funktionen. Die extrazellularen Domanen stellen den engen Kontakt zu den
benachbarten Zellen her und sind entscheidend fur die Aufrechterhaltung der selektiven
parazellularen Permeabilitat. (38) Die C-Domane reguliert den intrazellularen Transport und
vermittelt Endozytose. Die E-Domane interagiert mit dem zytosolisch liegenden Zonulin-1 und
beeinflusst den intrazellularen Transport von Occludin an die Plasmamembran und die
Verankerung im Zytoskelett. Aulerdem moduliert die E-Domane die Dimerisierung von

Occludin.

Occludin kann als wichtiger Bestandteil der Tight Junctions durch unterschiedliche Stimuli wie
beispielsweise Zytokine, oxidativen Stress und Wachstumsfaktoren beeinflusst werden. An
den zytosolisch liegenden Domanen steht Occludin in enger Verbindung mit verschiedenen
zytosolischen Proteinen wie Zonulin-1, Zonulin-2, Zonulin-3, Cingulin und vielen weiteren

Faktoren, die als Plaques Occludin mit dem Zytoskelett verbinden (26, 36, 37).

Posttranslationale Modifikationen, insbesondere die Phosphorylierung und

Dephosphorylierung, sind entscheidend an der Regulierung der Signalprozesse beteiligt (40).
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Abbildung 6 zeigt den schematischen Aufbau von Occludin und Beispiele fur Kinasen und

deren Bindungsstellen an spezifische Serin-, Threonin- und Tyrosinreste, die die Struktur und

die Funktion von Tight Junctions beeinflussen. Im Allgemeinen geht man derzeit davon aus,

dass die Tyrosinphosphorylierung die Tight Junctions destabilisiert, wahrend insbesondere die

Threoninphosphorylierung die Tight Junctions-Assemblierung férdert. Phosphorylierung und

Dephosphorylierung von Occludin miissen genau aufeinander abgestimmt sein. Uber

Phosphorylierungsstellen am N-Terminus ist in dieser Hinsicht nur wenig bekannt (40).

Aufgrund der vielen Phosphorylierungs- und Splicingprodukte des Occludins finden sich in der

Immunoblot Analyse neben 60 kDa Hauptbande zuséatzliche Nebenbanden (28).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung von Occludin und der Lokalisierung von potentiellen

Phosphorylierungsstellen, modifiziert nach (40).
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2 Material

2.1 Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende adharent wachsende humane Zelllinien
verwendet:

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Ursprung RIP3-Status
CaCo2 kolorektales Karzinom negativ (41)
DU-145 Prostatakarzinom negativ (2)
HT29 kolorektales Karzinom positiv (2)
Huh7 hepatozelluldres Karzinom negativ (2)
MCF7 Mammakarzinom negativ (2)
PC3 Prostatakarzinom negativ (2)
SK-BR3 Mammakarzinom positiv (2)
T47D Mammakarzinom positiv (2)
MCF7 RIP#6 Mammakarzinom stabil transfiziert mit pcDNA3-RIP3 (3) positiv
MCF7 neo z\g?mmakarzinom stabil transfiziert mit pcDNA3-Leervektor negativ

Die regelmaRige Uberpriifung auf Mykoplasmen in allen Zelllinien erfolgte unter Verwendung
des MycoAlertTM Mycoplasma Detection Kits von Lonza (LT07-118, Lonza, Deutschland).
Zusatzlich wurde die Authentizitdt der humanen PCa-Zelllinien durch STR-Profiling von
Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) bzw. Uber SNP-Typing von Multiplexion

(Heidelberg, Deutschland) bestatigt.

2.2 Kulturmedien
2.2.1 Kulturmedien fiir adharent wachsende Zelllinien

Alle Zelllinien wurden bei 37 °C, gesattigter Wasserdampfatmosphare und einem
Kohlenstoffdioxidgehalt von 5 % inkubiert. Die verwendeten Zusatze gewahrleisteten ein

optimales Zellwachstum und verhinderten mdgliche Kontaminationen. G418 wurde dem
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Kulturmedium zur Kultivierung stabil transfizierter Zelllinien fir Selektionszwecke
hinzugegeben.
Tabelle 2: Kulturmedium fiir CaCo2 wt
CaCo2 wt Kulturmedium
Konzentration Komponente
15 % FCS (nicht hitzeinaktiviert)
1% Penicillin-Streptomycin
1% nicht essenzielle Aminosauren (NEAA)
1% Pyruvat
1% Glutamin
in MEM
Tabelle 3: Kulturmedium fir MCF7 wt
MCF7 wt Kulturmedium
Konzentration Komponente
10 % FCS (nicht hitzeinaktiviert)
1% Penicillin-Streptomycin
in RPMI
Tabelle 4: Kulturmedium fur SK-BR3 wt
MCF7 wt Kulturmedium
Konzentration Komponente
10 % FCS (nicht hitzeinaktiviert)
1% Penicillin-Streptomycin
in McCoy5A

Tabelle 5: Kulturmedium flr transfizierte Zelllinien

MCF7 neo und RIP3#6

Kulturmedium fiir stabil transfizierte Zellen

Konzentration Komponente

10 % FCS (nicht hitzeinaktiviert)
1% Penicillin-Streptomycin

4 mg/ml G418 Sulfat

in RPMI
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2.2.2 Einfriermedium fiir adhiarent wachsende Zellen

Das Einfriermedium fir adharent wachsende Zellen setzte sich aus folgenden Substanzen

Zusammen:

Tabelle 6: Einfriermedium

Einfriermedium

Konzentration Komponente
10 % (viv) DMSO

20 % (v/v) FCS

70 % (viv) Kulturmedium

2.3 Nukleinsauren

2.3.1 Oligonukleotide als siRNA fiir die Transfektion

Tabelle 7: Oligonukleotide als siRNA fiir die Transfektion

Zielgen Bezeichnung Hersteller Artikelnummer
MLKL MLKL#1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, 141535
MA, USA
MLKL MLKL#3 Thermo Fisher Scientific, Waltham, 141536
MA, USA
Occludin OCLN#1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, s56793
MA, USA
Occludin OCLN#2 Thermo Fisher Scientific, Waltham, s56794
MA, USA
Kontroll siRNA scram Dharmacon, Lafayette, CO, USA D-001810-10-20

2.3.2 ProteingroBenstandard

Fir die Immunoblot-Analysen wurde folgender vorgefarbter und definierter Protein-
GrolRenmarker verwendet: Page Ruler™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA,
26616).

Als weiterer Proteinstandard wurde folgendes Kalber Serum Albumin verwendet: BSA (10
mg/ml) (New England Biolabs, Frankfurt a.M., Deutschland, B90015).

14
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2.4 Antikorper

2.4.1 Primarantikorper fiir Immunoblot-Analysen und Immunfluoreszenz

Tabelle 8: Verwendete Primarantikdrper fur die Immunoblot-Analyse und Immunfluoreszenz

Antikorper Ursprung Verdunnung  Hersteller? Artikelnummer Methode °

GAPDH Maus 1:10.000 Santa Cruz sc-32233 IB
Biotechnology

MLKL Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 14993 IB
Technology

OCLN Maus 1:200 Sigma 33-1500 IB, IF

pMLKL Kaninchen 1:1000, Abcam ab187091 IF

(T357/S358) 1:250

pMLKL Kaninchen 1:1000 Cell Signaling 91689S IB

(T357/S358) Technology

RIP1 Maus 1:1000 BD Transduction 610458 IB
Laboratories

RIP3 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling E1Z1D IB
Technology

RIP3 Kaninchen 1:100 Novus Biologicals NBP2-24588 IF

@ Hersteller: Abcam, Cambridge, UK; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA; Cell Signaling Technologies,
Danvers, MA, USA; Novus Biologicals, Wiesbaden, Deutschland; Santa Cruz Biotechnology, Dallas TX, USA

b Methode: IB Immunoblot, IF Immunfluoreszenz

2.4.2 Sekundarantikorper fir Inmunoblot-Analysen und Immunfluoreszenz

Tabelle 9: Verwendete Sekundarantikorper fir die Immunoblot-Analyse

Antikorper Verdunnung Hersteller Artikelnummer
Meerrettich-Peroxidase- 1:3000 in 5 % fettfreiem BioRad, Munchen, 1706516
konjugiert Trockenmilchpulver in TBST  Deutschland

Ziege-anti-Maus 1gG

(H+L)

Meerrettich-Peroxidase- 1:3000 in 5 % fettfreiem BioRad, Minchen, 1706515
konjugiert Trockenmilchpulver in TBST  Deutschland

Ziege-anti-Kaninchen 1gG

(H+L)
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Tabelle 10: Verwendete Sekundarantikorper fur die Immunfluoreszenz

Antikorper Verdunnung Hersteller Artikelnummer

Alexa Fluor® 488
Ziege-anti-Kaninchen 1gG
(H+L)

1:500 in Sekundarlésung Invitrogen, A11008
Karlsbad, USA

Alexa Fluor® 546
Ziege-anti-Maus 1gG
(H+L)

1:500 in Sekundarlésung Invitrogen, A11030
Karlsbad, USA

2.5 Puffer und Losungen

Unter sterilen Bedingungen wurden fiir alle Versuche entweder PBS mit Mg?*/Ca®* (Sigma-
Aldrich, St.Louis, MO, USA, D8662-500ml) oder PBS ohne Mg**/Ca?" (Sigma-Aldrich, St.Louis,
MO, USA, D8537-500ml) verwendet. Fur alle Experimente, bei denen keine sterilen

Bedingungen erforderlich waren, wurde eine nicht-sterile PBS-Losung angesetzt.

Tabelle 11: PBS 10 x

PBS (10 x)
Konzentration Komponente
140 mM NaCl
8 mM NazHPOs » 7H20
2 mM NaH2PO4 « H20
in ddH,O
2.5.1 Lysepuffer fir Proteinlysate
Tabelle 12: Lysepuffer fir Proteinlysate
Lysepuffer (1 ml)
Konzentration Komponente
10 % Lysepuffer (10 x) (9803S, Cell Signaling
Technologies, Danvers, MA, USA)
2% Protease- und Phosphataseinhibitor-Cocktail
(100 x) (78440, Cell Signaling Technologies,
Danvers, MA, USA)
in ddH,O

16




Material

2.5.2 Puffer und Losungen fiir den Immunoblot

Tabelle 13: Trenngelpuffer fir den Immunoblot

Trenngelpuffer

Konzentration Komponente

1,5M Tris-base

in ddH,0

pH 8,8 unter Verwendung von HCI

Tabelle 14: Sammelgelpuffer fir den Immunoblot

Sammelgelpuffer

Konzentration Komponente

0,5M Tris-base

in ddH,O

pH 6,8 unter Verwendung von HCI

Der Sammelgel-Puffer wurde nach der Herstellung autoklaviert und bei 4 °C gelagert, um die

Haltbarkeit zu gewahrleisten.

Tabelle 15: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele fur SDS-PAGE

Trenngel Sammelgel

Chemikalien 10 % 15 % 5%

ddH20 2ml 1,2ml 1,15

Rotiphorese® Gel 30 1,7 mi 2,5 mi 330 pl

Sammgelpuffer - - 500 pl

Trenngelpuffer 1,3 mi 1,3 mi -

10 % (w/v) SDS 50 pl 50 pl 20 pl

10 % (w/v) APS 50 pl 50 pl 20 pl

TEMED 2l 2l 2l
Tabelle 16: SDS-Losung fiir SDS-PAGE

SDS

Konzentration Komponente

10 % SDS

in ddH,O
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Tabelle 17: APS-L6sung fiir SDS-PAGE

APS

Konzentration Komponente

10 % APS

in ddH,O
Tabelle 18: SDS-Laufpuffer 1 x flir den Immunoblot

SDS-Laufpuffer (1 x)

Konzentration Komponente

25 mM Tris-base

190 mM Glycerin

0,1 % SDS

in ddH,O

Tabelle 19: Semi-Dry Blot Puffer 10 x fir den Immunoblot

Semi-Dry Blot Puffer (10 x)

Konzentration Komponente
480 mM Tris-base
390 mM Glycerin
0,375 % (w/v) SDS

in ddH,O

Der Semi-dry Blot Puffer wurde bei 4 °C gelagert, um die Haltbarkeit der Lésung zu

gewahrleisten.

Tabelle 20: Semi-Dry Blot Puffer (1 x) fir den Immunoblot

Semi-Dry Blot Puffer (1 x)

Konzentration

Komponente

10 % (v/v)
20 % (v/v)

Semi-Dry Blot Puffer 10 x
Methanol

in

ddH,O
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Tabelle 21: TBS (10 x) fur den Immunoblot

TBS (20 x)

Konzentration Komponente

200 nM Tris

1,38 M NaCl

in ddH,O

pH 7,6 unter Verwendung von HCI

Tabelle 22: TBST (1 x) fir den Immunoblot

TBST (1 x)

Konzentration Komponente

0,1 % (v/v) Tween 20

in TBS (1 x)
Tabelle 23: Blocking-Milch fir den Immunoblot

Blocking-Milch

Konzentration Komponente

5 % (wiv) Magermilchpulver

in TBST (1 x)
Tabelle 24: Ponceau S fiir den Immunoblot

Ponceau S

Konzentration Komponente

0,5 % (w/v) Ponceau S

1 % (viv) Konzentrierte Essigsaure

in ddH,0

Tabelle 25: Antikorperlésung fiir den Immunoblot

Antikorperldsung

Konzentration Komponente
5% BSA

0,5 % NaN3 (10 %)
in TBST (1 x)
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Tabelle 26: ECL-L6sung fir den Immunoblot

ECL-L6sung

Konzentration Komponente

10mM Tris-base

in ddH,O

pH 8,5 unter Verwendung von HCI

Tabelle 27: Chemilumineszenz-Detektierldsung fiir den Immunoblot

Chemilumineszenz-Detektierlésung

Konzentration Komponente

50 pl Luminol (250 mM in 100 % DMSO)

25 pl Cumarinsaure (90 mM in 100 % DMSO)
4 ul H>0, (30 %-ig v/v)

in 10 mi ECI (100 mM, pH 8,5)

Tabelle 28: Protein-Probenpuffer (6 x) fir den Immunoblot

Protein-Probenpuffer (6 x)

Konzentration Komponente
350 mM Tris-HCI (pH 6,8)
10,28 % (v/v) SDS

36 % (v/v) Glycerin

600 mM DTT
Spatelspitze Bromphenolblau
in ddH,O

2.5.3 Losungen fiir die Inmunfluoreszenz

Tabelle 29: Blockinglésung fur die Immunfluoreszenz

Blockinglosung

Konzentration Komponente
10 % (viv) PBS

10 % (v/v) FCS

0,1 % (v/v) Triton X-100
in ddH,O
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Tabelle 30: Sekundarlésung fir die Immunfluoreszenz

Sekundarlésung

Konzentration Komponente
10 % (viv) PBS

1% (vIv) FCS

0,1 % (v/v) Triton X-100
in ddH,O

Tabelle 31: Waschlosung fir die Immunfluoreszenz

Waschldsung

Konzentration Komponente
0,1 % (v/v) Triton X-100
in PBS

Tabelle 32: FormaldehydIdsung fiir die Immunfluoreszenz

Formaldehylosung (3,7 %)

Konzentration Komponente

10 % (v/v) Formaldehyd (37 %)
in PBS

2.5.4 Losungen fiir die Kristallviolettfarbung

Tabelle 33: Kristallviolettlésung

Kristallviolettlbsung

Konzentration Komponente
0,1 % (w/v) Kristallviolett
10 % (viv) Ethanol

in ddH,O

Die Kristallviolettldésung wurde nach Herstellung filtriert.
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2.6 Reagenzien

Tabelle 34: Verwendete Reagenzien

Reagenz Hersteller? Sonstiges
Acrylamid-Lésung Roth 30 %
Accutase Sigma

Ammoniumperoxidsulfat (APS) Roth

Bradford-Reagenz Protein-Assay-Dye  Bio-Rad

Bromphenolblau Roth

BSA Albumin Fraction V proteasefrei Roth

BSA Purified New England Biolabs 100 x (10 mg/ml)

BV6 Selleckchem Zielstruktur clAP, XIAP
Artikelnr.: S7597

DAPI Sigma-Aldrich Artikelnr. D9542
ddH20

Disulfid Sulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich

DMEM Gibco

Dodecylsulfate-Na-salt in pellets SERVA

Dodecylsulfat-Na-Salz (SDS) SERVA

DTT New England Biolabs 10 x (0,1 M)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  Sigma-Aldrich
(PBS) without calcium chloride and
magnesium chloride

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  Sigma-Aldrich
with calcium chloride and magnesium

chloride

Ethanol Honeywell Research 100 %
Chemicals

Essigsaure Roth 100 %

FCS Nicht-Hitzeinaktiviert Sigma-Aldrich

Formaldehyd Sigma-Aldrich 37 %
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GlutaMAX | Gibco 100 x
Glycerin Sigma-Aldrich
AppliChem
Glycin Roth
Isopropanol Thermo Fisher Scientific
Immersionsol Leica Typ F
Kristallviolett Merck
L-Glutamin Gibco 100 x
Lipofectamin®2000 Invitrogen Artikelnr.: 11668019
Luminol Sigma-Aldrich 297 %
Lysepuffer Cell Signaling Technology 10 x
Magermilchpulver AppliChem
MEM-Non-Essential Amino Acid PAN-Biotech 100 x
Solution
Methanol Honeywell Research > 99,8 %
Chemicals
Minimum Essential Medium Eagle Sigma-Aldrich
(MEM)
Mowiol Calbiochem
Natriumacetat Merck
Natriumazid AppliChem
Natrium-Chlorid Sigma-Aldrich
Natrium-Dodecylsulfat (SDS) SERVA
Natriumpyruvat Gibco 100 x

Necrostatin-1

ENZO Life Science

Zielstruktur: RIP1
Artikelnr.: BML-AP309-
0020

Necrosulfonamid

Merck

Zielstruktur: MLKL
Artikelnr.: 480073

Penicillin-Streptomycin

Gibco / Sigma-Aldrich
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Peroxid

WesternBright

Ponceau S

Roth

Protease & Phosphatase Inhibitor

Thermo Fisher Scientific

Artikelnr.: 78440

Cocktail

RPMI-Medium Gibco

Salzsaure (HCI) Roth 37 %

Stickstoff

TBS AppliChem 20 x

TEMED Roth 299 %

TNFa ImmunoTool Zielstruktur: TNFo-
Rezeptor
Artikelnr.: 11343017

Transfektionsmedium Gibco Optimem

Triton X-100 Sigma-Aldrich

Trypsin-EDTA Solution Sigma-Aldrich

Tween 20 AppliChem 10 %

VE-Wasser

z-VAD(OMe)-FMK

ENZO Life Sciences

Zielstruktur: Caspasen
Artikelnr.: BML-
P4160001

@ Hersteller: AppliChem (Darmstadt, Deutschland), Calbiochem (USA), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Enzo
Life Sciences (Farmingdale, USA), ImmunoTools (Germany), Invitrogen GmbH (Karlsruhe, Deutschland), Merck

KGaA (Darmstadt, Deutschland), Selleckchem (USA), Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)

2.7 Apparate, Gerate und Glasware

Tabelle 35: Verwendete Apparate, Gerate und Glasware

Gerat Hersteller Bezeichnung
Abzug Wesemann

Analysenwaage Satorius Handy
Autoklav HP-Labortechnik Varioklav
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Becherglas SIMAX 100 ml
Becherglas SIMAX 250 ml
Becherglas SIMAX 500 ml

Chemilumineszenzimager

Vilber Lourmat

Fusion Solo S

Chopstick Elektrode World Precision Instruments STX2
Eismaschine Scotsman Ice Systems AF 124
Fluoreszenzmikroskop Leica DMi8
Gefrierschrank Liebherr -20 °C
Gefrierschrank EWALD Vv86.830.1 -80 °C
GieRstand Immunoblot Bio-Rad Mini-PROTEAN

Tetra System

Handpumpe INTEGRA Biosciences Vacusafe comfort
Heizblock TECHNE DRI-BLOCK DB.2D
Heizblock EPPENDORF SE ThermoMixer C
Inkubator HERAcell 150
Konfokalmikroskop Leica SP8
Kihlzentrifuge EPPENDORF SE 5427 R
Laufstand Immunoblot Bio-Rad PowerPacHC
Leica Steuerungselement Leica CTR advanced
Lichtmikroskop Nikon Eclipse TS2
Magnet- und Heizplatte IKAMAG RET-GS
Messbecher Fisherbrand 100 ml
Messbecher Fisherbrand 500 ml
Messbecher VITLAB 5000 ml
Mikrowelle Bosch

Minizentrifuge Roth

Minizentrifuge Biozym
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Multipette EPPENDORF SE M4

Multiphotonensystem Leica TSC SP8

pH-Meter inoLab WTW series pH
730

Pinzette Dumont

Pipette EPPENDORF SE 10 l

Pipette EPPENDORF SE 100 pl

Pipette EPPENDORF SE 200 pl

Pipette EPPENDORF SE 1000 pl

Pipette-Boy INTEGRA Biosciences Pipetboy 2

Plattenzentrifuge PEQLAB PerfectSpinP

PowerPac Immunoblot Bio-Rad Power Pac HC

Reaktionsgefalistander eBioscience 1,5 ml

Reaktionsgefalstander eBioscience 2ml

Reaktionsgefalistander Scienceware 15 ml

Reaktionsgefalistander Scienceware 50 mi

Ruihrfisch

Schott-Glas Schott 50 ml

Schott-Glas Schott 250 ml

Schott-Glas Schott 1000 ml

Skalpell

Spektralphotometer Tecan Group Tecan Spark 10M

Sterilwerkbank Heraeus Instruments LaminAir HB 2448

Stickstofftank Worthington Industries Labs 20

Transfersystem Bio-Rad Trans-Blot Turbo

Voltohmmeter World Precision Instuments EVOM

Vortexer Scientific Industries vortex-genie 2
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Waage Aarotrius AX623
Warmeschrank Thermo Fisher Scientific HERAtherm
Incubator
Zahlkammer BRAND Neubauer
Improved 0,1
mm/0,0025 mm?
Zentrifuge Thermo Fisher Scientific Biofuge stratos

2.8 Software

Tabelle 36: Verwendete Software

Suite X

Microsystems

Software Version Entwickler? Gerat Anwendung
EvolutionCapt Solo 6 Vilber Lourmat  Fusion Solo Digitale Detektion von
17.04a S Western Blot
Chemilumineszenz
Image J 1.53e NIH Auswertung von
Bilddateien
Office Professional 2016 Microsoft® zur Datenanalyse und
mit den Erstellung von
Programmen Excel, Diagrammen
PowerPoint, Word
NIS-Elements 5.20.00 Nikon Nikon Eclipse Bildaufnahmen am Nikon
Laboratory Ts2 Eclipse Ts2 Mikroskop
Imaging
Photoshop CSs5 Adobe ® Erstellen von Abbildungen
Prism 10.2.0 GraphPad zur Datenanalyse und
Software Erstellung von
Diagrammen
SPARKCONTROL V 3.1 TECAN Tecan Photometrische
Method Editor SPARK 10M  Messungen (Bradford-
Assay)
Leica Application 3.1.5.16308 Leica Leica DMi8 Fluoreszenzmikroskopie

a Entwickler: Adobe® Photoshop CS5 (San José, CA, USA), GraphPad Software (Boston, MA, USA), Leica

Biosystems Imaging (Wetzlar, Deutschland), Microsoft®

(Redmont, WA, USA), Nikon Laboratory Imaging (Tokio,

Japan), NHI National Institute of Health (Maryland, USA), Tecan (Zurich, Schweiz), Vilber Lourmat (Eberhardtzell,

Deutschland)
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2.9 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 37: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller Bezeichnung
6-Well Greiner Bio-One PS, TC, steril
12-Well Greiner Bio-One Cellstar, 12-Well
96-Well Greiner Bio-One 96-Well
Combitips EPPENDORF SE Advanced 5 ml
Kryordéhrchen Thermo Fisher Scientific 1,8 ml
Deckglaser VWR 10 mm
Deckglaser Roth 20 x 20 mm
Filter Thermo Fisher Scientific 0,45 um
Filterspitzen Biozym SurPhob 10 pl
Filterspitzen Biozym SurPhob 100 pl
Filterspitzen Biozym SurPhob 200 pl
Filterspitzen Biozym SurPhob 1250 pl
Leukosilk Leukosilk S 25cmx92m
Nitrozellulosemembran Amersham Protan 0,45 um NC

Objekttrager Thermo Fisher Scientific Superfrost plus
Parafilm Parafilm

Pipettenspitzen Biozym SurPhob 10 pl
Pipettenspitzen Biozym SurPhob 100 pl
Pipettenspitzen Biozym SurPhob 200 pl
Pipettenspitzen Biozym SurPhob 1250 pl
Reaktionsgefal® EPPENDORF SE 1,5 ml
Reaktionsgefal® EPPENDORF SE 2ml
Reaktionsgefal® EPPENDORF SE 5mi
Reaktionsgefal® Greiner Bio-One 15 ml
Reaktionsgefaly Greiner Bio-One 50 ml
Serologische Pipette Greiner Bio-One Cellstar 5 ml

Serologische Pipette

Greiner Bio-One

Cellstar 10 ml
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Serologische Pipette Greiner Bio-One Cellstar 25 ml
Serologische Pipette Greiner Bio-One Cellstar 50 ml
Spritze BD Discardit Il 10 ml
Wégeschale Roth 100 ml
Wégeschale Roth 300 ml
Whatman-Filter GE Healthcare Life Science Whatman

Zellkultureinsatze Transwell

Costar

12-Well, PorengréRe von
0,4 um

Zellkulturflasche

Greiner Bio-One

Cellstar 250 ml, 75 cm2

Zellkulturschale

Greiner Bio-One

Cellstar 6 cm

Zellkulturschale

Greiner Bio-One

Cellstar 10 cm

Zellschaber

Sarstedt

25cm

3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung und Kryokonservierung von Zelllinien

Alle genutzten Zelllinien wurden im Inkubator bei 37 °C, mit einem CO2-Anteil von 5 % und
einer Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert. Zur Zellkultivierung wurden 250 ml Zellkulturflaschen
mit einer Flache von 75 cm? verwendet. Um Kontaminationen zu vermeiden, erfolgte das
Arbeiten mit den Zelllinien unter sterilen Bedingungen an einer Sterilbank. Aufgrund des
konfluenten Wachstums wurden die Zelllinien fir optimale Wachstumsbedingungen zweimal
wdchentlich passagiert. Das Splittingverhaltnis wurde je nach Konfluenz zwischen 1:2 und
1:10 gewahlt, wobei nach jeder dritten Ausdinnung eine neue Zellkulturflasche verwendet

wurde.

Hierzu wurden die Zellen nach Absaugen des alten Mediums mittels Vakuumhandpumpe mit
10 ml auf 37 °C vorgewarmtem PBS (ohne Mg?*/Ca*") gewaschen. AnschlieBend wurde das
PBS abgesaugt und die Zell-Zell-Kontakte und die Adhasionsverbindung der Zellen zur
Kulturflasche mit Trypsin bzw. Accutase fiir 5 bzw. 10 min bei 37 °C gel6st. Nach erfolgreicher
Loésung der Zellen erfolgte die Resuspendierung der Zellen im jeweiligen Kulturmedium nach
dem vorher bestimmten Splittingverhaltnis. Die resuspendierten Zellen wurden in einem
Verhaltnis zwischen 1:2 und 1:10 in die Zellkulturflasche und auf fir die verschiedenen
weiteren Vorhaben zu nutzenden 6 cm bzw. 10 cm Zellkulturschalen oder 6-, 12- und 96- Well

Platten ausgesat. Bei dem Aussden wurde auf eine gleichmaRige Verteilung der Zellen
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geachtet. Das Wachstumsmedium wurde regelmalig gewechselt, um optimale

Wachstumsbedingungen zu gewahrleisten.

Die Kryokonservierung der Zelllinien ist in flissigem Stickstoff erfolgt, um Zelllinien langfristig
konservieren und nutzen zu koénnen. Hierfur wurden die Zellen wie zuvor beschrieben mit
Trypsin oder Accutase geldst und in dem jeweiligen Kulturmedium resuspendiert. Daraufhin
wurden die Zellen bei 4 °C fir 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
Uberstand abgesaugt und verworfen. Das Zellpellet wurde mit 1 ml passendem
Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryoréhrchen Uberflhrt. In einer speziellen
Einfrierhilfe wurden die Zellen bei -80 °C flir zwei Tage heruntergekihlt. Anschlie’iend kamen
die Zellen bei -196 °C in den Stickstofftank. Die Einfrierhilfe sorgt fir eine kontinuierliche
Temperatursenkung von 1 °C pro Minute, um eine hohe Uberlebensrate der Zellen zu
gewabhrleisten. Das DMSO in dem Einfriermedium verhindert das Entstehen von Eiskristallen,

die die Zellen schadigen wurden.

Es wurden alle drei Monate frische Zellen fir die Versuche aufgetaut, kultiviert und verwendet.
Fir diesen Zweck wurden die gefrorenen Kryoréhren aus dem Stickstofftank entnommen und
bei Raumtemperatur aufgetaut. Die aufgetauten Zellen wurden dann in eine Zellkulturflasche,
in welcher bereits das passende Medium vorgelegt war, Gberfihrt. Auch hier wurde auf eine
gleichmaRige Verteilung der Zellen geachtet. Nach 24 Stunden Inkubation wurde das Medium
abgesaugt und die Zellkulturflaschen mit neuem Medium beflllt. AnschlieBend wurden die

Zellen wie zuvor beschrieben weiter kultiviert.

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Um die genaue Zellzahl zu ermitteln und so eine Vergleichbarkeit in den Versuchen zu
schaffen, wurde eine Neubauer-Zahlkammer mit einer Kammertiefe von 0,1 mm verwendet.
Nach oben beschriebener Gewinnung der Zellsuspension wurden 10 ul dieser Suspension in
die Neubauer-Zahlkammer pipettiert und unter dem Mikroskop ausgezahlt. Dazu wurden vier
GroRquadrate ausgezahlt und aus der vierten Zehnerpotenz der durchschnittlichen Zellzahl

aller vier GroRquadrate lief3 sich die Anzahl der Zellen je ml bestimmen.

3.1.3 Transiente Transfektion mit siRNA-Oligonukleotiden

Mithilfe von siRNA-Oligonukleotiden erfolgte die voriibergehende Suppression der Expression
endogener Proteine, wodurch die Funktion des Zielproteins in anschliefenden Versuchen

weiter untersucht werden kann. Die Translation des Zielproteins wurde durch die RNA-
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Interferenz verhindert. Als Kontrolle wurde ebenfalls eine Kontroll-siRNA transfiziert, welche

als scram bezeichnet wird.

Zunachst wurden die zu transfizierenden Zellen in 6 cm Zellschalen ausgesat und unter
Standardbedingungen inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Medium abgesaugt und die
Zellen mit PBS (mit Mg®*/Ca*") gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit dem
Transfektionsgemisch inkubiert. Das Transfektionsgemisch enthielt 6 yl Lipofectamin ®2000
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, 11668019) als Transfusionsreagenz, 500 pl Opti-MEM als
Transfektionsmedium und 1 nM der jeweiligen siRNA (Stockkonzentration 20 uM). Nach 6 h
wurde die gleiche Menge des entsprechenden Standardwachstumsmediums der Zellen zu den

transfizierten Zellen hinzugegeben.

3.1.4 Cytotoxassay

Im Rahmen des Cytotoxassays wurden Zellen mit Nekroptosestimulanzien und
Nekroptoseinhibitoren behandelt. Hierflir wurden die Zellen zunachst mit dem Pan-Caspase-
Inhibitor zZVAD (50 uM) behandelt. Durch zZVAD wurde die Einleitung der Apoptose blockiert
(42). Nach zwei Stunden Inkubation wurden die Zellen zuséatzlich mit den
Nekroptosestimulanzien TNFa (25 ng/ml) und dem SMAC-Mimetik BV6 (0,6 pM) fur 48
Stunden inkubiert (43). Als Nekroptoseinhibitoren wurden Necrostatin-1 (Nec-1, 20 uM) und
Necrosulfonamid (NSA, 2 uM) eingesetzt (10). Im Anschluss wurde eine Kristallviolettfarbung
durchgefihrt.

3.1.5 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER)

Bei der transepithelialen bzw. transendothelialen elektrischen Widerstandsmessung (TEER)
handelt es sich um eine quantitative Methode zur Bestimmung der Tight Junction Dynamik in
Monolayern von Zellen in der Zellkultur. Diese Messungen wurden durchgefuhrt, um den
funktionellen Zusammenhang zwischen MLKL und der Dichte von Tight Junctions zu
untersuchen. Hierfir wurden die Zellen in sogenannte Transwells mit einer Membran
(Artikelnummer: CLS3401, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) mit einer Porengré3e von
0,4 ym in einer 12-Well Platte ausgesat. Die 12-Well Platte enthielt hierbei 1,5 ml Medium und
das Transwell 0,5 ml Medium. Pro Transwell wurden 110.000 Zellen der Zelllinie MCF7 wt und
150.000 Zellen der Zelllinie CaCo2 wt ausgesat. Zuvor wurde in Versuchen die optimale
Zellzahl fir einen konfluenten Zellteppich ermittelt. Die Zellen wurden unter
Standardbedingungen kultiviert. Das Medium wurde taglich gewechselt. Die TEER-

Messungen erfolgten an den Tagen 8, 10, 12 und 14 nach Aussaat.
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Die Messung des Widerstands im Zellteppich wurde mittels Voltohmmeter tber eine Elektrode
ermittelt, wie in Abbildung 7 dargestellt. Hierfir wurden jeweils drei Messungen pro Transwell
durchgefuhrt und gemittelt. Der TEER-Wert gilt dabei als MessgroRe fur die Dichte der
zellularen Barriere. Der Widerstand eines leeren Transwells diente als Nullwert. An den Tagen
der TEER-Messung wurden anschlieRend die gemessenen Transwells aus der Versuchsreihe
entnommen und mit Kristallviolett eingefarbt. Somit konnte die Aussagekraft des Messwerts
kontrolliert werden, indem sichergestellt wurde, dass ein gleichmaliges und dichtes

Zellwachstum vorliegt.

STX-Elektrode

Voltohmmeter 1

apikal

< Transwell-Insert

/ Obere Kammer

I : / Zellmonolayer
- - - 3 Membran

<«— 1 Untere Kammer

basal

Abbildung 7: Schematischer Aufbau einer TEER-Messung, modifiziert nach (44).

3.1.6 Kristallviolettfarbung

Bei der Kristallviolettfarbung nach Gillies handelt es sich um ein quantitaves Verfahren zur
Zellzahlbestimmung mittels spektralphotometrischen Nachweises (45). In dieser Arbeit wurde
die Kristallviolettfarbung zum Ermitteln der Zellviabilitdt im Cytotoxassay verwendet und um

die Dichte des Zellteppichs in Anschluss an die TEER-Messungen zu kontrollieren.

Bei der Ermittlung der Zellviabilitadt wurde eine definierte Zellzahl in 100 ul/Well in eine 96-Well
Platte ausgesat. Nach 24 Stunden Inkubation unter Standardbedingungen wurden die Zellen
mit den jeweiligen Substanzen des Cytotoxassays behandelt. Nach dieser Zeit wurde das
Medium entfernt und die Zellen mit PBS (mit Mg®*/Ca*") gewaschen. Dies wurde ebenfalls
entfernt und anschlieRend wurden die Zellen mit einem Methanol-Ethanol-Losung (2:1) mit
100 pl/Well fixiert. Nach 15 min wurde das Methanol-Ethanol-Lésung (2:1) wieder entfernt und

die Zellen nochmal mit PBS (mit Mg?*/Ca?*) gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Farbung
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mit einer verdinnten Kristallviolettldsung (0,1 %) flr 30 min unter konstanter Bewegung. Der

Farbstoff bindet sich an die negativ geladenen Gruppen von Proteinen und der DNA.

Nach Ablauf der Zeit wurde das Uberschuissige Kristallviolett verworfen und die Platten mit
vollentsalztem Wasser abgesplilt, somit verblieben nur die vital gefarbten Zellen in den Platten.
Diese Platten wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Danach wurden die Wells
mit je 100 pl/Well 33 %iger Essigsaure fir 30 min unter konstanter Bewegung inkubiert.
AbschlieRend wurde die Absorption mit einer Wellenlange von 550 nm in einem

Spektralphotometer gemessen.

Bei der Kontrolle der Dichte des Zellteppichs nach der TEER-Messung erfolgte lediglich eine
Farbung der Transwells nach oben beschriebenem Vorgehen. Die Integritat des Zellteppichs

in den Transwelleinsatzen wurde anschlieRend unter dem Mikroskop beurteilt.

3.1.7 Herstellung von Gesamtzelllysaten

Bei der Herstellung von Gesamtzelllysaten werden Zellen biochemisch aufgeschlossen,
wodurch man an die intrazellularen Biomolekule gelangt, welche fur analytische und
praaparative Zwecke genutzt werden koénnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden

Gesamtzelllysate fur die Durchfihrung von Immunoblot-Analysen verwendet.

Die zu untersuchenden Zellen wurden zundchst in 6 cm bzw. 6-Well Zellkulturschalen
ausgesat. Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten auf Eis, um einen hohen Zellaufschluss
erreichen zu kénnen. Das Medium wurde abgesaugt und Zellen wurden mit PBS gewaschen
und erneut abgesaugt. Anschlief’end wurde 50 - 100 ul Lysepuffer auf die Zellkulturschalen
gegeben und die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers von der Platte abgelost. Der
Lysepuffer enthielt Protease- und Phosphataseinhibitoren, welche eine Degradation
verhindern sollten. Die Zellen wurden in ein Reaktionsgefal® gegeben und fur 15 min auf Eis
gestellt. Nach dieser Zeit wurden die Zellen in dem Reaktionsgefaf’ fir 20 min bei 4 °C und
12.700 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abpipettiert, in ein neues
Reaktionsgefaly uberfuhrt und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Das

Zellsediment wurde verworfen.
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3.2 Biochemische und molekularbiologische Methoden

3.2.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Um eine Vergleichbarkeit zwischen den Zelllysaten zu gewahrleisten, missen die Proben mit
einer gleichen Proteinmenge auf das Gel aufgetragen werden. Daflr wurde mittels der
Bradford-Methode die Proteinkonzentration der Zelllysate bestimmt. Die Bradford-Methode ist
eine photometrische Untersuchung zur quantitativen Bestimmung des Gesamtproteins. Der
Nachweis beruht auf einer Komplexbildung zwischen dem verwendeten Farbstoff
Coomassie® Brillantblau G-250 und dem vorliegenden Protein, wodurch eine Anderung des

Absorptionsmaximums von 465 nm auf 595 nm hervorgerufen wird.

Fir die Testung wurden 2 pl des Zelllysats mit 798 yl ddH-O und 200 ul Bradfordfarbreagenz
vermischt. AnschlieBend wurden 200 pl dieser Proben in 96-Well Platten pipettiert und

spektrophotometrisch bei einer Welllange von 595 nm gemessen.

Als Eichkurve zur Referenz dienten Proben mit einer festen vorbestimmten
Proteinkonzentration. Hierfur wurden Proben aus Rinderserum-Albumin (BSA) verwendet mit
den Konzentrationen von 0, 1, 5, 10 und 15 ug/ul BSA. Anhand dieser Proben wurde eine
Standardgerade erstellt und der Proteingehalt der unbekannten Proben Uber diese Gerade
ermittelt. Mit Hilfe der Verwendung von Protein-Probenpuffer (6 x) und Lysepuffer wurde die
Proteinkonzentration auf 30 ug/20 pl eingestellt. AnschlieRend wurden die Proben fir 5 min
bei 95 °C erhitzt und daraufhin bei -20° C gelagert oder direkt im Anschluss fir die weiteren

Versuche verwendet.

3.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Methode zum Auftrennen
von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld. Das Trennmedium besteht
aus zwei Gelen auf Polyacrylamidbasis, und zwar aus einem Sammelgel (pH 6,8) und einem
Trenngel (pH 8,8). Durch Anlegen der elektrischen Spannung wandern die Proteine abhangig
von ihrem Molekulargewicht durch das Gel. Das Sammelgel fuhrt dazu, dass die Proben
zeitgleich in das Trenngel eintreten. Die verwendete Acrylamidkonzentration im Gel sorgt fur
die GittergréRe. Wenn Proteine mit einem geringen Molekulargewicht detektiert werden sollen,
empfiehlt sich eine héhere Acrylamidkonzentration und andersherum. Im Rahmen dieser

Arbeit wurden 10 %ige Polyacrylamidgele eingesetzt.

Bei der Herstellung der SDS-Polyacrylamidgelen wurde zuerst das Trenngel in die
entsprechende Vorrichtung gegossen und mit Isopronanol umschlossen. So entstand eine

gerade Grenze und die Polymerisation konnte ohne Lufteinschliisse erfolgen. Nach der
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Polymeriserung wurde das Isopronanol entfernt und das 5 %ige Sammelgel eingefiillt. In diese
wurden aulerdem die Probenkamme eingesetzt. Durch die Probenkdamme entstanden die
Aussparungen im Sammelgel, in welche spater die Proben befillt wurden. War die
Polymerisation vollstandig abgeschlossen, konnte der Probenkamm entfernt werden. Das Gel
wurde mit VE-Wasser gespult und in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Nachdem die
Elektrophoresekammer mit Laufpuffer beflllt wurde, kénnten die Proben in die Taschen des
Gels pipettiert werden. Als ProteingréRenmarker, welche ebenfalls in eine Tasche beladen

wurde, wurde der PageRuler™ Prestained Protein Ladder verwendet.

Die Elektrophorese erfolgte im Anschluss in 1x SDS-Laufpuffer bei einer konstanten Spannung

von 120 V fir ca. 90 min.

3.2.3 Western-Transfer

Durch den Western-Transfer konnen die durch die Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine
von dem Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran ubertragen werden. Diese
Ubertragung erfolgt im elektrischen Feld. Hierbei werden die Proteine nach der exakten
Aufteilung im Trenngel transferiert. In dieser Arbeit wurden die Proteine mittels Semi-Dry-Blot-
Verfahren auf die Nitrozellulosemembran Gbertragen. Dazu wurden zur Vorbereitung pro Gel
sechs Lagen Whatman-Papier, die Nitrozellulosemembran und das Gel in einem Semi-Dry-
Blot-Puffer gegeben. Anschlie®Bend wurden drei Schichten Whatman-Papier, die
Nitrozellulosemembran, das Trenngel und erneut drei Schichten Whatman-Papier
luftblasenfrei zwischen zwei Plattenelektroden in das Trans Blot® TurboTM Blotting System
von BioRad eingespannt. Der Transfer erfolgte fiir 30 min bei einer konstanten Spannung von

25 V und einer Stromstarke von ca. 300 mA pro Gel.

3.2.4 Immunoblot-Analyse

Nach dem Western-Transfer konnte die Proteintbertragung mittels reversibler Farbung durch
den Farbstoff Ponceau S kontrolliert werden. Der Farbstoff lasst die Proteinbanden durch
Anfarbung der Aminogruppen sichtbar werden. Ponceau S konnte im Anschluss mit Wasser

wieder ausgewaschen werden.

Die Detektion der Proteine erfolgte indirekt Uber spezifische Antikdrper. Unspezifische
Antikorperbindestellen auf der Nitrozellulosemembran wurden hierfir zunachst in 5 %iger
Milch in TBST fir eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert. Danach wurde die Membran
mehrfach in TBST gewaschen und tUber Nacht bei 4 °C in der Primarantikérperlésung inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal fur 10 min erneut mit TBST gewaschen.
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AnschlieBend wurde die Membran mit dem Sekundarantikorper fir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert und erneut dreimal fir 10 min mit TBST gewaschen. Da der
Sekundarantikérper an eine Peroxidase gekoppelt ist, kann dieser mittels einer
Chemilumineszenzreaktion durch einen Chemilumineszenz-Detektor erkannt werden. Fur
diese Detektion wurde entweder die selbst hergestellte Coumarinsdure-Luminol-H20,-Lésung

(ECL) oder das sensitivere WesternBright™Sirius™ Detection Kit verwendet.

Zur qualifizierten Beurteilung der Ergebnisse wurden ebenfalls Ladekontrollen detektiert. Als
Ladekontrollen wurden Proteine verwendet, die in den zu untersuchenden Zellen ein hohes
Expressionsniveau aufweisen. Dabei ist es wichtig, dass die Ladekontrollen ein anderes
Molekulargewicht haben als das zu untersuchende Protein. In dieser Arbeit wurde GAPDH als

Ladekontrolle verwendet.

3.2.5 Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenzfarbung diente in dieser Arbeit zur Visualisierung der Lokalisation von
den Proteinen pMLKL und Occludin in verschiedenen Zelllinien unter verschiedenen
Versuchbedingungen. Hierfir wurden immunfluoreszenzmakierte Antikérper verwendet.
Zunachst wurden die Zellen in mit 10 mm gro3en Coverslips bestlickten 12-Well Platten
ausgesat. Um die Zellen zu fixieren, wurde das Medium nach der Kultivierung und
Durchfiihrung der jeweilen fir den Versuch notwendigen Behandlung abgesaugt und die Wells
mit 500 yl PBS gewaschen. Anschliel3end wurden die Zellen mit 3,7 %iger Formaldehydldsung
fr 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und erneut dreimal fir 5 min mit PBS gewaschen. Zu
der Blockierung unspezifischer Bindungszellen, wurden die Zellen fur 30 min bei 37 °C mit je
1 ml Blockinglésung inkubiert. Anschliefend wurde der Primarantikérper in Blockingslésung
verdunnt. 50 ul der Primarantikdrperlésung wurden auf eine saubere und glatte Unterlage
vorgelegt. Der Coverslip wurde mit Hilfe einer Pinzette aus der 12-Well Platte entnommen, mit
der mit Zellen bedeckten Seite in die Primarantikdrperlésung gelegt und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Mittels einer Waschlésung wurden im Anschluss die Coverslips
sorgfaltig gewaschen. Daraufhin erfolgte die lichtgeschitzte Inkubation mit den
Sekundarantikérperlésung und dem Kernfarbstoff DAPI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA,
D9542, 1:100) fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach erfolgter Inkubation wurden die
Coverslips erneut mit der Waschlésung gewaschen und somit von Antikdrperresten befreit. Mit
10 pl Mowiol wurden die fertig gefarbten Coverslips lichtgeschitzt auf Objekttragern fixiert und
Uber Nacht bei 4 °C getrocknet. Die Aufnahmen der Immunfluoreszenzbilder erfolgte an dem

Konfokalmikroskop Leica SP8.
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3.2.6 Statistik

Zur statistischen Auswertung der erhobenen Daten wurde ein zweiseitig gepaarter t-Test

durchgefihrt. Es wurden p-Werte mit p < 0.05 als signifikant betrachtet.

Tabelle 38: p-Wert

Symbol p-Wert
* <0,05
* < 0,01
i < 0,001
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der membranaren Co-Lokalisation von pMLKL und

Occludin in verschiedenen Tumorzelllinien

4.1.1 Untersuchung der Lokalisation des Nekroptose-assoziierten Proteins pMLKL
und des Tight Junction-assoziierten Proteins Occludin in RIP3-positiven und

RIP3-negativen Zelllinien

In vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe Roth konnte eine membranare Lokalisation
von pMLKL sowohl unabhangig von einem Nekroptose-Stimulus als auch von dem RIP3-
Expressionsstatus in der Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 festgestellt werden. Zudem konnte
eine Co-Lokalisation von pMLKL und Occludin, einem zentralen Bestandteil der Tight

Junctions, beobachtet werden (3).

Diese Beobachtung sollte in dieser Arbeit initial bestatigt werden. Dazu wurden Co-Farbungen
mit pMLKL und  Occludin  durchgefihrt und diese mittels  konfokaler
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Hierbei konnte eine Co-Lokalisation von MLKL und

Occludin in den apikalen Membranbereichen (Ebene 1-4) bestéatigt werden (Abbildung 8,9).

L40W
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Abbildung 8: Immunfluoreszenzférbung von pMLKL und Occludin in der Zelllinie MCF7

Die Immunfluoreszenzfdarbung wurde mit einem anti-pMLKL Antikérper (griin) und einem anti-Occludin
Antikérper (rot) durchgefiihrt. Die Kernfdrbung erfolgte mittels DAPI (blau). Es wurden jeweils 8 Bilder
entlang der Z-Achse aufgenommen. Gezeigt sind die einzelnen Farbkanéle einer représentativen Ebene
entlang der Z-Achse, sowie die Uberlagerung dieser (Merge). Die Farbungen wurden in Triplikaten
durchgefiihrt, die Auswertung der Bilder erfolgte am Konfokalmikroskop und es wurden reprédsentative

Bilder ausgewéhit. Der Mal3stab entspricht 25 um.
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Abbildung 9: Immunfluoreszenzfdrbung von pMLKL und Occludin in der RIP3-negativen Zelllinie
MCF7.

Die Immunfluoreszenzfdarbung wurde mit einem anti-pMLKL Antikérper (griin) und einem anti-Occludin
Antikérper (rot) durchgefiihrt. Die Kernfdrbung erfolgte mittels DAPI (blau). Gezeigt sind die einzelnen
Farbkanéle, sowie die Uberlagerung dieser (Merge). Jeder Bildausschnitt wurde aus 6 Bildern entlang
der Z-Achse aufgenommen und hier ist die Uberlagerung der einzelnen Ebenen dargestellt (Z1-Z6). Die
Férbungen wurden in Triplikaten durchgefiihrt, die Auswertung der Bilder erfolgte am

Konfokalmikroskop und es wurden représentative Bilder ausgewdhlt. Der Mal3stab entspricht 25 um.

Zur weiteren funktionellen Analyse der Co-Lokalisation sollten in einem nachsten Schritt
weitere Zelllinien identifiziert werden, in denen diese Co-Lokalisation unabhangig von einem
Nekroptose-Stimulus auftritt. Um gleichzeitig den potenziellen Einfluss der RIP3-Expression
auf die pMLKL-Lokalisation zu untersuchen, wurden sowohl RIP3-positive als auch -negative
Zelllinien ausgewahlt. Zu den in dieser Arbeit verwendeten RIP3-positiven Zelllinien zahlten
HT29, SK-BR3, T47D (2) und zu den RIP3-negativen Zelllinien zahlten CaCo2, DU-145, Huh7,
MCF7 und PC3 (2,41). Hierfir wurden ebenfalls Immunfluoreszenzfarbungen mit Antikbrpern

gegen pMLKL und Occludin durchgefiihrt und diese mittels konfokaler Mikroskopie analysiert.

In den Zelllinien MCF7 und CaCo2, welche beide kein RIP3 exprimieren, konnte sowohl
pMLKL als auch Occludin retikular an den Zellmembranen nachgewiesen werden (Abbildung
8, 9, 10). Zudem lasst sich eine Co-Lokalisation der beiden Proteine in den beiden Zelllinien
erkennen (Abbildung 9,10). In den Zelllinien HT29, SK-BR3 und T47D, welche RIP3
exprimieren (2), lie sich keine pMLKL- und Occludin-Positivitdt an der Zellmembran
detektieren (Abbildung 11). Auch in den Zelllinien DU-145, Huh7 und PC3, welche kein RIP3
exprimieren (2), lie® sich weder eine pMLKL-, noch eine Occludin-Positivitdt an der

Zellmembran feststellen (Abbildung 12).
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Abbildung 10: Analyse der Lokalisation von pMLKL und Occludin in der Zelllinie CaCo2.

Die Immunfluoreszenzfdrbung wurde mit einem anti-pMLKL Antikérper (griin) und einem anti-Occludin
Antikérper (rot) durchgefiihrt. Die Kernfdrbung erfolgte mittels DAPI (blau). Es wurden jeweils 8 Bilder
entlang der Z-Achse aufgenommen. Gezeigt sind die einzelnen Farbkanéle einer représentativen Ebene

entlang der Z-Achse, sowie die Uberlagerung dieser (Merge). Die Férbungen wurden in Triplikaten
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durchgefiihrt, die Auswertung der Bilder erfolgte am Konfokalmikroskop und es wurden représentative

Bilder ausgewéhit. Der Mal3stab entspricht 25 um.
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Abbildung 11: Immunfluoreszenzférbung von pMLKL und Occludin in den RIP3-positiven Zelllinien
HT29, SK-BR3 und T47D.

Die Immunfiluoreszenzfdrbung wurde mit einem anti-pMLKL Antikérper (griin) und einem anti-Occludin
Antikérper (rot) durchgefiihrt. Die Kernfdrbung erfolgte mittels DAPI (blau). Es wurden jeweils 8 Bilder
entlang der Z-Achse aufgenommen. Gezeigt sind die einzelnen Farbkanéle einer représentativen Ebene
entlang der Z-Achse, sowie die Uberlagerung dieser (Merge). Die Farbungen wurden in Triplikaten
durchgefiihrt, die Auswertung der Bilder erfolgte am Konfokalmikroskop und es wurden représentative

Bilder ausgewéhit. Der Mal3stab entspricht 25 um.
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Abbildung 12: Immunfluoreszenzfdrbung von pMLKL und Occludin in den RIP3-negativen Zelllinien
DU-145, Huh7 und PC3.

Die Immunfluoreszenzfdarbung wurde mit einem anti-pMLKL Antikérper (griin) und einem anti-Occludin
Antikérper (rot) durchgefiihrt. Die Kernfdrbung erfolgte mittels DAPI (blau). Es wurden jeweils 8 Bilder
entlang der Z-Achse aufgenommen. Gezeigt sind die einzelnen Farbkanéle einer représentativen Ebene
entlang der Z-Achse, sowie die Uberlagerung dieser (Merge). Die Férbungen wurden in Triplikaten
durchgefiihrt, die Auswertung der Bilder erfolgte am Konfokalmikroskop und es wurden représentative

Bilder ausgewéhit. Der Mal3stab entspricht 25 um.

Da in der RIP3-negativen Zelllinie CaCo2 eine deutliche membranare Co-Lokalisation von
pMLKL und Occludin beobachtet werden konnte, wurden diese Zellen im Anschluss nochmals
konfokalmikroskopisch untersucht und die Lokalisation der beiden Proteine entlang der Z-
Achse analysiert. In der Betrachtung entlang der Z-Achse zeigte sich eine apikale Lokalisation
von pMLKL und Occludin passend zu der apikalen Lokalisation von Tight Junctions (Abbildung
13).
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Abbildung 13: Immunfiluoreszenzfarbung von pMLKL und Occludin in der RIP3-negativen Zelllinie
CaCo2.
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Die Immunfluoreszenzfdarbung wurde mit einem anti-pMLKL Antikérper (griin) und einem anti-Occludin
Antikérper (rot) durchgefiihrt. Die Kernfdrbung erfolgte mittels DAPI (blau). Gezeigt sind die einzelnen
Farbkanéle entlang der Z-Achse, sowie die Uberlagerung dieser (Merge). Es wurden jeweils 16 Bilder
entlang der Z-Achse aufgenommen. Die Farbungen wurden in Triplikaten durchgefiihrt, die Auswertung
der Bilder erfolgte am Konfokalmikroskop und es wurden reprdsentative Bilder ausgewéhlt. Der
Malstab entspricht 25 um.
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4.1.2 Untersuchung der Lokalisation von pMLKL und Occludin in Abhédngigkeit von
RIP3

Als nachstes wurde in MCF7 Zelllinien untersucht, ob die Expression von RIP3 bzw. ein
Nekroptose-Stimulus eine Auswirkung auf die Lokalisation von pMLKL und Occludin haben.
Dazu wurde eine mit dem Uberexpressionsplasmid pcDNA-RIP3 stabil transfizierte MCF7-
Zelllinie (MCF7 RIP3#6) verwendet. Als Kontrolle dienten stabil mit dem Leervektor pcDNA3
transfizierte MCF-Zellen (MCF7 neo) (3). Zundchst wurde der Einfluss eines
Nekroptosestimulus auf die Expression von RIP3 und pMLKL mittels Immunoblot-Analyse in
MCF7 RIP3#6-Zellen Uberpruft (Abbildung 14). Hier zeigte sich sowohl ohne als auch mit
Nekroptose-Stimulus eine stabile RIP3-Expression sowie die leichte Zunahme der pMLKL

Expression unter Nekroptosestimulus (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Analyse der pMLKL und RIP3 -Expression in den stabil transfizierten Zellen MCF7
RIP3#6.

Die Abbildungen zeigen eine reprdsentative qualitative Immunoblot-Analyse nach stabiler Transfektion
mit pcDNA-RIP3. Die Ansétze wurden aul3erdem mit dem Nekroptose-Stimulus zVAD (50 uM) fiir 2
Stunden und anschlie3end mit einer Kombination aus BV6 (0,6 uM) und TNF-a (25 ng/ml) fiir 3 Stunden
inkubiert. Die Zellen wurden im Anschluss an den Stimulus lysiert. Es wurden 30 ug Protein-Lysat auf

einem 10 %igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. GAPDH diente als Ladekontrolle.

AnschlieRend wurde die Lokalisation von pMLKL und Occludin in Abhangigkeit der RIP3-
Expression mittels Immunfluoreszenz-Analysen genauer untersucht. Die alleinige
Uberexpression von RIP3 ohne einen Nekroptose-Stimulus verénderte nichts an der
Lokalisation von pMLKL oder Occludin in den MCF7-Zellen (Abbildung 15).

Um zusatzlich die Rolle von phosphorylietem und damit aktiven RIP3 in diesem
Zusammenhang zu untersuchen, wurden die Zellen einem Nekroptose-Stimulus ausgesetzt.
Hierzu wurden beide Zelllinien mit zVAD, BV6 und TNFa behandelt. Mittels
Konfokalmikroskopie konnte im Anschluss an die Farbung mit einem pMLKL- und einem
Occludin-Antikorper die beiden Proteine in Abhangigkeit der RIP3-Expression und des

Nekroptose-Stimulus analysiert werden.
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In der mit dem RIP3- Uberexpressionsplasmid transfizierten MCF7-Zelllinie zeigte sich unter
dem Nekroptose-Stimulus das morphologisch charakteristische Herauslésen einzelner Zellen
aus dem Zellverbund. In diesen abgekugelten Zellen konnte keine membranare Co-
Lokalisation von pMLKL und Occludin detektiert werden. Im Gegensatz dazu konnte in den
adharenten Zellen weiterhin eine membranare Lokalisation von pMLKL und Occludin
beobachtet werden (Abbildung 15).

In den Zellen, welche den Leervektor enthielten, konnte auf Grund der fehlenden RIP3-
Expression nach Nekroptose-Stimulus kein Herauslésen von Zellen aus dem Zellverbund
erzielt werden. Hier zeigten sich pMLKL und Occludin weiterhin membranar und in einer Co-
Lokalisation (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Co-Lokalisationsanalyse von pMLKL und Occludin in den Zelllinien MCF7 neo und
MCF7 RIP3#6 ohne und mit Nekroptose-Stimulus.

Die Ansétze wurden mit dem Nekroptose-Stimulus zVVAD (50 uM) fiir 2 Stunden und anschlieBend mit
einer Kombination aus BV6 (0,6 uM) und TNF-a (25 ng/ml) fiir weitere 3 Stunden inkubiert. Die
Immunfluoreszenzférbung wurde mit einem anti-pMLKL Antikérper (griin) und einem anti-Occludin
Antikérper (rot) durchgefiihrt. Die Kernfdrbung erfolgte mittels DAPI (blau). Es wurden jeweils 8 Bilder
entlang der Z-Achse aufgenommen. Gezeigt sind die einzelnen Farbkanéle einer représentativen Ebene
entlang der Z-Achse, sowie die Uberlagerung dieser (Merge). Die Farbungen wurden in Triplikaten
durchgefiihrt, die Auswertung der Bilder erfolgte am Konfokalmikroskop und es wurden représentative

Bilder ausgewéhit. Der Mal3stab entspricht 25 um.

4.2 Analyse des Zusammenhangs der endogenen Expression von
PMLKL und Occludin

In Anbetracht der Co-Lokalisation von pMLKL und Occludin in den RIP3-negativen Zelllinien
MCF7 und CaCo2 stellte sich die Frage, ob es einen funktionellen Zusammenhang zwischen
diesen beiden Proteinen gibt. Hierfir wurde zunachst der Zusammenhang der endogenen

Expression von MLKL bzw. pMLKL und Occludin in Abhangigkeit voneinander untersucht.

4.21 Analyse der endogenen Expression von Occludin in Abhdngigkeit von MLKL

sowie eines Nekroptose-Stimulus

Zur Analyse der Occludin-Expression in Abhangigkeit von MLKL wurden die Zelllinien MCF7
und CaCo2 sowie die stabil transfizierten Zelllinien MCF7 neo und MCF7 RIP3#6 verwendet.
Zur Modulation der MLKL-Expression wurden die Zelllinien mit zwei MLKL-spezifischen
siRNAs (siRNA MLKL#1, siRNA MLKL#3), sowie eine Kontroll-siRNA (scram) transfiziert. Um
aullerdem die Auswirkungen eines Nekroptose-Stimulus auf die Occludin-Expression zu
untersuchen, wurden die Zellen 48 Stunden nach der Transfektion mit zZVAD, BV6 und TNFa

behandelt und anschlieRend eine Immunoblot-Analyse durchgefuhrt.

In allen untersuchten Zelllinien konnte eine deutliche Verminderung der MLKL-Expression
durch die siRNAs erzeugt werden. Des Weiteren konnte in allen Proben durch den
Nekroptose-Stimulus eine Phosphorylierung von RIP1 induziert werden (Abbildung 16,
Abbildung 17).

Bezlglich Occludin konnte in keiner Zelllinie eine konsistente Veranderung der endogenen
Expression durch die verminderte Expression von MLKL oder durch den Nekroptose-Stimulus
beobachtet werden (Abbildung 16, Abbildung 17).
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Abbildung 16: Analyse der Occludin-Expression nach Transfektion mit den MLKL-spezifischen siRNAs
#1 und #3 in MCF7 und CaCo2.

Die Abbildungen zeigen eine reprédsentative qualitative Immunoblot-Analyse nach siRNA-induzierter
Verminderung der Proteinlevel. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Die Zelllinien MCF7
und CaCo2 wurden mit 1 nM einer unspezifischen Kontroll-siRNA (scram) oder 1 nM einer spezifischen
SiRNA (si MLKL#1, si MLKL #3) transfiziert. Die Ansétze wurden 48 Stunden nach der Transfektion mit
dem Nekroptose-Stimulus zVAD (50 uM) fiir 2 Stunden und anschlieSend mit einer Kombination aus
BV6 (0,6 uM) und TNF-a (25 ng/mi) fiir 3 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen lysiert. Es
wurden 30 ug Protein-Lysat auf einem 10 %igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. GAPDH diente
als Ladekontrolle.
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Abbildung 17: Analyse der Occludin-Expression nach Transfektion mit der MLKL-spezifischen siRNA
#1 und #3 in MCF7 neo und MCF7 RIP3#6.

Die Abbildungen zeigen eine reprédsentative qualitative Immunoblot-Analyse nach siRNA-induzierter
Verminderung der Proteinlevel. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Die Zelllinien MCF7
neo und MCF7 RIP3#6 wurden mit 1 nM einer unspezifischen Kontroll-siRNA (scram) oder 1 nM einer
spezifischen siRNA (si MLKL#1, si MLKL #3) transfiziert. Die Ansétze wurden 48 Stunden nach der
Transfektion mit dem Nekroptose-Stimulus zVAD (50 uM) fiir 2 Stunden und anschlieBend mit einer
Kombination aus BV6 (0,6 uM) und TNF-a (25 ng/mi) fiir 3 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellen lysiert. Es wurden 30 ug Protein-Lysat auf einem 10 %igen SDS-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. GAPDH diente als Ladekontrolle.
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4.2.2 Analyse der endogenen Expression von MLKL und pMLKL in Abhédngigkeit von

Occludin sowie eines Nekroptose-Stimulus

Als nachstes wurde die Expression von MLKL und pMLKL in Abhangigkeit der Occludin-
Expression untersucht. Dazu wurde die Expression von Occludin in den Zelllinien MCF7,
CaCo2, sowie in den stabil transfizierten Zelllinien MCF7 neo und MCF7 RIP3#6 durch zwei
Occludin-spezifische siRNAs (siRNA OCLN#1, siRNA OCLN#2) reduziert und die Expression
von MLKL und pMLKL mittels Immunoblot analysiert. Als Kontrolle diente die unspezifische
siRNA (scram). Um ebenfalls die Auswirkungen eines Nekroptose-Stimulus auf die MLKL- und
pMLKL-Expression zu untersuchen, wurden die Zellen 48 Stunden nach der Transfektion mit
zVAD, BV6 und TNFa behandelt.

In allen untersuchten Zelllinien konnte eine deutliche Verminderung der Occludin-Expression
durch die Occludin-spezifische siRNA erzeugt werden. Des Weiteren konnte in den Proben
durch den Nekroptose-Stimulus eine Phosphorylierung von RIP1 induziert werden (Abbildung
18).

Bezuglich MLKL konnte in keiner Zelllinie eine konsistente Verdnderung der endogenen
Expression durch die verminderte Expression von Occludin oder durch den Nekroptose-
Stimulus beobachtet werden. Lediglich in den nekroptosesensitiven Zellen MCF7 RIP3#6
konnte eine erhohte Phosphorylierung von MLKL nach dem entsprechenden Nekroptose-
Stimulus nachgewiesen werden. Auch hier konnten keine Unterschiede in Abhangigkeit der
Occludin-Expression beobachtet werden (Abbildung 18, Abbildung 19).
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siRNA siRNA siRNA siRNA
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Abbildung 18: Analyse der MLKL- und pMLKL-Expression nach Transfektion mit den Occludin-
spezifischen siRNAs #1 und #2 in MCF7 und CaCo2.

Die Abbildungen zeigen eine reprédsentative qualitative Immunoblot-Analyse nach siRNA-induzierter
Verminderung der Proteinlevel. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Die Zelllinien MCF7
und CaCo2 wurden mit 1 nM einer unspezifischen Kontroll-siRNA (scram) oder 1 nM einer spezifischen
SiRNA (si OCLN #1, si OCLN #2) transfiziert. Die Ansétze wurden 48 Stunden nach der Transfektion
mit dem Nekroptose-Stimulus zVAD (50 uM) fiir 2 Stunden und anschlieBend mit einer Kombination aus
BV6 (0,6 uM) und TNF-a (25 ng/ml) fiir 3 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen lysiert. Es
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wurden 30 ug Protein-Lysat auf einem 10 %igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. GAPDH diente
als Ladekontrolle.

OCLN OCLN OCLN OCLN
siRNA  siRNA siRNA siRNA
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- + . + - + Z-VAD + BV-6 + TNF-a - + . + - + Z-VAD + BV-6 + TNF-a
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[ —— « | Occludin |—- -_— - | Occludin
[ —— ] pMLKL [ S —— ===  w==| pMLKL
I--—-| GAPDH I---—I GAPDH
MCF7 neo MCF7 RIP3#6

Abbildung 19: Analyse der MLKL- und pMLKL-Expression nach Transfektion mit der Occludin-
spezifischen siRNA #1 und #2 in MCF7 neo und MCF7 RIP3#6.

Die Abbildungen zeigen eine reprédsentative qualitative Immunoblot-Analyse nach siRNA-induzierter
Verminderung der Proteinlevel. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Die Zelllinien MCF7
neo und MCF7 RIP3#6 wurden mit 1 nM einer unspezifischen Kontroll-siRNA (scram) oder 1 nM einer
spezifischen siRNA (si OCLN #1, si OCLN #2) transfiziert. Die Ansétze wurden 48 Stunden nach der
Transfektion mit dem Nekroptose-Stimulus zVAD (50 uM) fiir 2 Stunden und anschlieBend mit einer
Kombination aus BV6 (0,6 uM) und TNF-a (25 ng/mi) fiir 3 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellen lysiert. Es wurden 30 ug Protein-Lysat auf einem 10 %igen SDS-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. GAPDH diente als Ladekontrolle.

4.3 Analyse der Lokalisation pMLKL und Occludin in Abhangigkeit

voneinander

In den vorangegangenen Experimenten konnte kein Zusammenhang zwischen den
endogenen Expressionsspiegeln von pMLKL und Occludin in der Immunoblot-Analyse
beobachtet werden. Daher wurde anschlie3end untersucht, ob eine verminderte Expression

von MLKL bzw. Occludin eine veranderte Lokalisation von Occludin bzw. pMLKL bedingt.

Hierflir wurde erneut die Expression von MLKL und von Occludin in der Zelllinien MCF7
reduziert. Dazu wurden die MLKL- und Occludin spezifischen siRNAs (siRNA MLKL#1 und
siRNA OCLN #1) verwendet. Als Kontrolle diente eine unspezifische siRNA (scram).
AnschlieRend wurden die Zelllinien mit den Antikérpern pMLKL und Occludin gefarbt und mit

Hilfe von Immunfluoreszenz im Konfokalmikroskop mikroskopiert (Abbildung 20).
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Mittels Konfokalmikroskopie konnte in den MCF7 scram Zellen eine retikulare, membranare
Lokalisation von sowohl pMLKL als auch Occludin beobachtet werden (Abbildung 20). In den
Zellen, die mit einer Occludin spezifischen siRNA behandelt wurden, ist lediglich bei einer stark
reduzierten Anzahl eine membranare Lokalisation von sowohl Occludin als auch pMLKL
feststellbar. Dies spricht fur eine deutliche Reduktion der membranaren Expression von
Occludin und pMLKL in einer Vielzahl der Zellen (Abbildung 20). Zudem konnte beobachtet
werden, dass sich pMLKL in diesen Zellen nur noch dort an den Membranen detektieren lief3,
an denen man auch eine minimale Occludin-Expression finden kann (Abbildung 20). Dieser
Effekt zeigt sich nach Transfektion mit einer MLKL-spezifischen siRNA nicht so deutlich
ausgepragt. Nach Transfektion der MLKL siRNA konnte immer noch in einer Vielzahl der

Zellen ein membranares Farbemuster mit dem pMLKL-Antikérper und Occludin-Antikorper

beobachtet werden, ahnlich wie es in den MCF7 scram Zellen zu sehen war.

DAPI pMLKL Occludin Merge

DAPI pMLKL Occludin Merge

SNINWRS 8UYo L# NTO0 40N SNINWIRS dUYo LEFTMTN L4ON  sSninwiis suyo wesds /40N

DAPI pMLKL Occludin Merge

Abbildung 20: Immunfluoreszenzféarbung von pMLKL und Occludin in den Zelllinien MCF7 nach
Behandlung mit MLKL siRNA #1 und Occludin siRNA #1 und anschlieBendem Nekroptose-Stimulus.

Die Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Die Zelllinie MCF7 wurde mit 1 nM einer
unspezifischen Kontroll-siRNA (scram) oder 1 nM einer spezifischen siRNA (si MLKL#1, si OCLN #1)
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transfiziert. Die Immunfluoreszenzfdrbung wurde mit einem anti-pMLKL Antikérper (griin) und einem
anti-Occludin Antikérper (rot) durchgefiihrt. Die Kernférbung erfolgte mittels DAPI (blau). Es wurden
jeweils 8 Bilder entlang der Z-Achse aufgenommen. Gezeigt sind die einzelnen Farbkanéle einer
représentativen Ebene entlang der Z-Achse, sowie die Uberlagerung dieser (Merge). Die Férbungen
wurden in Triplikaten durchgefiihrt, die Auswertung der Bilder erfolgte am Konfokalmikroskop und es

wurden reprasentative Bilder ausgewéhlt. Der Mal3stab entspricht 25 um.

4.4 Analyse des funktionellen Zusammenhangs zwischen pMLKL und

Occludin

4.41 Analyse der Beeinflussung der Nekroptose durch Occludin

Aufgrund der festgestellten Co-Lokalisation von Occludin und dem Nekroptose-assoziiertem
pMLKL stellte sich die Frage, ob beide Proteine sich funktionell beeinflussen kénnten. Es
wurde daher untersucht, ob die Expression von Occludin einen Einfluss auf die Nekroptose
haben kénnte. Hierfiir wurde die Nekroptose-Sensitivitat der RIP3-Uberexpressionsklone MCF
7 RIP3#6 mittels eines Zytotoxassays analysiert. Als Kontrollen dienten die Nekroptose-
resistenten MCF7 neo Zellen. Zur Untersuchung des Einflusses von Occludin auf die
Nekroptose wurde dessen Expression mittels Occludin-spezifischer siRNA (siRNA OCLN#1
und siRNA OCLN#2) vermindert. Als Kontrolle diente eine unspezifische siRNA (scram).
Sowohl in der Zellinie MCF7 neo als auch in MCF7 RIP3#6 konnte eine deutliche
Verminderung der Occludin-Expression mittels Transfektion der siRNAs erzeugt werden
(Abbildung 17).

Sowohl in den MCF7 neo als auch in den MCF7#RIP3 Zelllinien konnten nach der alleinigen
Behandlung mit den Stimuli TNFa sowie der Kombination aus TNFa und dem SMAC-
Mimetikum BV6 eine deutliche Verminderung in der Zellviabilitait beobachtet werden.
Bezlglich der Nekroptose-Sensitivitat zeigte sich in der Zelllinie MCF7 RIP3#6 nach dem
Nekroptose-Stimulus bestehend aus TNFa, BV6 und zVAD eine deutliche Verminderung der
Viabilitat im Vergleich zur MCF7 neo Kontrolle. Dieser Effekt konnte durch die gleichzeitige
Behandlung mit den Nekroptose-Inhibitoren Necrostatin-1 und Necrosulfonamid in MCF7

RIP3#6-Zellen wieder abgehoben werden.

Beziiglich des Einflusses der Occludin-Expression auf das zellulare Uberleben, zeigte sich in
der Zelllinie MCF7 neo ein deutlicher und signifikanter Unterschied in der Zelltod-Sensitivitat
bei der alleinigen Behandlung mit BV6 in der Zelllinie MCF 7 neo siRNA OCLN#2 im Vergleich
zur scram-Kontrolle. AulRerdem konnte nach Behandlung mit zZVAD, BV6, TNFa und NSA ein
marginaler, allerdings signifikanter Unterschied in der Nekroptose-Sensitivitat in der Zelllinie
MCF7 neo siRNA OCLN#1 im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Allerdings lieRen
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sich diese Effekte mit der jeweiligen anderen siRNA (siRNA OCLN#2) nicht reproduzieren
(Abbildung 21).

In der Zelllinie MCF7 RIP3#6 zeigte sich nur bei der Behandlung mit zZVAD, BV6 und TNFa ein
marginaler, allerdings signifikanter Unterschied in der Nekroptose-Sensitivitat in der Zelllinie
MCF7 RIP3#6, die mit der sSiRNA OCLN#1 behandelt wurde. Auch dieser Effekt konnten mit
der anderen siRNA (siRNA OCLN#2) nicht reproduziert werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Cytotoxassay in MCF7 neo und MCF7 RIP3#6 pMLKL-Expression nach Transfektion
mit Occludin siRNA #1 und #2.
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Die Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Die Zelllinien MCF7 neo und MCF7 RIP3#6 wurden
mit 1 nM einer unspezifischen Kontroll-siRNA (scram) oder 1 nM einer spezifischen siRNA (si OCLN
#1, si OCLN #2) transfiziert. Die Ansétze wurden aulRerdem mit den jeweiligen Substanzen behandelt
(zVAD 50 uM, BV6 0,6 uM, TNF-a 25 ng/m, NSA 2 uM und Necrostatin-1 20 uM). Zunédchst wurden die
Zellen fiir 2 Stunden mit zVAD inkubiert, anschlieBend wurden die Zellen entsprechend der Abbildung
mit den jeweiligen anderen Substanzen fiir 48 Stunden inkubiert. Die Uberlebensrate wurde mittels einer
Kristallviolettfarbung ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhdngigen Experimenten,

deren Signifikanz mittels gepaartem t-Test berechnet wurde: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

4.4.2 Auswirkung der Transfektion mit MLKL und Occludin siRNA auf die Integritéat der
Tight Junctions

Da sich keine konsistenten signifikanten Auswirkungen einer modulierten Occludin-Expression
auf die Nekroptosesensitivitat zeigen lief3en, wurde anschlieRend untersucht, ob pMLKL bzw.
MLKL wiederum funktional im Zusammenhang mit Tight Junctions stehen konnten. Zur
Analyse der Integritat der Tight Junctions wurde daher der transepitheliale/transendotheliale
elektrische Widerstand (TEER) der Zell-Monolayer bestimmt. Um hierbei stabile Messwerte zu
erzielen, mussten mehrere Tage vergehen, bis sich eine konfluente Zellschicht ausbildete.
Daher wurde die Effizienz der siRNA-vermittelten Expressionsreduktion parallel tiber diesen
Zeitraum ermittelt. Um die Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen siRNAs zu
gewahrleisten, wurde im Anschluss an die TEER-Messungen mit Hilfe von

Kristallviolettfarbungen die Konfluenz der ausgesaten Zellen ermittelt.

Zunachst wurde initial ermittelt, welche Auswirkungen eine verminderte Occludin-Expression
auf die Integritat der Tight Junctions hat. Hierfur wurde die Occludin-Expression in MCF7- und
CaCo2-Zellen mittels siRNA vermindert. Der transepitheliale/transendotheliale elektrische
Widerstand wurde nach 8-12 Tagen nach der Transfektion gemessen, da sich in diesem
Zeitraum die Konfluenz der Monolayer stabil zeigte. Sowohl in der Zelllinie MCF7 als auch in
der Zelllinie CaCo2 vermindert sich der TEER-Wert in den mit der Occludin siRNA
transfizierten Zelllinien signifikant zu allen Zeitpunkten. Eine Veranderung der TEER-Werte

spricht daher fir einen Verlust der Tight Junction-Integritat (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Analyse der Tight Junction-Integritét in MCF7 und CaCoZ2 behandelt mit Occludin siRNA

#1 und #2.

54

TEER [Q*cm?]

TEER [Q*cm?]

TEER [Q*cm?]

TEER [Q*cm?]

Tag 10 MCF7
2000 *
*k
1500
1000
500 —— —
0 T T
scram OCLN si#1 OCLN si#2
Tag 14 MCF7
2000 - *
*
1500
1
1000
500
0 T T
scram OCLN si#1 OCLN si#2
Tag 10 CaCo2
1500 %
*okk
1000
——
500
0 1 1
scram OCLN si#1 OCLN si#2
Tag 14 CaCo2
*okok
1500
*okok
1000
——
——
500
0 T T
scram OCLN si#1 OCLN si#2



Ergebnisse

Analyse der Tight Junction-Dynamik mittels TEER-Messung in MCF7 und CaCo2 nach Behandlung mit
Occludin-spezifischer siRNA (1 nM si OCLN #1, 1 nM si OCLN #2) zu Verminderung der endogenen
Occludin-Expression. Die Einzelmessungen erfolgten (iber einen Zeitraum von 14 Tagen. Die Konfluenz
des Zelllayers wurde mittels Kristallviolettfdrbung kontrolliert. Als Kontrolle diente eine unspezifische
Kontroll-siRNA (1 nM scram). Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei
unabhéngigen Experimenten. Die Signifikanz wurde in einem zweiseitigen gepaartem t-Test bestimmt:
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Zur Analyse der Auswirkung einer verminderten MLKL-Expression auf die Integritat der Tight
Junctions wurde in den Zelllinien MCF7 und CaCo2 die MLKL-Expression mittels MLKL-
spezifischer siRNA (siRNA MLKL#1 und MLKL#3) vermindert. Als Kontrolle diente eine
unspezifische siRNA (scram). Im Gegensatz zu CaCo2-Zellen konnte in MCF7-Zellen die
Reduktion MLKL-Expression bis Tag 8 aufrechterhalten werden, so dass flir weitere Analysen
nur die MCF7-Zellen verwendet wurden (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Analyse der Stabilitét der siRNA-Transfektion mit MLKL siRNA #1 und MLKL siRNA#3
in MCF7 und CaCo2 an den Tagen 6, 8, 12 und 14.
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Die Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt eine reprédsentative qualitative
Immunoblot-Analyse nach siRNA-induzierter Verminderung der Proteinlevel. Die Zelllinien MCF7 und
CaCo2 wurden mit 1 nM einer unspezifischen Kontroll-siRNA (scram) oder 1 nM einer spezifischen
SiRNA (si MLKL#1, si MLKL #3) transfiziert. Die Zellen wurden an Tag 6, 8, 12 und 14 nach der
Transfektion lysiert. Es wurden 30 ug Protein-Lysat auf einem 10 %igen SDS-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. GAPDH diente als Ladekontrolle.

In der Zelllinie MCF7 konnte ab Tag 8 die Ausbildung einer konfluenten Zellschicht beobachtet
werden, sodass ab diesem Zeitpunkt die TEER-Messungen durchgefiihrt werden konnten.
Hier zeigte sich eine signifikante Erhéhung der TEER-Werte bei den siRNAs MLKL#1 und
MLKL#3 im Vergleich zur scram-Kontrolle (Abbildung 23). An Tag 12 und 14 konnte keine
signifikante Veranderung in den TEER-Werten gefunden werden (Abbildung 24). Dies zeigt
sich passend zu der Immunoblot-Analyse zur Stabilitat der siRNAs, in der man sehen konnte,
dass die Effizienz des Knockdowns an diesen Tagen bereits wieder zurickgegangen ist
(Abbildung 23).
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Abbildung 24: Analyse der Tight Junction-Integritdt in MCF7 nach Transfektion mit MLKL siRNA #1
und #3.

Analyse der Tight Junction-Dynamik mittels TEER-Messung in MCF7 Zellen nach Transfektion mit
MLKL-spezifischen siRNAs (1 nM si MLKL#1, 1 nM si MLKL#3) zu Verminderung der endogenen MLKL-
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Expression. Die Einzelmessungen erfolgten (iber einen Zeitraum von 14 Tagen. Die Konfluenz des
Zelllayers wurde mittels Kristallviolettfdrbung kontrolliert. Als Kontrolle diente eine unspezifische
Kontroll-siRNA (1 nM scram). Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei
unabhéngigen Experimenten. Die Signifikanz wurde in einem zweiseitigen gepaartem t-Test bestimmt:
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

443 Auswirkung des MLKL-Inhibitors NSA auf die Integritat der Tight Junctions

Um diese Ergebnisse zu untermauern, wurde eine weitere Methode genutzt, um die
Lokalisation von pMLKL an der Plasmamembran zu vermindern und somit den Einfluss von
MLKL auf Tight Junctions zu untersuchen. Zu diesem Zwecke wurde Necrosulfonamid (NSA),
ein MLKL- und Nekroptose-Inhibitor, verwendet. NSA bindet an die N-terminale Domane von
MLKL, ohne eine mogliche Phosphorylierung durch RIP3 zu beeintrachtigen, und verhindert

so die Translokation von pMLKL an die Membranen (13).

Zunachst wurde in einem Vorversuch der Zeitpunkt ermittelt, zu dem pMLKL nach Behandlung
mit NSA nicht mehr an der Plasmamembran lokalisiert ist, sondern im Zytoplasma vorliegt.
Dazu wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit den Antikérpern pMLKL in MCF7-Zellen und
CaCo2-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach NSA-Behandlung durchgefuhrt (Abbildung
25).

Hier konnte in den MCF7-Zellen nach 30 Minuten nach der NSA-Behandlung noch eine
membranare Lokalisation von pMLKL beobachtet werden. Diese zeigte sich nach einer Stunde
bereits deutlich verringert und nach 1,5 Stunden konnte das Maximum an zytoplasmatischer
Lokalisation beobachtet werden. Nach 2 Stunden nahm die membranare Lokalisation von
pMLKL wieder zu (Abbildung 25).

In den CaCo2-Zellen zeigte konnte nach 30 Minuten nach der NSA-Behandlung ebenfalls noch
eine membranare Lokalisation von pMLKL detektiert werden. Das Maximum des zytosolischen
Signals erreichten die CaCo2-Zellen 2 Stunden nach NSA-Behandlung (Abbildung 25).

Morphologisch zeigten sich zudem im Zeitverlauf nach NSA-Behandlung die MCF7-Zellen
kleiner und dichter beieinander, wahrend bei den CaCo2-Zellen die Zell-Zell-Kontakte
aufgelockert wirkten (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Immunfluorenzfdrbung von pMLKL und Occludin in MCF7-Zellen und CaCo2-Zellen
nach NSA-Behandlung zu den Zeitpunkten 0,5 h, 1 h, 1,5 h und 2 h.

Die Zellen wurden zunéchst fiir 0,5 h, 1h, 1,5 h oder 2h mit NSA (2 uM) behandelt. AnschlieBend wurden
Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Die Immunfluoreszenzférbung wurde mit einem anti-pMLKL
Antikérper (griin) durchgefiihrt. Die Kernfdrbung erfolgte mittels DAPI (blau). Es wurden jeweils 8 Bilder
entlang der Z-Achse aufgenommen. Gezeigt sind die einzelnen Farbkanéle einer représentativen Ebene
entlang der Z-Achse, sowie die Uberlagerung dieser (Merge). Die Farbungen wurden in Triplikaten
durchgefiihrt, die Auswertung der Bilder erfolgte am Konfokalmikroskop und es wurden représentative

Bilder ausgewéhit. Der Mal3stab entspricht 25 um.
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Zur Uberprifung des Einflusses von NSA auf die Integritat der Tight Junctions wurden MCF7-
und CaCo2-Zellen in Transwells ausgesat und regelmaflig TEER-Messungen durchgefihrt,
bis eine konfluente Zellschicht gegeben war. Dies konnte bei MCF7-Zellen an Tag 8, 10 und
12 nach der Zellaussaat und bei den CaCo2-Zellen an Tag 12 und 14 beobachtet werden. Die
Zellen wurden an diesen Tagen mit NSA behandelt und die TEER-Werte 0,5 h, 1 h, 1,5 h und
2 h nach der Behandlung gemessen (Abbildung 24). In der Zelllinie MCF7 liel3 sich nach NSA-
Behandlung eine signifikante Erh6hung der TEER-Werte an Tag 8, 10, 12 sehen. Diese
Ergebnisse sind in einem Einklang mit der TEER-Werterhohung, die in den Versuchen mit der
MLKL siRNA beobachtet werden konnte (Abbildung 24). In den CaCo2-Zellen lief3 sich der
gegenteilige Effekt zu den MCF7-Zellen beobachten, denn es zeigte sich eine signifikante
Erniedrigung der TEER-Werte an Tag 12 und 14 (Abbildung 24).
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Abbildung 26: Analyse der Tight Junction-Dynamik mittels TEER-Messung in MCF7 Zellen nach
Behandlung mit NSA.

Die Einzelmessungen erfolgten an Tag 8, 10 und 12 nach Aussaat und zu den Zeitpunkten 0,5 h, 1 h,
1,56 h und 2 h nach NSA-Behandlung (2 uM). Die Konfluenz des Zelllayers wurde mittels
Kristallviolettféarbung kontrolliert. Als Kontrolle dienten MCF7-Zellen, die nur mit ihrem entsprechenden
Medium ohne NSA-Zusatz behandelt wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von drei unabhédngigen Experimenten. Die Signifikanz wurde in einem
zweiseitigen gepaartem t-Test bestimmt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Abbildung 27: Analyse der Tight Junction-Dynamik mittels TEER-Messung in CaCoZ2-Zellen nach
Behandlung mit NSA.

Die Einzelmessungen erfolgten an Tag 12 und 14 nach Aussaat und zu den Zeitpunkten 0,5h, 1 h, 1,5
h und 2 h nach NSA-Behandlung (2 uM). Die Konfluenz des Zelllayers wurde mittels
Kristallviolettféarbung kontrolliert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei
unabhéngigen Experimenten. Als Kontrolle dienten CaCo2-Zellen, die nur mit ihrem entsprechenden
Medium ohne NSA-Zusatz behandelt wurden. Die Signifikanz wurde in einem zweiseitigen gepaartem
t-Test bestimmt: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In vorangegangenen Versuchen wurde in der humanen Tumorzelllinie MCF7 eine Co-
Lokalisation von pMLKL, dem Hauptmediator des Nekroptosesignalwegs und Occludin, einem
zentralen Element der Tight Junctions an der Zellmembran beobachtet. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde mit CaCo2 eine weitere Zelllinie identifiziert, in welcher beide
Proteine eine membranare Lokalisation aufweisen. In weiterfiihrenden Versuchen wurde der
Einfluss von RIP3 auf die Co-Lokalisation untersucht. In funktionellen Analysen wurden zudem
die Auswirkungen einer verminderten Expression von Occludin auf die MLKL-Expression
sowie die Nekroptose-Sensitivitat ermittelt. Gleichermalen wurde der Einfluss einer
verminderten MLKL-Expression auf die Expression von Occludin sowie die Integritat der Tight

Junctions untersucht.

5.2 Co-Lokalisation von pMLKL und Occludin

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Roth konnte in der Zelllinie MCF7 eine membranare Co-
Lokalisation von pMLKL und Occludin beobachtet werden (3). Um dies weiter funktionell zu
untersuchen, wurden zu Beginn dieser Arbeit zunachst weitere Zelllinien auf eine potentielle
Co-Lokalisation der beiden Proteine untersucht. In den RIP3-positiven Zelllinien HT29, SK-
BR3 und T47D konnte weder ein membranares Expressionsmuster von pMLKL noch von
Occludin beobachtet werden. Gleichermalen verhielt es sich in den RIP3-negativen Zelllinien
DU-145, Huh7 und PC3. Allerdings konnte in der RIP3-negativen Zelllinie CaCo2 sowohl eine

membranare Expression von pMLKL als auch von Occludin nachgewiesen werden.

Mit Hilfe der Immunfluorenszenzmikroskopie lie3 sich lediglich eine Aussage Uber die
Morphologie und somit die Lokalisation der genannten Proteine treffen. Eine visuelle
Quantifizierung der Expression war nur eingeschrankt moglich. Dies lasst allerdings dennoch
vermuten, dass pMLKL und Occludin im Rahmen von Tight Junctions miteinander
kolokalisieren konnten. Das Protein pMLKL wurde mittels Z-Achsen-Analyse im Rahmen der
konfokalen Immunfluoreszenzmikroskopie apikal lokalisiert. Tight Junctions selbst liegen
ebenfalls apikal vor, wo sie eine gurtelartige Struktur mit engen Verbindungen zu den
benachbarten Zellen bilden (46). Dies bekraftigt somit die Annahme, dass pMLKL und

Occludin kolokalisieren konnten.

Bislang wurde eine Translokation von pMLKL an Tight Junctions nur wahrend der Nekroptose
beschrieben (12). Samson et al. (2020) zeigten eine Co-Lokalisierung zwischen an S358

phosphoryliertem MLKL und den drei Tight Junction-Proteinen JAM-A, Occludin und Zonulin-
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1 wahrend der Nekroptose und deuten zudem darauf hin, dass Zonulin-1, ein Bindungspartner
von Occludin, und MLKL im Zytoplasma dieselben Transportwege an die Plasmamembran
nutzen (39). Diese Ergebnisse sprechen somit ebenfalls fir einen raumlichen Zusammenhang
von MLKL bzw. pMLKL und den Tight Junctions. Es ware denkbar, dass pMLKL nicht nur
dieselben Transportwege zur Membran wie Zonulin-1 nutzt, sondern Gber Zonulin-1 mit den
Tight Junctions interagiert oder selbst wie Zonulin-1 ein Bindungspartner von Occludin ist. Dies
ware ein mdoglicher Mechanismus, wie es zu der Co-Lokalisation zwischen pMLKL und

Occludin kommen kdénnte, der auch nekroptoseunabhangig stattfinden kénnte.

In bisherigen Studien konnte gezeigt werden, dass MLKL uber seine 4HB-Domane in die
Membran integrieren kann (47). Ein Bereich positiv geladener Aminosauren auf der Oberflache
der 4HB-Domaéane bindet an Phosphatidylinositolphosphate und ermdglicht so die Rekrutierung
von MLKL an die Plasmamembran (48). Dabei ist MLKL nicht statisch, sondern kann seine
Konformation wechseln (47). Der genannte Mechanismus zur Integration in die
Plasmamembran kénnte so auch RIP3- und Nekroptose-unabhangig stattfinden und eine

Integration von pMLKL in die Membran in RIP3-negativen Zelllinien erklaren.

In weiteren Versuchen wurde diese Co-Lokalisation in Abhangigkeit der RIP3-Expression
sowie eines Nekroptosestimulus naher untersucht. Da die beiden humanen Tumorzelllinien
MCF7 und CaCo2 kein RIP3 exprimieren und folglich nekroptoseresistent sind, wurde zu
diesem Zweck die Uberexpressionszelllinie MCF7 RIP3 verwendet. Mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie konnte auch in diesen Zelllinien eine Co-Lokalisation zwischen
pMLKL und Occludin beobachtet werden. Es scheint daher so, als ob die Expression von RIP3
allein keinerlei Auswirkung auf die Lokalisation von pMLKL in dieser Zelllinie hat. Eine
potentielle funktionelle Rolle von pMLKL an den Tight Junctions kénnte daher RIP3-

unabhangig sein.

Gleichermalen sind bereits einige weitere RIP3-unabhangige Funktionen von MLKL bekannt.
So tréagt MLKL beispielsweise unabhangig von RIP1 oder RIP3 zur Bildung extrazellularer
Vesikel bei (25). In einer anderen Arbeit wurde gezeigt, wie bei der Verletzung des
Ischiasnervs die MLKL-Expression in Schwann-Zellen, eine RIPK3-unabhangige
Phosphorylierung von MLKL an S441 und die Translokation von MLKL zu

Myelinscheidenmembranen induziert (25).

Nach Behandlung der RIP3-Uberexprimierenden Zellen mit dem Nekroptosestimulus konnte
mittels Immunfluoreszenz beobachtet werden, wie sich die nekroptotischen Zellen aus dem
Zellverbund herausloésten. In diesen Zellen liel} sich kaum Occludin detektieren. In
apoptotischen Zellen ist bereits beschrieben, dass die Proteine der Tight Junctions
proteolytisch gespalten werden und die Tight Junctions dadurch unterbrochen werden (49).

Die Arbeit von Cai et al. (2016) zeigt, dass der nekroptotische Stimulus die Proteolyse von E-
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Cadherin durch Zelloberflachenproteasen der Familie der A-Disintegrin- und Metalloproteasen
(ADAM) induziert (50). Dies lasst vermuten, dass diese proteolytischen Prozesse auch

wahrend der Nekroptose bei Occludin stattfinden kénnten.

5.3 RIP3-unabhangige Phosphorylierung von MLKL

Bei der Nekroptose wird MLKL durch die Kinase RIP3 an den Stellen T357 und S358
phosphoryliert (15). Die in dieser Arbeit beobachtete, RIP3-unabhangige Lokalisation von
pMLKL an der Plasmamembran legt nahe, dass es weitere Kinasen geben muss, die MLKL

phosphorylieren.

Wang und Gong (2022) beschreiben, dass die Kinase CAMK2/CaMKII (Calcium/Calmodulin-
abhangige Proteinkinase 1) MLKL an demselben Aminosaurerest phosphorylieren kann wie
RIP3 (24). Eine weitere Arbeit zeigt, dass CAMK2/CaMKIl die MLKL-Phosphorylierung als
Reaktion auf Serum- und Aminosaureentzug aus dem Kulturmedium unabhangig von RIPK3
fordert und so die Zellen vor dem Zelltod schitzt (51). Da CAMK2/CaMKII wie RIP3 ebenfalls
T357 und S358 phosphoryliert, ist es denkbar, dass diese Kinase MLKL auch in Abwesenheit
von RIP3 phosphorylieren kann. Zudem ist CAMK2/CaMKIl als ein Regulator der
Barrierefunktion von Tight Junctions bekannt (52). Die Hemmung von CaMKIl fuhrt dabei zu
einer verstarkten der Barrierefunktion der Tight Junctions (52). In diesem Zusammenhang
konnte eine erhdhte Integritat der Tight Junctions mit einer verminderten Phosphorylierung

von MLKL in Verbindung stehen.

Es ware auflerdem denkbar, dass die Phosphorylierung von MLKL an einem anderen
Aminosaurerest als T357 und S358 durch beispielsweise Tyrosinkinasen eine notige
Grundvoraussetzung fur die RIP3-unabhangige Phosphorylierung von T357 und S358
darstellen. In diesem Zusammenhang koénnten Kinasen, die Occludin phosphorylieren
aufgrund der raumlichen Nahe auch MLKL phosphorylieren. Ein Beispiel ware in diesem Fall
die Tyrosinkinase cSrc (40), die ebenfalls Caspase 8, die in der Apoptose eine wichtige Rolle
spielt, phosphorylieren kann (53). Es sind zudem weitere Phosphorylierungsstellen von MLKL
beschrieben. Ein Beispiel fir eine nekroptoseunabhangige Phosphorylierung ist die bereits
erwahnte Phosphorylierung an S441, die zum Myelinabbau fuhrt. (24,25). Die Kinase, die
MLKL an Serin 441 von MLKL direkt phosphoryliert, ist derzeit allerdings unbekannt (54). Eine
weitere Phosphorylierungsstelle von MLKL ist Y376, welche bei Phosphorylierung durch
T.A.M.-Kinasen zu einer Oligomerisierung von MLKL an der Plasmamembran fuhrt, allerdings
im Zusammenhang mit der Nekroptose steht (24). Es ware denkbar, dass die

Phosphorylierung von MLKL an einem anderen Aminosaurerest als T357 und S358 durch
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besagte Tyrosinkinasen eine noétige Grundvoraussetzung fur die RIP3-unabhangige
Phosphorylierung von T357 und S358 darstellt.

Bei MLKL spielt neben der Phosphorylierung auch die Ubiquitinierung eine Rolle. Die
Ubiquitinierung von MLKL scheint eine funktionelle Assoziation mit der Forderung des
endosomalen Transports und bei der Unterstutzung der Immunabwehr zu haben (24). Fur die
Ubiquitinierung von MLKL im murinen System sind eine RIP3-Assoziation und eine
Phosphorylierung nicht zwingend erforderlich. Solange MLKL oligomerisieren kann, kann es
anscheinend auch in RIP3-defizienten Zellen unter Umgehung der S345-Phosphorylierung
ubiquitiniert werden (24). MLKL wird Uberwiegend im zytosolischen Kompartiment ubiquitiniert,
bevor es zu anderen Membranstrukturen wie Plasmamembranen oder Endosomen transloziert
wird (24). Es ware denkbar, dass MLKL zun&chst ubiquitiniert werden muss, bevor es durch

eine andere Kinase bzw. andere Kinasen neben RIP3 phosphoryliert werden kann.

Zusammenfassend sind mehrere Kinasen denkbar, die MLKL phosphorylieren kénnten. In
diesem Zusammenhang konnte gegebenenfalls eine vorausgehende Ubiquitinierung oder
Phosphorylierung von MLKL an anderen Aminosaure-Resten eine notwendige Voraussetzung
fur die RIP3-unabhangige Phosphorylierung von T357/S358 darstellen. Gleichermalien
kénnte MLKL entweder bereits vor der Translokation an die Zellmembran phosphoryliert

werden oder aber auch erst an der Zellmembran.

5.4 Nekroptoseunabhangige Funktionen von MLKL

Die Ergebnisse dieser vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass MLKL eine
nekroptoseunabhangige Funktion im Zusammenhang mit der Integritat der Tight Junctions
besitzt. Bislang wurden bereits einige andere nekroptoseunabhangige Funktionen von MLKL
beschrieben. Yoon et al. (2017) zeigten beispielsweise, dass MLKL eine RIP3-unabhangige
Funktion beim endosomalen Transports hat, dessen Wirkung aber durch RIP3 verstarkt
werden kann (20). Daruber hinaus beleuchtet die Veréffentlichung von Wu et. al. (2020) eine
Signallbertragung, die von MLKL abhangt, aber unabhangig von RIP3 verlauft. Dabei tragt
MLKL durch Hemmung der Autophagie zur Schadigung der Leber bei (55). Zudem ist
beschrieben, wie MLKL die Myelinscheidenmembran von Schwann-Zellen angreift und so den
Myelinabbau férdert. Der Prozess erfordert die Phosphorylierung von Serin 441, ein
Aktivierungssignal, das sich wiederum von der Nekroptose-induzierenden Phosphorylierung
durch die RIP3-Kinase unterscheidet (54).

Wie Zhan et al. (2021) beschreiben, sind allerdings viele bisherigen Studien Uber MLKL auf
die Rolle von MLKL in der Nekroptose fokussiert, wahrend die nicht-nekroptotischen

Funktionen nur wenig untersucht sind. Die Literatur gibt aber Grund zur Annahme, dass einige
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nicht-nekroptotischen Funktionen von MLKL von seiner Affinitdt zu bestimmten
Membranstrukturen wie zum Beispiel Phosphatidylinositol, abhangen (56). Beispielsweise
kann pMLKL an die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) binden, um die Insulin-
stimulierte Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3)-Produktion an der Plasmamembran
in Hepatozyten zu hemmen (56). Phosphorylierte Lipide wie PIP2 und PIP3 sind an
Zellmembranen lokalisiert und tragen zur Rekrutierung und Aktivierung verschiedener
Signalkomponenten bei (57). So kénnen Proteine mit einer PH-Doméane an PIP3 binden und
somit in rdumliche Nahe von weiteren Proteinen gelangen und diese gegebenenfalls
modifizieren (58). Die Produktion von PIP3 durch die Phosphorylierung von PIP2 wird durch
die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) katalysiert und ist an Zelliberlebenswegen, der
Regulierung der Genexpression und dem Zellstoffwechsel sowie der Umstrukturierung des
Zytoskeletts beteiligt (57). Durch die Bindung an PIP2 und der nachfolgenden Hemmung der
PIP3-Produktion koénnte die nicht-nekroptotische Funktion von MLKL somit mit einer

Inhibierung des PI3K-Signalwegs im Zusammenhang stehen.

Die Ergebnisse dieser vorliegenden Arbeit zeigen zudem, dass Occludin die Nekroptose nicht
aktiv zu beeinflussen scheint. In den durchgefuhrten Versuchen konnte keine Occludin-
abhangige Anderung der endogenen MLKL-Expression, der Nekroptosesensitivitat sowie der
Lokalisation von pMLKL beobachtet werden. Auch dies spricht fiir einen

nekroptoseunabhangigen Zusammenhang von MLKL und Occludin.

5.5 Einfluss von MLKL auf Tight Junctions

Die Versuche dieser Arbeit haben gezeigt, dass die endogene Expression von MLKL und
Occludin nicht miteinander im Zusammenhang zu stehen scheinen. Jedoch deuten weitere
Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass die Expression von MLKL offenbar funktionell mit

der Zell-Zell-Kontakt Dichte in den Zelllinien MCF7 und CaCo2 zusammenhangt.

Wahrend in der Zelllinie MCF7 eine verminderte Expression von MLKL zu einer erhdhten Tight
Junctions-Dichte fihrte, zeigte sich in den CaCo2 Zellen der gegenteilige Effekt. Es lasst sich
somit annehmen, dass MLKL die Funktionalitat von Tight Junctions moduliert und MLKL ein

weiteres Protein in dem Tight Junction Proteinkomplex darstellen kdnnte.

Tight Junctions sind fur die Bildung und das Funktionieren der epithelialen und endothelialen
Barrieren von entscheidender Bedeutung (59). Sie regulieren die selektive parazellulare
Diffusion von lonen und geldsten Stoffen und beschréanken die apikal/basolaterale
Intramembrandiffusion von Lipiden (59). Tight Junctions bestehen aus einem komplexen
Netzwerk von Proteinen, die eng miteinander kommunizieren und so die epitheliale

Proliferation, Differenzierung und Polarisierung steuern (59).
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MLKL konnte uber verschiedene Wege die Funktion von Tight Junctions modulieren. Wie
bereits im vorherigen Teil erlautert, kbnnte MLKL direkt mit Proteinen wie Occludin oder
Zonulin-1 an der Membran interagieren oder die Transportwege der Proteine an die Membran
beeinflussen, da, MLKL und Zonulin-1 sich die Transportwege an die Plasmamembran teilen
(12). Wie in der Publikation von Samson et al. (2020) auflerdem beschrieben ist, besteht eine
echte Co-Regulation zwischen MLKL und den Proteinen der Tight Junction wahrend der
Nekroptose in Epithelzellen (12). Dies kdnnte auch in nicht nekroptosefahigen Zellen méglich

sein.

Auch ist es denkbar, dass MLKL indirekt Tight Junctions moduliert, indem es andere Proteine
beeinflusst, die wiederum Tight Junctions regulieren. Die PsKD spielt eine zentrale Rolle bei
der Steuerung der Dynamik von MLKL und dient zudem als Proteininteraktionsdoméane. Neben
der Assoziation mit der RIP3-Kinasedomane wurden bereits weitere Interaktionspartner von
MLKL identifiziert wie Hsp90 und Proteinkinase-Co-Chaperon CDC37 (19,60). Die Hsp90-
Proteinfamilie ist an zahlreichen zelluldaren Prozessen beteiligt. Hsp90 und seine Co-
Chaperone koordinieren dabei entscheidende physiologische Prozesse wie das Uberleben der
Zelle, die Steuerung des Zellzyklus, die Hormonsignalisierung und die Apoptose (61). Man
geht ebenfalls davon aus, dass Hsp90-Proteine die Bildung von epithelialen und endothelialen
Barrieren und den Aufbau interzellularer Verbindungen mitregulieren (62). Die Aktivitat von
HSPC/Hsp90-Chaperonen kann dabei auch negative Auswirkungen auf die Integritat der
Gewebebarriere haben und somit deren Stérung unter entziindlichen, ischamischen und
anderen pathologischen Bedingungen férdern (62). Es konnte beispielsweise in
Untersuchungen gezeigt werden, dass die Hemmung von Hsp90-Proteinen die
Phosphorylierung von Occludin unterdriickt, indem es seine Assoziation mit p38 und PI3K
hemmt (63). Eine Interaktion von MLKL mit Proteinen der Tight Junctions oder Tight Junctions

regulierenden Proteinen wie Hsp90 konnte somit Gber die PsKD stattfinden.

Denkbar ist auch eine weitere indirekte MLKL-abhangige Modulation der Tight Junctions durch
PI3K, die ebenfalls mit Occludin interagieren kénnte (64). In diesem Zusammenhang wurde
die Aktivierung von PI3K durch oxidativen Stress und ihre Rolle bei der Stérung von Tight
Junctions in CaCo2-Zellmonolayern untersucht (64). Die Hemmung von PI3K verminderte die
durch oxidativen Stress verursachte Tyrosinphosphorylierung von Occludin und somit dessen
Dissoziation, was mit einer geringeren Abnahme des elektrischen Widerstands einherging
(64). Moglicherweise konnten in diesem Zusammenhang durch die PI3K-abhangige
Phosphorylierung von PIP2 zur PIP3 (20, 21) membranare Andockstellen fur weitere Kinasen
entstehen, die im Anschluss die Tyrosinphosphorylierung von Occludin initiieren und damit
zum Integritatsverlust der Tight Junctions beitragen. Da MLKL durch die Bindung an PIP2 die
PI3K-abhangige PIP3-Bindung inhibieren kann (56), konnte MLKL auf diese Weise die

Tyrosin-Phosphorylierung von Occludin und die Verminderung der Integritdt der Tight
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Junctions verhindern. Dieser Mechanismus ware eine mdgliche Erklarung fiir die in dieser
Arbeit beschriebene TEER-Abnahme in den CaCo2 Zellinien bei Verminderung der MLKL-

Expression.

Eine weitere Mdglichkeit der Tight Junction-Modulation durch MLKL kénnte auf nuklearer
Ebene liegen. Dies wurde bereits flir die Nekroptose beschrieben, bei der MLKL nach einem
nekroptotischen Stimulus gemeinsam mit RIP1 und RIP3 in den Zellkern transloziert, bevor es
sich die Plasmamembran integriert (65). Hierbei ist eine Phosphorylierung von MLKL
erforderlich, um das Kernlokalisierungssignal (NLS, AA 224-256) in der C-terminalen Doméane
freizulegen (16). Es wurden allerdings auch nekroptoseunabhangige Translokationen von
MLKL in Zellkern beschrieben. MLKL scheint so die Expression von Adhasionsmolekilen in
Endothelzellen zu regulieren (66,67). MLKL kann Uber die Expression von
Endothelzelladhdsionsmolekilen wie ICAM1, VCAM1 und E-Selectin vaskulare
Entzindungen férdern. Durch die direkte Interaktion mit dem RNA-bindenden Motivprotein 6
(RBM6) stabilisiert es die mMRNA und steigert die Expression dieser Adhasionsmolekile, die
fur die Interaktion der Endothelzelle mit Leukozyten notwendig sind (67). Aufgrund dieser
Fahigkeit von MLKL ware es folglich méglich, dass MLKL Tight Junctions auch bereits auf
DNA-Ebene moduliert und reguliert, obwohl die Co-Lokalisation eher fur eine raumlich ndhere

Regulation spricht.

In den Versuchen dieser Arbeit wurde beobachtet, dass die verminderte Expression von MLKL
in MCF7- und CaCo2-Zellen unterschiedliche Dichten der Zell-Zell-Kontakte zur Folge hat.
Wahrend eine verminderte Expression von MLKL in MCF7 zu erhohten TEER-Werten flihrte,
zeigte sich in CaCo2 das Gegenteil. Dies kann verschiedene Griinde haben. Bei den beiden
Zelllinien handelt sich um zwei Zelllinien aus verschiedenen Tumorentitaten. Die Zelllinie
MCF7 wurde 1970 aus dem Pleuraerguss einer 69-jahrigen Frau mit metastasierendem
invasivem Brust-Adenokarzinom gewonnen (68). Die Zelllinie CaCo2 wurde 1974 aus dem
primaren Dickdarmtumor (Adenokarzinom) eines 72-jahrigen Mannes gewonnen (69). Die
unterschiedlichen Effekte von MLKL kdnnte an gewebespezifischen Unterschieden der zwei

Zelllinien liegen.

AuRerdem sind fir die Zelllinie CaCo2 unterschiedliche Phosphorylierungsstellen des
Occludins beschrieben, die innerhalb des Occludins unterschiedliche Effekte hervorrufen.
Beispielsweise fiuhren die vermehrte Phosphorylierung von Occludin durch die Kinase cSrc an
den Stellen Y398 und Y402 oder auch die Inhibition von nPKCn, die ebenfalls Occludin
phosphorylieren kann, zu verminderten TEER-Werten, also einer verminderten Tight Junctions
Dichte (40). Eine Inhibition von CK2 hingegen fuhrte zu erhéhten TEER-Werten in CaCo2
Zellen (40). Innerhalb eines Proteins, in diesem Fall des Occludins, kdénnen durch

unterschiedliche Phosphorylierungsstellen und unterschiedliche Kinasen gegenteilige Effekte
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erzielt werden. Es konnte folglich sein, dass MLKL in diesem Zusammenhang
zelllinienabhangig unterschiedliche Phosphorylierungen des Occludins bedingt und somit die
Dichte der Tight Junctions unterschiedlich moduliert. Dies kénnte dadurch begrindet sein,
dass in den unterschiedlichen Zelllinien das Expressionslevel der verschiedenen Kinasen

variieren konnte.

Diese vorliegende Arbeit zeigt, dass MLKL in einem funktionellen Zusammenhang mit Tight
Junctions zu stehen scheint. Zusammenfassend sind verschiedene Wege der Modulation von
Tight Junctions durch MLKL denkbar und bieten Hypothesen zur weiteren Untersuchung

dieses potentiellen funktionellen Zusammenhangs.

5.6 Klinische Auswirkung

MLKL ist als Hauptmediator der Nekroptose bereits langer Gegenstand aktueller Forschung
und ein potentieller Angriffspunkt fir neue therapeutische Entwicklungen (70). MLKL ist zudem
bekannt dafir, im Rahmen der Nekroptose mit verschiedenen Erkrankungen im
Zusammenhang zu stehen. Dazu z&ahlen entzindliche Prozesse, verschiedene neurologische,
pulmonale, kardiovaskulare, renale, gastrointestinale und autoimmune Erkrankungen, sowie
Infektionen und Tumorerkrankungen (71). Bislang wurde der Einfluss von MLKL zu den

verschiedenen Erkrankungen vor allem im Zusammenhang mit der Nekroptose betrachtet.

Interzelluldre Verbindungen wie Tight Junctions sind entscheidend fur die Entwicklung, den
Erhalt und die Funktion von Organen und Geweben. Eine Deregulierung und Stérung der
Zellverbindungen steht mit Krankheiten in Verbindung, die von genetischen Stérungen Uber
chronische Entziindungen und Infektionen bis hin zu Tumorerkrankungen reichen (72). Tight
Junctions regulieren die parazellulare Diffusion und senden Signale in das Zellinnere, die das
Zellverhalten und die Differenzierung durch die Regulierung von Transkriptionswegen steuern.
Sie bilden zudem eine Barriere fiir Zellen, die versuchen, Epithel- und Endothelgewebe zu
durchqueren. So missen beispielsweise Krebszellen Tight Junctions Gberqueren, um sich an
einer neuen Stelle anzusiedeln und dadurch Metastasen auszubilden (72). Der Verlust der
Zell-Zell-Adhasion und das verankerungsunabhangige Wachstum gehdéren zu den
Krebsmerkmalen (73). Aufgrund der Relevanz von Tight Junctions bei beispielsweise
Krebserkrankungen, sind die Bestandteile der Tight Junctions interessante Ziele fur die
Einschatzung der Prognose, der Erkennung und vor allem die Behandlung von

Tumorerkrankungen (28).

Da in dieser Arbeit MLKL als méglicher Modulator von Tight Junctions gefunden wurde, scheint
MLKL auch klinisch und vor allem nekroptoseunabhangig ein interessanter Angriffspunkt fur

Therapieansatze im Rahmen von Tight Junctions-assoziierten Erkrankungen zu sein.
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Tight Junctions kénnen sich unterschiedlich auf die Zellmigration auswirken. Zum einen wirken
sie einer Zellmigration durch das Aufrechterhalten der Zellkontakte zu benachbarten Zellen
entgegen, andererseits verbinden sie die extrazellulare Matrix mit dem Zytoskelett und tragen
so zur Bewegungsfahigkeit bei der Migration bei (74). Da diese Arbeit zeigen konnte, dass
MLKL einen Einfluss auf die Dichte von Tight Junctions zu haben scheint, ware es moglich
das MLKL an der Zellmigration und Metastasierung von Tumorzellen beteiligt ist. MLKL konnte
in MCF7-Zellen der Zellmigration durch eine Starkung der Zell-Zell-Kontakt-Dichte
entgegenwirken, wahrend es in CaCo2 die Zellmigration férdern konnte. Auch in der
bisherigen Literatur wird die Rolle von MLKL bei Krebserkrankungen und bei der
Metastasierung diskutiert (16). In der Publikation von Cai et al. (2016) konnte gezeigt werden,
dass MLKL durch das Aktivieren von Zelloberflachen-Proteasen der Familie der A-Desintegrin-
und Metalloproteasen (ADAM) an Zellmigration beteiligt ist. Durch diese Aktivierung spalten
sich Zelloberflachenproteine ab, die Zelladhasion wird unterbrochen, die Nekroptose
beschleunigt und Entztiindungsreaktionen werden durch die gespaltenen Proteine ausgelost
(50). Da bereits beschrieben ist, dass MLKL an Metastasierungsprozessen beteiligt ist, sind

auch weitere Mechanismen der Beteiligung wie die Modulation von Tight Junctions denkbar.

Die Funktion von MLKL auf Tumorerkrankungen lasst sich dabei insgesamt jedoch nicht
vereinheitlichen. Studien zeigten, dass Patient*innen mit einem reseziertem Adenokarzinom
des Pankreas und einer niedrigen MLKL-Expression geringere Gesamtlberlabensraten
zeigten als Patient*innen mit hoheren MLKL-Expressionsleveln (75,76). Ahnliche
Zusammenhange wurden auch beim Colonkarzinom, Zervixkarzinom, Magenkarzinom, und
Ovarialkarzinom beschrieben (77-81). Auf der anderen Seite wird eine erhéhten MLKL-
Expression in Patient*innen mit Osophaguskarzinom und Plattenepithelkarzinomen des
Kopfes und Halses mit einem geringeren Gesamtiberleben in Verbindung gebracht (82—-84).
Zudem kann MLKL zu einer entziindlichen Mikroumgebung flhren, was das Tumorwachstum
fordern kann (85,86). Eine weitere Publikation beschrieb, wie eine Reduktion von MLKL in
Krebszellen zu einer verminderten Metastasierung im Brustkrebsmodell fiihrt (87). Ahnliches
konnte in einem Modell bei Nasopharynxkarzinomen beobachtet werden (88). Eine
Metaanalyse hingegen zeigte, dass eine niedrige MLKL-Expression mit einer starkeren
Lymphknotenmetastasierung verbunden sein konnte (89). Dies deckt sich mit den
vorliegenden Ergebnissen dieser Arbeit, in der die verminderte Expression von MLKL in der
einen Zelllinie zu einer erhéhten Widerstandsmessung der Zell-Zell-Kontakte fiihrte und in der

anderen Zelllinie gegenteilige Effekte zeigte.

Basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit Iasst sich die Hypothese aufstellen,
dass MLKL Tumorerkrankungen und Metastasierung nicht nur im Rahmen von Nekroptose
mitbeeinflusst, sondern auch Gber seine mogliche Rolle als Modulator von Tight Junctions. Die

Funktion von MLKL I&sst sich dabei nicht vereinheitlichen. Es gibt viele gewebe- und
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erkrankungsspezifische Unterschiede, die berlcksichtigt werden missen. Dies ist
insbesondere dann von Relevanz, wenn man sich potentiellen Therapieansatzen widmet. Eine
genaue Charakterisierung der Funktion von MLKL in den jeweiligen Geweben muss erfolgt

sein, bevor MLKL als Therapieansatzpunkt in Frage kommt.

MLKL spielt nicht nur bei Tumorerkrankungen eine relevante Rolle sondern auch bei
Entzindungsreaktionen im Allgemeinen (90). Die Publikation von Zhao et al. (2019)
beobachtete die Rolle von MLKL bei der Aufrechterhaltung der intestinalen Homdéostase und
dem Schutz vor Kolitis und Tumorentstehung. In den durchgefiihrten Versuchen waren MLKL-
defiziente Mause sehr anfallig fur Kolitis und kolitisassoziierte Tumorgenese (CAT), was mit
einer massiven Leukozyteninfiltration und erhéhten Entziindungsreaktionen einherging (90).
Eine Hypothese ist, dass der MLKL-Verlust in diesen Mausen zu einer verminderten Tight
Junctions-Integritat gefiuhrt hat. Hierdurch ergabe sich ein ahnliches Bild wie bei den chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, die sich durch
Veranderungen des Gehalts und der Zusammensetzung der Tight Junction-Proteine
kennzeichnen (91). MLKL ware damit nicht nur fir die Therapie von Tumorerkrankungen,
sondern auch fur die Behandlung anderer Erkrankungen wie chronisch entzindliche

Darmerkrankungen ein interessantes therapeutisches Ziel.
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6 Zusammenfassung

MLKL ist bislang vor allem als einer der Hauptakteure in der Nekroptose bekannt, in der es
durch RIP3 phosphoryliert wird und anschliefend eine bedeutende Rolle im letzten Schritt der
Nekroptosekaskade spielt (15). Hinzu kommen jedoch mittlerweile auch einige weitere
nekroptoseunabhangige Funktionen (16). Insgesamt scheint MLKL in zahlreichen
pathologischen Prozessen beteiligt zu sein (71), weshalb MLKL als ein potentieller
Angriffspunkt fir neue Therapieansatze in Frage kommt (16). Dennoch ist bislang nicht viel

Uber die genauen Regulationsmechanismen von MLKL bekannt.

Tight Junctions zahlen zu den Zell-Zell-Kontakten, die die Homdostase, Integritat von Gewebe
und die parazellularen Permeabilitat bzw. Barriere und die Zellpolaritat aufrechterhalten (92).
Auch sie sind an zahlreichen pathologischen Prozessen, wie chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen, Infektionen und Tumoren mitbeteiligt (93).

In vorangegangenen Versuchen der Arbeitsgruppe Roth konnte eine Co-Lokalisation zwischen
pMLKL und Occludin, einem zentralen Element der Tight Junctions erstmals beobachtet
werden (3). In dieser Arbeit konnte die Co-Lokalisation von pMLKL und Occludin in der
humanen Tumorzelllinie MCF7 bestatigt werden und zudem ebenfalls in der humanen Zelllinie
CaCo2 gefunden werden. Versuche mit MLKL-spezifischen und Occludin-spezifischen
siRNAs zeigten keinen Zusammenhang zwischen den beiden Proteinen auf Ebene der
endogenen Proteinexpression. Auch scheint Occludin die Nekroptose funktionell nicht zu
beeinflussen. Es konnte jedoch in weiteren Versuchen dieser Arbeit, in der die Expression von
MLKL und Occludin siRNA-vermittelt reduziert wurde, ein bislang nicht bekannter funktioneller
Zusammenhang zwischen MLKL und Tight Junctions gefunden werden. Zudem konnte gezeigt
werden, dass es neben RIP3 weitere Kinasen geben muss, die MLKL phosphorylieren, da es
sich bei MCF7 und CaCo2 um RIP3-negative Zelllinien handelt.

Die gewonnenen Ergebnisse dieser Arbeit stellen eine Grundlage fir die weitergehende
Untersuchung des Zusammenhangs von MLKL und Tight Junctions und dessen klinischer
Relevanz dar. Hierdurch kénnten zudem neue therapeutische Ansatze flir zielgerichtete

Therapien gefunden werden.
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