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Abstract

The innate immune system detects the constituents of the microbial molecules
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) with pattern recognition receptors
(PRRs). The activation of PRRs initiates intracellular signal cascades leading to the
induction of proinflammatory cytokines. An appropriate immune response is essential to
eliminate bacterial infections, here exemplified by Escherichia coli (EC). However,
unrestrained immune responses can cause sepsis and a septic shock. Inflammatory
caspases are very important for the pathogenesis of sepsis. The mouse has been a
useful model to understand the function of caspases. However, this model is limited by
incomplete conservation of murine caspases in humans. Human caspase function has
been of high interest in recent years. And still the function of human inflammatory

caspases, especially caspase-4, is not completely understood.

The empirical results of this paper demonstrate that both caspase -1 and -4 were
activated by live but not by dead EC. Caspase-1 and -4 regulated the immune response
to live bacteria. Activation of interleukin-1B (IL-1B) was regulated by caspase-1. In
contrast, pyroptosis was controlled by caspase-4, in a caspase-1-independent manner.
In monocyte-derived-dendritic cells, caspase-4 supported caspase-1 in the activation of
IL-18, which was not observed in monocytes. The inflammasome component
‘apoptosis-associated speck line protein containing a caspase recruitment domain’
(ASC) was required for the activation of IL-13, but dispensable for pyroptosis. This
effect was observed both after bacterial infection and upon transfection of bacterial-
RNA.

In summary, this study demonstrates that caspases-1 and -4 differentially regulate
the immune response to live EC. Pyroptosis of human immune cells was regulated by

caspase-4, independently of caspase-1 and canonical inflammasomes.



Zusammenfassung

Das angeborene Immunsystem erkennt Bestandteile von Mikroorganismen wie
Bakterien, sogenannte ,pathogen-associated molecular patterns’ (PAMPS) durch
Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs). Nach der
Aktivierung von PRRs kommt es zur Einleitung von intrazellularen Signalkaskaden und
als Ergebnis dessen zur Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen. Eine robuste
Aktivierung des angeborenen Immunsystems ist fur die Bekampfung von Infektionen,
z.B. durch Bakterien wie Escherichia coli (EC), essentiell. Eine UberschieRende
Immunantwort kann jedoch zur Sepsis und septischem Schock fuhren.
Inflammatorische Caspasen spielen in der Pathogenese der Sepsis eine wichtige Rolle.
Viele Studien zur Funktion von Caspasen wurden in Mausmodellen durchgefihrt.
Dieses Modell ist sehr hilfreich, hat jedoch Grenzen, weil nicht alle murinen Caspasen
im Menschen konserviert sind. Im vergangenen Jahrzehnt wurde daher vermehrt an
humanen Caspasen geforscht. Trotzdem sind die genauen Funktionen der
inflammatorischen Caspasen des Menschen, vor allem die der Caspase-4, nicht

vollstandig geklart.

Die hier vorgelegte Studie zeigt, dass die humanen Caspasen-1 und -4
spezifisch durch lebende E. coli und durch bakterielle RNA, nicht jedoch durch tote EC
aktiviert werden. Die Funktionen der Caspasen-1 und -4 in der Reaktion auf lebende
Bakterien sind verschieden. Die IL-1B-Aktivierung wurde vor allem durch die Caspase-1
vermittelt, wahrend inflammatorischer Zelltod, sogenannte Pyroptose, durch Caspase-4,
unabhangig von Caspase-1, vermittelt wird. Die Caspase-4 unterstitzt auRerdem in
MoDC Caspase-1 bei der IL-1B-Aktivierung, jedoch nicht in Monozyten. Der Bestandteil
des Inflammasoms ,Apoptosis-associated speck line protein containing a caspase
recruitment domain‘ (ASC) war fur die Freisetzung von IL-1B erforderlich, zeigte aber
keinen Einfluss auf die Pyroptose. Dies war sowohl nach einer bakteriellen Infektion der

Fall als auch nach der Transfektion von bakterieller RNA.

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass Caspasen-1 und -4 bei der Reaktion
auf lebende EC unterschiedliche Funktionen austiben. Die Pyroptose funktioniert
Caspase-4-abhangig ohne Einfluss von Caspase-1 und des kanonischen

Inflammasoms.



1 Einleitung

1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene und das adaptive Immunsystem sind zwei lebensnotwendige Saulen
der Immunabwehr von Wirbeltieren. Das angeborene Immunsystem bildet die vorderste
Front der Abwehr gegen die mikrobiellen Gefahren. Es ist phylogenetisch alter als das
adaptive und findet sich in allen Klassen der Pflanzen und Tiere wider (1).

Zum angeborenen Immunsystem zahlt ein grol3es Spektrum an spezialisierten
Immunzellen, wie zum Beispiel Monozyten, dendritische Zellen (DC), Makrophagen und
neutrophile Granulozyten. Dies sind phagozytierende Zellen, die Mikroorganismen
intrazellular aufnehmen und zerstoren konnen (2). Aul3erdem befinden sich auf der
Zelloberflache dieser und anderer Immunzellen verschiedene Erkennungsrezeptoren,
die bestimmte, im Laufe der Evolution konservierte Muster von Mikroorganismen und
Pathogenen erkennen kénnen — sogenannte PAMPs (Pathogen-associated molecular
patterns). Als Reaktion auf diese Muster erfolgt eine Entziindungsreaktion, die durch
inflammatorische Zytokine getragen wird. Diese fuhren zur Anlockung weiterer
Leukozyten und schlie3lich zur Aktivierung des adaptiven Immunsystems durch

Antigen-prasentierende Zellen (3).

Ist der Zellschaden durch Pathogene zu grof3, folgt der Zelltod. Die Freisetzung
der Zellbestandteile ist ein weiteres Signal fur die Anlockung von Leukozyten (4). Aul3er
der Fahigkeit zur Phagozytose kénnen die Zellen des angeborenen Immunsystems
antimikrobiellen Peptide und Enzyme wie das Lysozym, sowie toxisch wirkende reaktive
Sauerstoffspezies freisetzen (5, 6). Diese und andere Mechanismen sind fir das
Abtdten von Pathogene hocheffizient, jedoch kann eine GberschieRende Immunreaktion
einen erheblichen Gewebs- und Organschaden bewirken und so den Wirt selber

schadigen oder sogar toten (7).

1.1.1 Erkennungsrezeptoren des angeborenen Immunsystems

Die Zellen des angeborenen Immunsystems kénnen PAMPs durch jeweils fur diese
Muster bestimmte Rezeptoren erkennen, sogenannte ,pattern recognition receptors
(PRRs). Diese Rezeptoren sind im Laufe der Evolution entstanden und sind bei Tieren

wie bei Pflanzen vorhanden. PRRs befinden sich entweder auf der Zelloberflache oder



im Inneren der Zellen und leiten nach ihrer Aktivierung Signalkaskaden ein, die der
Zelle ermdglichen, auf die Mikroben zu reagieren (8). Neben den PAMPs existieren
Danger-associated molecular patterns (DAMPSs), die bei Zellstress oder -Schadigung
gebildet werden. Dazu gehéren z.B. Adenosintriphosphat (ATP), Harnsaure, High-
Mobility-Group-Protein B1 (HMGB1) sowie viele weitere Molekiule. Auch DAMPs
werden von PRRs erkannt, was dem Immunsystem ermdglicht auf Zell- und

Gewebsschaden zu reagieren (9).

Zu den beim Menschen beschriebenen Klassen der PRRs zahlen die Toll-like
Rezeptoren (TLRs), die retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like Rezeptoren (RLRS), die
C-type lectin Rezeptoren (CLRs), nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like
Rezeptoren (NLRs) und die zytosolischen Desoxyribunukleinsaure (Englisch DNA)-
Rezeptoren. Diese Rezeptoren sind jeweils auf bestimmte mikrobielle Strukturen
spezialisiert und sind in der Lage Kohlenhydrate, Proteine, Lipide, bzw. Kombinationen
(z.B. Lipoproteine, Peptidoglykane etc.) und Nukleinsauren zu erkennen (10).

1.1.1.1TLRs
Die am besten charakterisierte Klasse der PRRs sind die TLRs. Als evolutionare
Vorlaufer der TLRs in Wirbeltieren, wurde als erstes in Drosophila melanogaster der
Rezeptor ,Toll' beschrieben, woraufhin die orthologen Gene in Wirbeltieren ,Toll-like’
Rezeptoren genannt wurden (11). Menschen besitzen 10 verschiedene und Mause
besitzen 12 TLRs. TLR1, 2, 4, 5 und 6 sind auf der Zelloberflache exprimiert und
erkennen z.B. Membranbestandteile verschiedener Pathogene, sowie Flagellin. TLR3,
7, 8, 9 sind im Endosom lokalisiert und erkennen Nukleinsduren (12). Einige TLRs sind
auf die Detektion bakterieller Bestandteile spezialisiert. So erkennt der TLR2 unter
anderem Lipoteichonsaure grampositiver Bakterien (13) und Lipoarabinomannan in
Mykobakterien (14). Das bekannteste PAMP, Lipopolysaccharid (LPS) von
gramnegativen Bakterien, wird u.a. durch TLR4 erkannt (15), was in dieser Arbeit im
Folgenden weiter thematisiert wird. TLR5 erkennt monomeres Flagellin verschiedener
Bakterien (16).

TLR4 besitzt eine extrazellulare Domane, die reich an Leucinmolekilen ist, eine
sogenannte ,Leucin-rich repeat domain‘ (LRR) welche im Verbund mit CD14 und MD2
den LPS Rezeptorkomplex bildet. Die intrazellulare Domane von TLR4 enthalt die

Toll/Interleukin-1 interagierende (TIR) Domane. Nachdem LPS erkannt und gebunden



wurden, kommt es zur Oligomerisierung von TLR4 und zur Einleitung der intrazellularen
Signalkaskade Uber die TIR-Doméne. Es sind 5 verschiedene Adaptorproteine vom
TLR4 bekannt, welche die Signalweiterleitung in der Zelle vermitteln: ,myeloid
differentiation primary response gene 88‘ (MyD88), ,TIR domain-containing adaptor
protein‘ (TIRAP), ,TIR domain-containing adaptor inducing Interferon-g (IFN-B)‘ (TRIF),
,TRIF-related adaptor molecule’ (TRAM) und ,sterile a and HEAT-Armadillo motifs-
containing protein‘ (SARM) (17).

Der TLRA4-Signalweg lauft entweder MyD88-abhangig oder -unabhangig. Der
MyD88-abhangige Signalweg fuhrt Gber TIRAP zuerst zur Aktivierung von interleukin-
receptor associaated kinase (IRAK) und spater der mitogen-activated protein kinase
(MAP-Kinase). MAP-Kinasen fuhren schlieB3lich zur Aktivierung des nuclear factor
.kappa-light-chain-enhancer“ of activated B-cells (NFkB) und damit zur Produktion
inflammatorischer Zytokine wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), IL-6 und pro-IL-13 (18).
Der MyD88-unabhangige Signalweg lauft tber TRIF und TRAM und fuhrt Gber die
Rekrutierung von weiteren Adaptormolekilen schlieRBlich zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors ,Interferon regulatory factor' (IRF)-3, welcher fur die Produktion
von Typ | Interferon (IFN) zustandig ist (19). Dieses regulierende Protein ist wichtig fur
die anti-virale und anti-bakterielle Abwehr (20). Aul3erdem fihrt auch der MyD88-
unabhangige Signalweg zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB (21). SARM
hingegen inhibiert den TLR4-Signalweg, indem es den TRIF-Signalweg hemmt (22).

1.1.1.2 NLRs

Die NLRs sind intrazellulare PRRs, die aus 3 Domanen aufgebaut sind: die NACHT-
Domaéne, die C-terminale Domane und die N-terminale Doméne. Alle NLRs besitzen
eine identische NACHT-Domaéne, die ihre Oligomerisierung vermittelt. Fast alle NLRs
mit Ausnahme von NLRP10 besitzen eine leucinreiche C-terminale Doméne zur
Liganden-Bindung. Die N-terminale Domé&ne unterscheidet sich bei verschiedenen
NLRs und ist fur die Proteininteraktion und damit fur die Signalweiterleitung zustandig
(23).

Die Subfamilie der NLRs NOD, von denen NOD1 und NOD2 am besten
charakterisiert sind, erkennen Peptidoglykan-Bestandteile der bakteriellen Zellwand und
fuhren tGber die Rekrutierung von MAP-Kinases zur Aktivierung von NFkB und damit zur

Produktion proinflammatorischer Zytokine (24).



Die andere Subfamilie der NLRs, die NLRPs, ist durch eine N-terminalen Pyrin-
Domane (PYD) oder ,aspase activation and recruitment domain® (CARD)
gekennzeichnet, die eine Interaktion mit ASC und Caspase-1 erlaubt. Die bekanntesten
Vertreter dieser Subfamilie sind NLRP1 und NLRP3. Die NLRP-Subfamilie ist an der

Formation der Inflammasoms beteiligt (25).

1.1.2 Inflammasome

Inflammasome sind grof3e Multiproteinkomplexe, die sich im Zytosol der Zellen des
angeborenen Immunsystems bilden und durch verschiedene Stimuli aktiviert werden
kénnen. Bisher sind vier Inflammasome beschrieben: NLRP1, NLRP3, NLR family
CARD domain-containing protein 4 (NLRC4) und absent in melanoma 2 (AIM2). Diese
unterscheiden sich in ihrem Aufbau und reagieren auf unterschiedliche Stimuli.
Gemeinsam ist ihnen, dass sie Caspase-1 aktivieren, eine Cysteinprotease, die fur die
Prozessierung von IL-18 und IL-18 und fir die Pyroptose verantwortlich ist. Das
NLRC4/Naip5-Inflammasom interagiert direkt mit Caspase-1. NLRP1-, NLRP3- und
AIM2-Inflammasome brauchen das Adaptorprotein ASC um Caspase-1 zu aktivieren
(26).

Das Adaptorprotein ASC (kodiert durch das Gen PYCARD) besteht aus einer N-
terminalen Pyrin-Domane (PYD), die mit der PYD der NLRP-Familie und AIM2
interagiert, und einer C-terminalen Caspase activation and recruitment domain (CARD),
die die CARD von Caspase-1 bindet (27). AuRerdem wurde beschrieben, dass ASC ein
vom Inflammasom unterschiedliches Pyroptosom formt und zu einer Caspase-1-

abhangigen Pyroptose fuhrt (28).

Es existieren ein bereits langer bekannter ,kanonischer®* Weg der NLRP3-
Inflammasomaktivierung und ein 2011 beschriebener ,nicht-kanonischer® Weg. Dieser
funktioniert Caspase-1- und Inflammasom-unabhangig und fihrt Gber Caspase-11 zur

Pyroptose (29).

1.1.2.1  NLRP3-Inflammasom und seine Aktivierung
Der NLRP3-Inflammasom ist von allen Inflammasomen am besten untersucht. Es
existiert eine ganze Reihe von PAMPs und DAMPs, die zur Aktivierung von NLRP3
fuhren. Zu diesen zahlen unter anderem LPS, Muramyl-Dipeptid (MDP), das
Doppelstrang-RNA-Analog Polyinosinic:polycytidylic acid (poly I:C), virale DNA und



RNA, ATP, das Toxin Nigericin und viele mehr (30-32). Bei so einer Breite an
aktivierenden Liganden ist es unwahrscheinlich, dass NLRP3 direkt an diese Molekiile
bindet. Es existieren bestimmte intrazellulare Signale, die als Reaktion auf
verschiedene PAMPs und DAMPs gebildet werden. Eine abschlieBende Klarheit
daruber, was genau der gemeinsame Mechanismus fir die NLRP3-Aktivierung ist,
besteht noch immer nicht. Eine kirzlich erschienene Studie beschrieb sehr detailliert
und Uberzeugend, dass die Disintegration des trans-Golgi-Netzwerks (TGN) zu einer
Rekrutierung von NLRP3 und seine Bindung an Phosphatidylinositol-4-phosphat Resten
am TGN und damit zu einer Polymerisierung und Aktivierung des NLRP3
Inflammasoms fuhrt (33). Prinzipiell ging man bisher davon aus, dass immer zwei
Signale notwendig sind fur die Aktivierung von NLRP3, die im Folgenden beschrieben

werden.

Das erste Signal wird auch ,Priming“ genannt und erfolgt Uber die Bindung von
einem PAMP oder DAMP an einen der Erkennungsrezeptoren. Damit wird der
Transkriptionsfaktor NFkB aktiviert, was zur Produktion von pro-IL18 und NLRP3-
Proteine fuihrt. Diese Proteine akkumulieren in der Zelle bis das zweite ,Activation®
Signal zur Inflammasomaktivierung kommt (34). Es ist gut belegt, dass Kalium-
Ausstrom zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms fuhrt (35). Aufl3erdem kénnen
reaktive Sauerstoffspezies aus Mitochondrien (36) oder die Freisetzung von

lysosomalen Kathepsinen ins Zytosol (37) zur NLRP3-Aktivierung fuhren.

Im Folgenden wird die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms exemplarisch
anhand von zwei Signalen erklart: das ,Priming® Signal LPS und das ,Activation“ Signal
Nigericin. Nach Aktivierung von TLR4 durch LPS wird die intrazellulare Signalkaskade
MyD88- abhangig oder -unabhangig eingeleitet, welche in der NFkB-Aktivierung miindet
und zur Transkription von pro-IL-18 und NLRP3 fuhrt (18,21,38). Fur den Aufbau des
Inflammasoms ist, zumindest in den meisten Zellen, z.B. Nigericin als zweites Signal
notwendig. Nigericin ist ein mikrobielles Toxin aus Streptomyces hygroscopicus,
welches porenbildend ist und damit Kaliumausstrom aus der Zelle triggert (39). Das
Absinken der Kaliumkonzentration wirkt als Aktivierungssignal fur NLRP3 und fthrt zu
dessen Oligomerisierung und Rekrutierung von ASC und Pro-Caspase-1 (35). Dadurch
wird pro-Caspase-1 durch autoproteolytische Spaltung aktiviert. Es entsteht die aktive

Form der Caspase-1, die das pro-IL-1B und pro-IL-18 in ihre aktiven Formen spaltet.



Diese kdnnen nun aus der Zelle freigesetzt werden und z.B. weitere Immunzellen

anlocken (26).

1.13 Zelltod

Der programmierte Zelltod ist eine wichtige Reaktion von Zellen auf unterschiedliche
Stimuli, der fur das Uberleben und die Entwicklung des Organismus von enormer
Wichtigkeit ist. Lange Zeit wurde lediglich zwischen zwei Formen des Zelltodes
unterschieden, Apoptose und Nekrose.

1.1.3.1 Apoptose, Nekrose und Nekroptose
Der Begriff ,Apoptose” geht auf John Kerr und seine Kollegen zurlick, die 1972 die
Apoptose als eine Form des programmierten Zelltodes beschrieben. Diese Form des
Zelltodes war ihrer Meinung nach fur die embryonale Entwicklung, den normalen
Zellumsatz im gesunden erwachsenen Organismus und fir die Atrophie im Alter wichtig
(40). Die Apoptose wurde als ein aktiv von den Zellen durchgefuhrter Prozess
beschrieben, der im regulierten Zerfall des Zellkerns und des Zytoplasmas miindete.
Dies fuhrte zur Freisetzung von sogenannten ,apoptotischen Korpern®, die von
Phagozyten durch Efferozytose aufgenommen und abgebaut wurden. Die Signalwege
der Apoptose sind streng reguliert, denn einmal aktiviert, fihrt sie dem Paradigma nach
unvermeidlich zum Tod der Zelle. Die wichtigsten Beteiligten des apoptotischen

Signalweges sind die apoptotischen Caspasen -2, -3, -6, -7, -8 und 9 (41).

Die Nekrose wurde lange Zeit als ein krankhafter, unkontrollierter Prozess des
Zelltodes beschrieben, der durch schadigende Einflisse auf die Zelle ausgelost wird,
zum Beispiel durch den Sauerstoffmangel oder verschiedene Toxine (42). Spater wurde
jedoch beobachtet, dass auch die Nekrose einige kontrollierte Prozesse enthalt, wie die
mitochondrielle Dysfunktion, den ATP-Abbau und den frihen Verlust der Integritat der
Plasmamembran. Am Ende kdénnen auch pro-inflammatorischen Zytokine freigesetzt
und eine Entzindungsreaktion im Gewebe eingeleitet werden (43). Im Unterschied zu
apoptotischen Zellen, die schrumpfen und vollstdndig von phagozytierenden Zellen
abgebaut werden, schwellen die nekrotischen Zellen an und setzen verschiedene
Gefahrensignale (DAMPS) frei (44).

Die Nekroptose ist eine Form des Zelltodes, die durch inflammatorische Stimuli

ausgelost wird und durch Aktivierung der receptor-interacting protein kinase-3 (RIPK3)



geordnet ablauft. Die Zellen schwellen am Ende wie bei der Nekrose an und die
Zellbestandteile werden in den Extrazellularraum freigesetzt (45).

Als letzte Form des programmierten Zelltodes wurde die Pyroptose beschrieben.
Sie wird haufig als Reaktion auf mikrobielle Stimuli ausgelést und durch

inflammatorischen Caspasen vermittelt (46).

1.1.3.2 Pyroptose
Die Pyroptose wurde zuerst in Makrophagen beobachtet, die mit Salmonella enterica
Serovar typhimurium und Shigella flexneri infiziert wurden. Damals wurde dieser
Prozess als Apoptose beschrieben (47). 1998 fand man heraus, dass der Zelltod der
murinen Makrophagen durch Shigella flexneri von Caspase-1 abhangig war (48).
Dasselbe wurde 1999 fur Salmonella typhimurium in murinen Makrophagen
beschrieben (49). Diese beiden Studien waren mafgeblich dafur verantwortlich, dass
der Begriff ,Pyroptosis® 2001 eingefuhrt und als eine Form der Caspase-1 abhangigen
Zelltodes definiert wurde (50). Diese Definition wurde nun um weitere pro-
inflammatorische Caspasen erweitert, die ebenso wie die Caspase-1 Pyroptose

auslosen kénnen — Caspasen-4, -5 im Menschen und Caspase-11 in Nagern (51).

Unabhangig davon, ob die Pyroptose Caspase-1 abhangig oder unabh&ngig
verlauft, ist das Ergebnis gleich: die Zellen schwellen an, es kommt zur Kondensation
von Chromatin, jedoch nicht zur DNA-Fragmentierung, wie bei der Apoptose (52). Die
Aktivierung dieser Caspasen fihrt zur Spaltung des pro-pyroptotischen Faktors
Gasdermin D und zur Freisetzung von dessen N-terminalen Fragment. Dieses ist fur die
Entstehung der Poren der Zellmembran zustandig, was zur Lyse der Zelle fihrt (53). Es
kommt zu einem schnellen Zerfall der Zellmembran und zur Freisetzung der pro -
inflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-18 und DAMPs wie HMGB1 und DNA (53-55).
Der Signalweg der Pyroptose unterscheidet sich, je nachdem ob es Caspase-1-
abhangig oder -unabhéngig verlauft. Caspase-1 wird durch die so genannte
,kanonische® Inflammasomaktivierung in ihre aktive Form gespalten. Dieser Weg wurde
bereits oben beschrieben. Der Caspase-1-unabhangige, ,nicht kanonische® Weg lauft
Uber Caspasen-4, -5 oder -11. Diese Caspasen konnen LPS von gramnegativen
Bakterien im Zytoplasma erkennen, was zur Caspase-Aktivierung und zur Pyroptose
fuhrt. AuRerdem wird Uber das N-terminale Fragment von Gasdermin D das NLRP3-

Inflammasom aktiviert und Caspase-1-abhangig IL-1B und IL-18 freigesetzt (57).



1.2 Inflammatorische Caspasen

Caspasen sind intrazellulare Aspartat-spezifische Proteasen mit einem Cysteinrest im
aktiven Zentrum. Die Caspasen sind im Laufe der Evolution weitgehend unverandert
geblieben und erfullen wichtige Aufgaben in der Inflammation und Apoptose (58). Alle
Caspasen von Saugetieren weisen eine CARD am N-terminale Ende auf. Die Caspasen
sind Zymogene, sie werden als inaktive Vorstufen (Pro-Caspasen) gebildet und erst

nach proteolytischer Spaltung aktiviert.

Entsprechend ihrer Funktion werden Caspasen in zwei grof3e Gruppen eingeteilt:
proapoptotische Caspasen, die die Apoptose einleiten (Caspasen-2, -3, -6, -7, -8, -9, -
10) und die inflammatorische Caspasen (Caspasen-1, -4, -5, -11, -12). Mause besitzen
drei inflammatorische Caspasen (Caspasen-1, -11 und -12) und Mensch vier (-1, -4, -5,
-12), wobei die Funktion von Caspase-12 unklar ist. Caspasen-4 und -5 stellen
Orthologe der murinen Caspase-11 dar (58,59). Die humane Caspase-12 wurde lange
als nicht funktionell eingestuft (60), aber vor kurzem wurde eine Rolle in der Apoptose
beschrieben, die durch den Stress im endoplasmatischen Retikulum hervorgerufen wird
(61).

Die Geschichte der Caspasen begann mit der Entdeckung der Protease-Aktivitat,
die das pro-IL-1B in die biologisch aktive Form uberfuhrte (62). Drei Jahre spater wurde

Caspase-1 als die dafur verantwortliche Protease beschrieben (63).

1.2.3 Caspase-1

Wie die Ubrigen Caspasen, wird Caspase-1 als Zymogen synthetisiert (Pro-Caspase-1,
45 Kilodalton (kDa)), welcher proteolytisch in zwei biologisch aktive Formen p20 (20
kDa) und pl10 (10 kDa), und weitere wahrscheinlich biologisch inaktive Formen
gespalten wird (64). Die CARD von Caspase-1 interagiert mit CARD der anderen
Proteine wie ASC zur Formation des Inflammasoms, wodurch die Caspase-1
autoproteolytisch aktiviert wird (65). Die Rolle von Caspase-1 bei der Prozessierung der
Zytokine pro-IL-1B und pro-IL-18 in ihre aktiven Formen wurde in Mausen erforscht, bei
denen Caspase-1 genetisch ausgeschaltet wurde (knock-out). Die Mause hatten auler
der Defekte in der IL-1B- und IL-18-Produktion eine Resistenz gegen septischen
Schock (54,66). Aufgrund ihrer Funktion in der Spaltung von IL-1B in seine aktive Form

wurde die Caspase-1 initial auch als ,IL-1B-converting enzyme®“ bezeichnet. Die Rolle
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von Caspase-1 bei der Pyroptose wurde vor allem im Mausmodell anhand der
Infektionen mit Shigella und Salmonella erforscht (48,49,67,68).

IL-118 ist eines der wichtigsten proinflammatorischen Zytokine und wird v.a. von
Makrophagen, dendritischen Zellen, Monozyten und neutrophilen Granulozyten
sezerniert. Es aktiviert das Immunsystem direkt oder tber die Aktivierung anderer
inflammatorischer Zytokine wie TNF-a (69) und IL-6 (70). Es fuhrt neben einer NFkB-
Aktivierung in den Zielzellen zur Expression der Zyklooxygenase Typ 2 (COX2),
Phospholipase A2 und induzierbarer Stickstoffmonooxid (NO)-Synthase (iNOS), die in
der Lage ist, NO zu produzieren. Die Folgen sind der Fieberanstieg, eine niedrigere
Schmerzschwelle, die Vasodilatation und Blutdruckabfall. Aul3erdem steigert das IL-13
die Expression der Adhasionsmolekiilen auf den Endothelzellen, wodurch die Adhésion

der neutrophilen Granulozyten auf die Endothelzellen geférdert wird (71).

IL-18 wurde friher als IFN-y-produzierender Faktor beschrieben, der die
Produktion von IFN-y in den Splenozyten stimuliert. Spater wurden weitere Funktionen
von IL-18 entdeckt, wie die Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen,
Aktivierung weiterer pro-inflammatorischer Zytokine und die Aktivierung von nattrlichen
Killerzellen (34,72).

Die Caspase-1 abhangige Pyroptose, die tUber Gasdermin D erfolgt, wurde im

vorherigen Kapitel beschrieben (53).

1.2.4 Caspasen-4 und -5

Einige Zeit lang wurde angenommen, dass die humane Caspase-4 nur flr Apoptose,
die durch den Stress im endoplasmatischen Retikulum hervorgerufen wird, wichtig ist
(73). Jedoch war es auch langer bekannt, dass die humanen Caspasen-4 und -5
funktionelle Orthologe der Caspase-11 der Maus sind. 2011 beschrieben Kayagaki und
Kollegen, dass die Caspase-11 fiur den LPS-vermittelten septischen Schock
verantwortlich ist (29). AuBBerdem wurde 2013 entdeckt, dass die Caspase-11 LPS
unabhangig von TLR4 erkennt (74,75). Es ist beschrieben, dass LPS aus
phagozytierten Bakterien durch das Guanylat-binding-Protein (GBP) ins Zytosol
gelangen und dort die Caspase-11 abhangige Pyroptose einleiten kann (76,77). Es kam
die Frage auf, ob die funktionellen Orthologen der Caspase-11 im Menschen die

gleichen Funktionen erfillen, was die Forschung an Caspasen-4 und -5 intensivierte.
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So entdeckte man, dass die Caspase-4 in der NLRP3-Inflammasom vermittelten
Aktivierung der Caspase-1 eine Rolle spiele. Hierbei kam es Caspase-4-abhangig zur
Freisetzung vom aktiven IL-1B in durch UV-B-Strahlen stimulierten humanen
Keratinozyten (78). In einer weiteren Studie in Keratinozyten beschrieben die Autoren,
dass Caspase-4 TLR3-abhangig zur Pyroptose fiihrt (79). Die Caspase-4-abhéngige
Pyroptose wurde auch anhand von Epithelzellen und ihrer Infektion mit Shigella flexneri
beschrieben (80). Legionella pneumophila fihrte in humanen Makrophagen zur
Caspase-4-abhangigen Pyroptose und IL-1a-Produktion, jedoch nicht zur IL-1B-
Freisetzung (81). Aul3erdem wurde in humanen Zellen entdeckt, dass die Caspase-4
eine nicht kanonische Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und damit IL-1(3-

Freisetzung auslost (82).

Fur Caspase-5 wurde in einigen Studien eine der Caspase-4 ahnliche Funktion
vermutet, da die Synthese der Caspase-5 auf mehrere proinflammatorische Stimuli mit
einer erhohten messenger RNA (mMRNA)-Synthese, Proteinexpression und katalytischer
Aktivitat reagierte (83). AuBerdem war Caspase-5 zusammen mit Caspase-4 nach einer
LPS-Stimulation fur IL-1B- und IL-1a-Produktion verantwortlich (84). Schlief3lich wurde
2014 beschrieben, dass die humanen Caspasen-4 und -5 &hnlich der murinen
Caspase-11 mit einer hohen Affinitdt direkt an LPS binden, was zur Caspase-1-
unabhangigen Pyroptose fihrt (57). Die Caspasen-4, -5 und -11 sind genauso wie die
Caspase-1 in der Lage, das pro-pyroptotische Protein Gasdermin zu spalten und damit

uber die Porenbildung in der Zellmembran die Pyroptose einzuleiten (53).

1.3 Die Reaktion der Immunzellen auf gramnegative Bakterien

Das angeborene Immunsystem initiiert eine Vielzahl an Reaktionsmechanismen zum
Schutz des Organismus gegen bakterielle Erreger. Einige dieser Mechanismen, wie die
Pyroptose, die Erkennung von PAMPs und die Aktivierung des Inflammasoms, wurden
in der Arbeit bereits beschrieben. Gramnegative Bakterien, die in dieser Arbeit am
Beispiel von EC erforscht wurden, farben sich mit der Gram-Farbung rot an, da sie im
Gegensatz zu grampositiven Bakterien keine dicke Mureinhille besitzen, sondern nur
eine dunne Peptidoglykanschicht sowie eine &ufere dinne Lipidmembran (85,86).
Wichtige Virulenzfaktoren gramnegativer Bakterien sind Bestandteile dieser
Lipidmembran LPS, welche in den letzten Jahrzehnten intensiv erforscht wurden (87).
Die Erkennung von LPS durch TLR4 wurde im vorletzten Kapitel beschrieben. Die
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Reaktion von Immunzellen auf lebende EC ist aul3erhalb der gastrointestinalen Mukosa
zwar lebensnotwendig, eine UberschieRende Antwort kann jedoch zur Sepsis und sogar

zum Tod des Organismus fiihren (88).

1.3.1 Escherichia coli

EC ist einer der bekanntesten Vertreter der Familie der Enterobakterien. Dieses
Bakterium ist gramnegativ, fakultativ anaerob und kommt im menschlichen und
tierischen Darm vor. Obwohl die meisten Stamme von EC nicht pathogen sind, gibt es
doch gefahrliche Serotypen, die Krankheiten auslésen kdénnen. Zu den
darmpathogenen EC zahlen sechs verschiedene Serotypen, die weltweit 160 Millionen
Durchfallerkrankungen und 1 Million Todesfélle verursachen, wobei vor allem die Kinder
unter funf Jahren in Entwicklungslandern betroffen sind (89). Diese Serotypen sind
enteropathogene EC (EPEC), enterotoxische EC (ETEC), enteroinvasive EC (EIEC),
enterohamorrhagische EC (EHEC), enteroaggregative EC (EAEC) und diffus-haftende
EC (DAEC) (90). AuRer den darmpathogenen gibt es uropathogene und neonatale
Meningitis auslosende EC, die haufig tUber eine Bakteriamie zu einer Sepsis fihren
(91). EC sind mit 44,7% die haufigsten Sepsis-auslosende Bakterien, gefolgt von
Staphylococcus aureus mit 26,8% (92).

Die pathogenen EC benutzen verschiedene Virulenzmechanismen, um den Wirt
zu befallen. Dazu zahlt die Adhasion an Zellen, die alle Stamme aul3er EIEC mittels
langer Fimbrien (Pilli) bewerkstelligen. Die Erkennung von Bakterien durch die
Wirtszellen erfolgt durch spezifische Rezeptoren, die mit Bakterienbestandteilen (z.B.
LPS) interagieren. Dafir wird ein Komplex zwischen LPS und LPS-Bindungsproteinen
(LBP) gebildet. LBP ist ein Plasmaprotein, welches zu akute-Phase-Proteinen gezahlt
wird. Die LPS/LBP-Komplexe werden vom TLR4-assoziierten cluster of differentiation
(CD)14-Protein erkannt. CD-14 ist ein Membranprotein, welches von Monozyten,
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten exprimiert wird. Die Signaliibertragung in
der Zelle findet MyD88-abhangig oder -unabhangig statt, was bereits beschrieben
wurde (93). Es kommt zur Aktivierung der weiteren phagozytierenden Zellen, die in der

Lage sind, Bakterien intrazellular aufzunehmen und zu bekampfen.
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1.3.2 Lebende und tote EC: RNA als vita-PAMP

Es ist seit Jahrzehnten bekannt, dass Lebendimpfstoffe eine starkere Immunreaktion
des Organismus hervorrufen als Totimpfungen (94). Man vermutete lange, dass diese
Tatsache auf die Virulenzfaktoren lebender Organismen und ihre Replikationsfahigkeit
zurUckzufuhren ist. Jedoch hinterlassen oft auch abgeschwéachte Erreger, die keine
Virulenzfaktoren besitzen, eine robuste Immunitat. Viele uns bekannten PAMPs wie
LPS und DNA sind in lebenden wie in toten Bakterien prasent. Sander und Kollegen
identifizierten 2011 jedoch ein sogenanntes vita-PAMP, welches nur in lebenden
Bakterien zu finden ist (95). Es handelte sich um die bakterielle mRNA in lebenden EC,
die vom Immunsystem direkt erkannt und zu einer starkeren Immunantwort fuhrte. Fur
die Studie wurde v.a. der apathogene EC K12 Stamm DH5a benutzt mit einer nattrlich
vorkommenden Thymidin-Auxotrophie (thyA’). Diesen Bakterien fehlen Virulenz- und
Replikationsfaktoren, die pathogene Stamme besitzen. Damit lassen sich die Analysen
auf das Merkmal ,Lebendigkeit® fokussieren. Anstatt der Effekte spezifischer
Virulenzfaktoren zu untersuchen kann man die Immunantwort gegen lebende EC direkt
mit der Antwort auf tote EC vergleichen. Dafir wurde der gleiche EC-Stamm
hitzeabgetotet (heat killed EC, HK EC). Es wurde gezeigt, dass nur lebende und nicht
hitzeinaktivierte EC zum Zelltod und zur Produktion von IL-1B und IFN-B fuhrten,
wahrend die Produktion der meisten ubrigen inflammatorischen Zytokine durch lebende
und tote Bakterien gleich stark induziert wurde. Die Zugabe von EC-RNA (isoliert aus
lebenden Bakterien) zu HK EC fuhrte zur vollstandigen Rekonstitution der der IL-1[-
Produktion und zur Pyroptose. Es stellte sich heraus, dass die mMRNA potenter war als
andere RNA-Arten, diese Immunantwort in murinen Makrophagen zu induzieren. Die
Immunantwort war abhangig vom TLR-Adaptorprotein TRIF, Caspase-1 und dem
NLRP3-Inflammasom. In einer friheren Studie wurde die Aktivierung der Caspase-1
durch bakterielle RNA ebenso beschrieben (96).

In der vorliegenden Arbeit wurde in Anlehnung an die zuvor beschriebene Studie
(95) der apathogene EC K12 Stamm DH5a benutzt mit der natirlich vorkommenden
Thymidin-Auxotrophie (thyA’), und die Immunantwort auf lebende oder hitzeinaktivierte

Bakterien in menschlichen Phagozyten untersucht.
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1.3.3 Sepsis und septischer Schock

Die Sepsis stellt eine lebensbedrohliche Systemerkrankung dar, die auf eine Infektion
zurUckzufihren ist und durch eine Dysregulation des Immunsystems entsteht. Die
Definition von Sepsis ist 2016 Uberarbeitet worden und bedarf keiner Systemic
Inflammatory Response Syndrom (SIRS)-Kriterien mehr (97). In der neuen Definition
spielt die Organdysfunktion (z.B. Nierenversagen) als Folge der Infektion die
entscheidende Rolle. Fir die Kriterien der Organdysfunktion wird der Sepsis-related
organ failure assessment (SOFA) Score verwendet, welcher die Lungen-, Nieren-,
Leber- und Kreislauffunktion erfasst sowie die Thrombozytenzahl und als Hinweis auf
ZNS-Schéadigungen die Glasgow Coma Scale. Demnach wird eine Sepsis bei Anstieg
des SOFA-Scores auf 22 Punkte definiert. Daneben existiert auch der vereinfachte
SOFA-Score, der klinisch schneller zu erfassen ist. In diesem sogenannten quick-SOFA
(qSOFA)-Score wird jeweils ein Punkt fir Folgendes vergeben: Atemfrequenz
222/Minute, Systolischer Blutdruck <100mmHG und Vigilanzminderung. Bei Zutreffen
von mindestens zwei Kriterien ist die septische Organdysfunktion wahrscheinlich. Die
SIRS-Kriterien haben keine Bedeutung fur die Definition mehr, kdnnen aber die
Diagnose der Sepsis unterstitzen und finden in der Klinik immer noch breite
Verwendung. Diese Kriterien sind: Korpertemperatur 238°C oder <36°C, Herzfrequenz
290/Minute, Atemfrequenz >20/Minute, Leukozytenzahl >12000/ul oder <4000/ul. Fur
einen SIRS missen mindestens zwei Kriterien erflllt sein (98). Die Letalitdt der Sepsis
lag in Deutschland zwischen 2007 und 2013 bei etwa 25% (99).

Schwere Verlaufe der Sepsis fuhren zum septischen Schock, einer massiven
Kreislaufdysregulation, die in der Regel eine intensives Volumenmanagement und eine
Katecholamintherapie erfordert. Dabei bleibt laut Definition der mittlere arterielle Druck
bei <65mmHg trotz adaquater Volumentherapie. AuBer der Kreislaufdysregulation
umfasst die Definition des septischen Schocks auch die zellulare Dysfunktion, die durch
Serum-Laktat >2mmol/L definiert ist. Bei Nachweis eines septischen Schocks betragt
die Krankenhaussterblichkeit >40% (97).

Die Pathophysiologie von Sepsis beruht auf der Aktivierung proinflammatorischer
Zytokine IL-1 und TNF-a als Reaktion auf PAMPs wie Endotoxine (LPS). Dies fluhrt zur
Aktivierung weiterer proinflammatorischen Signalwege wie dem Komplementsystem,

weiterer proinflammatorischer Zytokine wie z.B. IL-6 und dem migration inhibitory factor
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(MIF). Diese proinflammatorischen Faktoren flihren zu einer systemischen Reaktion,
obwohl der Ursprung der Sepsis meist ein Organ als Fokus hat. Auch
antiinflammatorischen Signalwege werden mitaktiviert, jedoch ist bei Sepsis die Balance
zwischen der pro- und der antiinflammatorischen Immunreaktion gestort. Es resultiert
eine Storung der Endothelzellfunktion sowie der Blutgerinnung. Die Zerst6rung von
Endothelzellen fihrt zum Kapillarleck und dem Verlust von Flussigkeit aus dem
GefaRsystem, was durch die Odementstehung im Korper zu sehen ist. Die Aktivierung
der Blutgerinnung fuhrt zur disseminierten intravasalen Koagulopathie, die anfangs am
Thrombozytenabfall und der Verlangerung der partiellen Thromboplastinzeit gemessen
werden kann und spéter zur Funktionsstorung der Organe (akutes Atemnotsyndrom,

akutes Nierenversagen) fuhrt (7).

1.3.4 Die Rolle der Caspase-4 in der Sepsis

Immunaktivierung durch  Bakterien kann Pyroptose und Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen auslésen, was bei Dysregulation der Immunreaktion
zur Sepsis fuhren kann (7). Ein Grof3teil der Sepsisforschung wird in Mausen gemacht.
Das Mausmodell dient dazu, antiinflammatorische Medikamente zu entwickeln, die z.B.
bei der rheumatoiden Arthritis eingesetzt werden (100). Es existieren aber einige
entscheidende Unterschiede zwischen dem murinen und dem humanen Immunsystem.

So sind Nager generell gegentber Endotoxinen deutlich toleranter als Menschen (101).

Einer der Unterschiede des menschlichen und des murinen Genoms ist, dass
Caspase-11 bei Menschen durch die Caspasen-4 und -5 ersetzt ist. Die murine
Caspase-11 wurde fur die LPS-induzierte Letalitat und die Aktivierung der Caspase-1
verantwortlich gemacht (29). Caspase-4 ist eine inflammatorische Caspase, die fur die
Pyroptose und die Inflammasom-Aktivierung verantwortlich ist (81). Transgene Mause,
denen durch die genetische Manipulation das menschliche Caspase-4-Gen hinzugefugt
wurde, waren gegenuber LPS viel sensitiver als Wildtyp-Méause. In ,bone marrow-
derived’ macrophages (BMMs) wurde aulRerdem nachgewiesen, dass Caspase-4 die
Aktivierung von Caspase-1 unterstiitzt, ohne das NLRP3-Inflammasom zu aktivieren.
Diese Daten weisen darauf hin, dass Caspase-4 moglicherweise eine wichtige Rolle in

der Entstehung der Sepsis im Menschen spielt (102).
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1.4 Ziel der Arbeit

Das angeborene Immunsystem steht an vorderster Front der Abwehr gegen Pathogene
wie EC. Die Bestandteile des Erregers werden durch PRRs erkannt, was Uber die
intrazellularen Signalkaskaden zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und
Aktivierung der systemischen Immunantwort fuhrt. Eine robuste Immunantwort ist
unabdingbar fur die effektive Abwehr von Infektion mit Bakterien wie EC. Jedoch kann
eine Uberschie3ende dysregulierte Immunantwort zur Sepsis und zum Tod fuhren (91).
Aus diesem Grund muissen die Immunreaktionen des angeborenen Immunsystems

streng reguliert werden.

Die inflammatorischen Caspasen spielen fur die Reaktion auf die gramnegativen
Bakterien eine mutmallich wichtige Rolle. Caspase-1 ist bislang am besten erforscht,
jedoch gibt es Hinweise, dass Caspase-4 fur die Entstehung der Sepsis (mit-
)verantwortlich ist (102). Diese Caspase fehlt im murinen Genom, was die Erforschung
der Sepsis anhand der gangigen Mausmodelle erschwert. Die Rolle von Caspase-4 ist
daher im Gegensatz zu Caspase-1 bisher nur unzureichend erforscht worden. Das Ziel
dieser Studie ist es, die Funktionen von Caspase-1 und Caspase-4 und anderer
inflammatorischer Caspasen bei der Reaktion auf lebende EC zu untersuchen und die
Unterschiede zwischen der Immunantwort auf lebende und tote Bakterien zu

charakterisieren.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Zellen

2.1.1 Humane Monozyten

2.1.1.1 Die Gewinnung der Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs)
PBMCs wurden mittels Pancoll-Dichtegradientenzentrifugation aus Buffy Coats von
Blutspendern (Leukozytenfilm) isoliert. Zuvor wurde der Buffy Coat 1:1 mit Wasch-
Puffer gemischt. 25ml des verdinnten Buffy Coats wurden auf 20ml Pancoll geschichtet
und fur 25 Minuten ohne Bremse bei 1000g zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren
wurde die mittlere Leukozytenschicht vorsichtig entnommen und in ein neues 50ml-
Roéhrchen Uberfihrt. AnschlieBend wurden die so gewonnenen PBMCs im 50ml Wasch-
Puffer resuspendiert und fur 10 Minuten bei 300g mit Bremse zentrifugiert. Dieser
Schritt wurde noch zwei Mal wiederholt, das erste Mal bei 200g, das zweite Mal bei

160g. Der Uberstand wurde jedes Mal vollstandig entfernt.

2.1.1.2 Die Isolierung der Monozyten aus PBMCs

CD14'CD16" klassische Monozyten wurden aus PBMCs mittels immunomagnetischer
Negativselektion mit dem EasySep™ Human Monocyte Enrichment KITs (Stemcell
Technologies) entsprechend der Herstellerangaben isoliert. Kurzgefasst, wurden
PBMCs in einer Konzentration von 5 x 10’Zellen/ml im EasySep™-Puffer vorbereitet.
Danach wurden den Zellen 50ul/ml des EasySep™-Antikdrpergemisches zugesetzt,
welches unter anderem Anti-CD16-Antikorper enthielt. Die Antikdrperldsung wurde gut
mit den Zellen vermischt und fur 10 Minuten bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurden
50ul/ml der EasySep™-Magnetpartikeln hinzugefiigt und fir 5 Minuten bei 4°C
inkubiert. SchlieB3lich brachte man das Gemisch aus PBMCs, Antikdrper und
Magnetpartikeln auf 2,5ml Gesamtvolumen mit EasySep™-Puffer und stellte das
Gemisch fur 2,5 Minuten bei Raumtemperatur in den EasySep ™-Magneten. Nach 2,5
Minuten wurden die nicht gebundenen Zellen durch vorsichtiges Dekantieren in ein
neues Ro6hrchen Uberfihrt. Die Monozyten wurden anschlielend gezahlt mittels
Neubauer-Zéhlkammer und auf eine Konzentration von 10° Zellen/ml eingestellt. Die
Reinheit der Zellen wurde mehrfach kontrolliert und lag in der Regel bei 85-95%
CD14'CD16 Monozyten.
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2.1.2 Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen (MoDC)

Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen (MoDC) wurden aus Monozyten mit Hilfe der
Differenzierungsfaktoren IL-4 (50ng/ml, Peprotech) und Granulocyte Macrophage
Colony-Stimulating Factor (GM-CSF, 10ng/ml, Peprotech) fur 4 Tage im
Zellkulturmedium differenziert. Die Monozyten wurden dafir in einer Konzentration von
75 x 10* Zellen/well in 24-Mikrotiterplatten ausgesat. Am Tag 1 und Tag 3 nach dem
Aussaen wurde die Halfte des Mediums vorsichtig gewechselt und frisches

Differenzierungsmedium hinzugeflgt.

2.1.3 THP-1 Zellen

2.1.3.1 Caspase-1 defiziente THP-1 Zellen

Caspase-1 defiziente THP-1 Zellen (stabil mit shRNA transduziert) wurden bei
Invivogen erworben und entsprechend der Herstellerangaben kultiviert. Die Zellen
wurden in 10ml RPMI-Zellkulturmedium unter Zusatz von 1% Penicillin/Strepromycin in
einer T25-Zellkulturflasche zwei Tage Kkultiviert. Danach wurde den Zellen das
Selektionsantibiotikum Hygromycin in einer Konzentration von 200ug/ml zugesetzt und
die Zellen fur weitere zwei Tage damit belassen. Anschlielend wurde die erste
Passage in 1ml Aliquots in Einfriermedium (FCS und 10% DMSO) eingefroren.

Nach der Entnahme neuer Passage aus dem Stickstoff, wurden die Zellen
zunéachst fur eine Woche im Zellkulturmedium (+Penicillin/Streptomycin) kultiviert, vor

erneuter Selektion wurde Hygromycin fur zwei Tage hinzugefugt.

Nach Selektion wurden die Zellen im Zellkulturmedium in Multiwell-Platten
ausgesat und fur 24 Stunden mit 200nM phorbol-12-myristate-13-acitate (PMA)
stimuliert. Am folgenden Tag wurde das Medium vollstandig entfernt und durch PMA-
freies Zellkulturmedium ersetzt. Die nachsten Mediumwechsel fanden am 3. Tag und 4.
Tag statt, wobei am 4. Tag anstatt von 10% Fetales Kalberserum (FKS) 2% FKS

benutzt wurde.

2.1.3.2 Stabile THP-1 Zelllinien
Es wurden stabile THP-1 Zelllinien etabliert, in denen mittels der lentiviralen
Transduktion jeweils shRNA-pools gegen Caspase-4 und das ASC exprimiert wurden.
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AulRerdem wurde eine separate Kontrollvektor-Zelllinie generiert (pLKO.puro). Das
detaillierte Vorgehen ist unter 2.7. aufgefihrt.

Die Zellen wurden in Zellkulturmedium unter Zusatz von Penicillin/Streptomycin
kultiviert und in T75-Flaschen mit Selektionsantibiotikum Puromycin in der daflr
bestimmten Konzentration von 2,5ug/ml fur drei Tage selektioniert. Die Zellen wurden
danach in Multiwell-Platten ausgesat und anschliel3end wurde mit den Zellen genauso

verfahren wie mit Caspase-1 defizienten THP-1 Zellen.

2.2 Bakterien

Fir die Infektion der Zellen wurde der EC K12 Stamm DH5a benutzt. Natirlich
vorkommende Thymidin-auxotrophe Mutanten (thyA’) wurden auf Luria-Bertania (LB)-
Agarplatten mit 50pg/ml Trimethoprim und 500pg/ml Thymidin selektiert. Auxotrophie
wurde durch die Inokulation und die Ubernachtkultur einzelner Kolonien im LB-Medium
bestétigt, die nur in Anwesenheit von Thymidin wuchsen und gegenuber Trimethoprim
resistent waren. Die Bakterien wurden in LB-Medium mit 30% Glycerol aliquotiert und
bei -80°C gelagert.

Fur die Vorbereitung der hitzeinaktivierten EC wurden EC thyA™ Uber Nacht bei
37°C, 5% CO, im Schuttelinkubator kultiviert. Die Ubernachtkultur wurde mit PBS auf
eine optische Dichte bei 600nm (ODgoo) von 0,6 verdinnt und fir 90 Minuten bei 60°C
im Wasserbad inaktiviert. Dann wurde die Kultur auf Raumtemperatur gekihlt, mit 30%

sterilem Glycerol je 10ml aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Zur Vorbereitung der Infektion wurden EC in 5ml LB-Medium (+50ug/ml
Trimethoprim und 500pg/ml  Thymidin) Gber Nacht bei 37°C, 5% CO; im
Schuttelinkubator kultiviert. Diese Kultur wurde morgens 1:10 in LB-Medium verdunnt
und die Konzentration der Bakterien wurde mittels der ODgoo gemessen. Dann wurden
EC in 20ml LB-Medium und den erforderlichen Antibiotika auf ODgp=0,1 verdiinnt. Die
Bakterien wurden fur etwa 1,5-2 Stunden bei 37°C, 5% CO, im Schittelinkubator
kultiviert, bis zu einer ODgoo Von 0,65 bis 0,85. Aus der Kultur wurden 15ml entnommen
und zwei Mal in Phosphatpuffer (PBS) bei 4600 RPM flr 6 Minuten zentrifugiert, um die
Reste der Antibiotika und des LB-Mediums zu entfernen. Das Pellet wurde in PBS

resuspendiert, 1:10 in PBS verdunnt und die optische Dichte (ODggg) wWurde gemessen.
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Die erforderlichen Verdiunnungen der Bakterien wurden vorbereitet. Dabei wurde die
folgende Formel benutzt: ODggol = 5 x 10°EC/m.

Die Einstellung der Konzentration der HK EC erfolgte genauso wie bei den

lebenden Bakterien.

2.3 Infektion der Zellen mit Bakterien

Die hier durchgefihrte Infektion der Zellen mit EC wurde wie friher beschrieben
durchgefiihrt (95). Die isolierten Monozyten wurden zu 1 x 10°Zellen/Well (=10%/ml) in
96-well-Platte in Antibiotika- und Thymidin-freien Zellkulturmedium ausgesat und nach 2

Stunden infiziert.

MoDC wurden zu 7,5 x 10°Zellen/Well in einer Konzentration 1 x 10°Zellen/ml im
Zellkulturmedium + Differenzierungsfaktoren ausgesat. Die Infektion fand am 4.

Differenzierungstag statt.

THP-1 Zellen wurden zu 5 x 10°Zellen/Well in einer Konzentration von 1 x 10°

Zellen/ml im Zellkulturmedium ausgesat und am 4. PMA-Stimulationstag infiziert.

Die Infektion der Monozyten wurde mit einer multiplicity of infection (MOI) von 10
(d.h. 1 Zelle:10 Bakterien) der EC und HK EC, die Infektion der dendritischen Zellen
und der THP-1 Zellen mit einer MOI 30 der EC und der HK EC durchgefuhrt.

EC und HK EC wurden in einer Konzentration von 1 x 10%ml verwendet. Die
geforderten MOIs wurden vorbereitet und den Zellen hinzugefiigt. Nach der Infektion
wurden die Zellen fur eine Minute bei 2500 RPM zentrifugiert und fir 90 Minuten in den
Inkubator gestellt. Nach der Inkubationszeit wurde in alle Bedingungen 1%
Penicillin/Streptomycin zugegeben um samtliche Bakterien abzutéten. Dann wurden die
infizierten Zellen fur 16 Stunden in den Inkubator gestellt und anschlieBend die
Uberstande fur ELISA und Zelltod-Messungen sowie die Lysate fiir Western-Blot

gewonnen.

2.4 Caspase-Inhibitoren

Mit Caspase-Inhibitoren wurden die Monozyten vor der Infektion mit EC oder HK EC 30

Minuten lang inkubiert. Die Inhibitoren waren in einer Konzentration von 2mM in DMSO
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geldst und wurden 1:1000 den Zellen hinzugefiigt. Als Negativkontrolle wurde das
Lésungsmittel DMSO allein ebenso 1:1000 verwendet. Nach 30 Minuten Inkubationszeit

folgte die oben beschriebene Infektion mit EC oder HK EC.

Beschreibung Inhibitor Firma

Caspase-1 Inhibitor Z-YVAD-FMK Enzo Life Sciences
Caspase-2 Inhibitor Z-VDVAD-FMK Enzo Life Sciences
Caspase-3 Inhibitor Z-DEVD-FMK Enzo Life Sciences
Caspase-4 Inhibitor Z-LEVD-FMK MBL International
Caspase-5 Inhibitor Z-WEHD-FMK Enzo Life Sciences
Caspase-6 Inhibitor Z-VEID-FMK Enzo Life Sciences
Caspase-8 Inhibitor Z-IETD-FMK Enzo Life Sciences
Caspase-9 Inhibitor Z-LEHD-FMK Enzo Life Sciences

Tabelle 1: die Liste der verwendeten Caspase-Inhibitoren

2.5 Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms

Far die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms wurden LPS und Nigericin verwendet.

Fur die Stimulation der MoDC wurden die Zellen am 4. Differenzierungstag mit
1lpg/ml LPS (EC ultrapure (Invivogen)) fur 4 Stunden inkubiert und anschlieRend mit
10uM Nigericin (Sigma) fur 1,5 Stunden stimuliert.

Fur die Stimulation der THP-1 Zellen wurden die Zellen am 4. PMA-
Stimulationstag mit 100ng/ml LPS flir 4 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde 10uM

Nigericin fir 1,5 Stunden zugesetzt.

2.6 RNA-Transfektion

2.6.1 Praparation von bakterieller RNA aus EC
Die Isolation der Gesamt-RNA aus EC fand mit dem E.Z.N.A.® Bacterial RNA Kit
(Omega Bio-tek) entsprechend den Herstellerangaben statt. Alle fir die RNA-

Praparation notwendigen Reagenzien waren im E.Z.N.A.® Bacterial RNA Kit enthalten.
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2.6.2 Transfektion der THP-1 Zellen mit der Gesamt-RNA aus EC

Fur die RNA-Transfektion wurden THP-1 Zellen zu 1 x 10° Zellen/Well in 96-Well-Platte

in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml im Standardzellkulturmedium ausgesét.

Am 4.PMA-Stimulationstag wurde mithilfe des nicht-liposomalen
Transfektionsreagenz  Viromer® RED die Gesamt-RNA entsprechend der
Herstellerangaben transfiziert. Dafur wurde die isolierte RNA zu 100pg/ml mit dem
mitgelieferten Buffer E gel6st. Fir eine Loésung aus Viromer® und RNA wurde Viromer®
1:10 mit der verdinnten RNA vermischt. Diese Loésung wurde 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, bevor der RNA-Viromer®-Komplex 1:10 zu den Zellen
gegeben wurde. Die Endkonzentration von RNA betrug 10pg/ml.

Die Uberstande wurden nach 17 Stunden geerntet und fir Zelltod- und ELISA-

Messungen verwendet.

2.7 Lentivirale Gentransduktion

2.7.1 Allgemeines
Die Lentivirale Gentransduktion wurde durchgefuhrt wie von Satoh und Manel
beschrieben (103).

2.7.2 Plasmide

Fur jede Transduktion wurde jeweils ein shRNA-Vektor (z.B. casp-4-shRNA) und als
Hilfsvektor Simianes Immundefizienz-Virus-Virus-like-particles (SIV-VLP), welcher das
Vpx-Protein kodiert. Das Vpx-Protein fiihrt zum Abbau von SAM domain and HD
domain-containing protein 1 (SAMHD1), wodurch die Infektion der Zelle mit dem Virus
nicht mehr blockiert wird. Myeloide Zellen, wie die hier verwendeten MoDC oder THP-1
Zellen exprimieren hohe Level am SAMHD1, weshalb die vpx SIV-VLP Hilfspartikel
eingesetzt wurden. psPAX2 wurde als packaging plasmid (Verpackungsplasmid)
verwendet, welches die ndtigen viralen Proteine exprimiert. pPCMV-VSVG wurde flr die
Expression des Hiillproteins G des vesikularen Stomatitis Virus bendtigt. Als Kontrolle

wurde ein Leervektor, der pLKO.1puro, eingesetzt.
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2.7.3 Plasmidpréaparation
Die shRNA-pLKO.1puro Vektoren und die ubrigen Plasmide wurden von Thermo
Scientific als EC-Kultur in 2xLB-Lennox und 8% Glycerol und 100ug/ml Carbenicillin
geliefert. Die Praparation der Plasmide erfolgte entsprechend der Herstellerangaben.
Fur alle Hilfspartikeln und den Leervektor pLKO.1puro wurde als Selektionsantibiotikum
Ampicillin (100pg/ml) verwendet, fur alle anderen Vektoren wurde Carbenicillin zu
100pg/ml eingesetzt. Am nachsten Tag wurden einzelnen Kolonien ,gepickt® und in 3ml
LB-Lennox mit 100ug/ml des jeweiligen Selektionsantibiotikums inokkuliert, am Abend
des gleichen Tages in ein gréf3eres Volumen von 30ml LB-Lennox mit Carbenicillin oder
Ampicillin Uberfuhrt. Die Ubernachtkultur wurde pelletiert und fir die Plasmidisolation

verwendet.

Fur die Plasmidpraparation wurde das PureLink®HiPure Plasmid DNA Purification
Kit (ThermoFisher) entsprechend der Herstellerangaben zur Midipraparation verwendet.
Die gereinigten Plasmide wurden in etwa 50-100ul TE-Puffer (TE), je nach sichtbarer
Menge des Plasmids, resuspendiert. Die Menge der gereinigten DNA wurde mittels

Nanodrop bestimmt und anschlie3end bei -20°C gelagert.

2.7.4 HEK293T-Zellen
Es wurden Lenti-X-293T-Zellen von Clontech Laboratories verwendet und entsprechend
dem mitgelieferten Protokoll behandelt. Kurzgefasst, wurden die Zellen gleich nach der
Ankunft im Wasserbad erwarmt, in 10ml des warmen HEK-Zell-Mediums lbertragen
und gut gemischt. AnschlieBend wurden die Zellen bei 100g fur 5 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 10ml Medium resuspendiert. Die
Zellen wurden nun auf die kollagenbeschichtete Zellkulturflasche (T75) Gbertragen und
bei 37°C und 5% CO, fur 48 Stunden inkubiert bis die Zellen eine hohe Konfluenz

zeigten und somit passagiert werden konnten.

Ein Teil der Zellen wurde gleich in der ersten und in der zweiten Passage
eingefroren. Die restlichen Zellen wurden weiter passagiert. Fir das Ablosen der Zellen
aus der Flasche wurde das Medium abgesaugt und 2ml Trypsin fir eine T75- und 4ml
Trypsin fur eine T175-Zellkulturflasche dazugegeben. Die Zellen wurden mit Trypsin fur
etwa 5 Minuten bei 37°C und 5% CO;inkubiert bis sie sich vom Flaschenboden sichtbar
|6sten. Dann wurden die HEK293T-Zellen im sterilen PBS aufgenommen und bei 1200

RPM fir 5 Minuten zentrifugiert.
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Fur die Transfektion wurden nur Zellen verwendet, die nicht alter als Passage 20

waren.

2.7.5 Transfektion der HEK293T-Zellen

Nachdem Auftauen wurden die Zellen mindestens zwei Mal gesplittet bis sie eine hohe
Konfluenz und die nétige Menge erreicht hatten. Zur Transfektion wurden die Zellen
geerntet und in 6-Well-Platten in einer Konzentration 5,5 x 10° Zellen/ml in 2ml
ausgesat. Am gleichen Tag nach ca. 8 Stunden wurden die HEK293T-Zellen mit
lentiviralen Vektoren transfiziert. Am nachsten Tag wurde die Halfte des Mediums durch

frisches ersetzt.

Die Transfektion und die Transduktion der HEK-Zellen wurde wie von Satoh und
Manel beschrieben (103) durchgefuhrt. Es wurden folgende Plasmid-Konzentrationen

verwendet:
Vektorname Plasmid Menge (1g)
Lentiviraler Vektor fur pLKO.1lpuro oder Zielgen 1,6
das Zielgen oder
Kontrollvektor psPAX2 1
(pLKO.1puro)
pCMV-VSVG 0,4
Hilfspartikel SIV-VLP pSIV3+ 2,6
pCMV-VSVG 0,4

Tabelle 2: eingesetzte DNA-Mengen fur Transfektion (pro Well), modifiziert nach
(103)

Es wurde eine Ldsung aus 200ul DMEM und 8ul Transfektionsreagenz TransIT-
293 vorbereitet. Die Losung wurde gut gemischt und anschlieRend fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, das bendtigte DNA-Volumen hinzugefiigt und fur weitere 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. SchlieBlich wurde das Transfektionsgemisch
tropfenweise gleichmafig auf HEK293T-Zellen verteilt und die Zellen dann fir 18
Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach 18 Stunden wurde das gesamte Medium
entfernt und durch frisches ersetzt. Die Zellen wurden anschiel3end fir weitere 24
Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
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2.7.6 Lentivirale Transduktion von MoDC
Der Uberstand der HEK293T-Zellen, der die fertigen lentiviralen Partikel enthielt, wurde

geerntet und die Zelltrimmer mit Hilfe eines 0,45um Spritzenfilters entfernt.

Die Zielzellen (MoDC) wurden aus primaren Monozyten differenziert (siehe 2.1.2).
Fur die Differenzierung und die anschlieRende Transduktion mit lentiviralen Vektoren
wurden die Zellen in 24-Well-Platten in einer Konzentration 1 x 10°Zellen/ml zu 7,5 x
10°Zellen/Well ausgesit. Es wurden auf 750l Zellmedium 375pl des lentiviralen
Uberstandes und 375l des SIV-VLP Uberstands ubertragen. Dazu wurden 1,5ul von
einer 1000-fach konzentrierten Protamin-Lésung hinzugegeben. Protamin beschleunigt
die Bindung der Viren an die Zellen, indem es negative Ladungen der Zell- und der
Virusmembran neutralisierte. Die hinzugegebenen Vektoren wurden vorsichtig gemischt
und fur 4 Tage bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Parallel wurden die Monozyten mit GM-
CSF und IL-4 zu MoDC differenziert (siehe 2.1.2).

2.7.7 Testung der shRNA-Vektoren
Um den Vektor zu finden, mit dem man einen starken Knock-Down des Zielgens
erreicht, wurden als Erstes alle vorhandenen lentiviralen shRNA-Vektoren (meistens 3-4
pro Gen) in MoDC einzeln getestet. Der Effekt des Knock-Downs wurde Uberpruft,
indem die Zellen mit EC MOI 30 infiziert wurden. Die Prifung des Knock-Down-Effekts
fand mit Western Blot und ELISA statt. Die shRNA-Vektoren mit dem starksten Knock-

down wurden fir die eigentlichen Versuche weiterverwendet.

In MoDC wurden die zwei besten lentiviralen shRNA Vektoren fur Caspase-4
einzeln eingesetzt. Fir die Etablierung der stabilen THP-1 Zellen wurde der Caspase-4
Klon mit der Identifikationsnummer TRCN0000003512 (GE Dharmacon Inc) genutzt.
Fur die Herstellung der stabilen shRNA-ASC THP-1-Zellen wurden drei der besten ASC
shRNA Vektoren gepoolt eingesetzt.

Zielgen der sh-RNA Klon-ID Herkunft
pSIV3+ Plasmid #35979 Geschenk von Nicolas
Manel
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psPAX2 Plasmid #12260 Addgene
pCMV-VSVG Plasmid #8454 Addgene
pLKO.puro Plasmid #8453 Addgene

Tabelle 3: die Liste der Plasmide, die bei allen Versuchen eingesetzt wurden

(Hilfspartikel und Kontrollvektor)

Zielgen der sh-RNA Klon-ID Herkunft
Caspase-1 TRCNO0000003503 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
Caspase-1 TRCNO0000003504 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
Caspase-1 TRCNO0000010796 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
Caspase-1 TRCNO0000118459 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
Caspase-1 TRCNO0000118460 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
Caspase-4 TRCNO0000003510 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
Caspase-4 TRCNO0000003511 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
Caspase-4 TRCNO0000003512 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
Caspase-4 TRCNO0000003513 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
Caspase-4 TRCNO0000003514 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
ASC (PYCARD) TRCNO0000059073 GE Healthcare

Dharmacon Inc.
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ASC (PYCARD) TRCNO000059074 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
ASC (PYCARD) TRCNO000059075 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
ASC (PYCARD) TRCNO000059076 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
ASC (PYCARD) TRCNO000059077 GE Healthcare

Dharmacon Inc.

Tabelle 4: Liste aller getesteten lentiviralen shRNA-Vektoren.

Zielgen der sh-RNA Klon-ID Herkunft
Caspase-4 TRCNO0000003510 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
Caspase-4 TRCNO0000003512 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
ASC (PYCARD) TRCNO0000059073 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
ASC (PYCARD) TRCNO0000059075 GE Healthcare
Dharmacon Inc.
ASC (PYCARD) TRCNO0000059076 GE Healthcare

Dharmacon Inc.

Tabelle 5: die Liste der

Vektoren

2.7.8 Etablierung
Transduktion

stabiler

2.7.8.1 Puromycin Kill Curve

Die hier eingesetzten lentiviralen Vektoren kodieren eine Puromycinresistenz. Fur die
Selektion stabil transduzierter Zellen mittels Puromycin wurde zuné&chst die niedrigste

Puromycin-Konzentration ermittelt, bei der die THP-1-Wildtyp (WT)-Zellen sterben, aber

die transduzierten Zellen Uberleben.
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THP-1 Zellen wurden in 12-Well-Platten in einer Konzentration von 2 x 10°
Zellen/ml je 1ml ausgesat. Puromycin wurde jeweils zu Oupg/ml; 0,5pug/ml; 1pg/ml;
2,5ug/ml; 5pg/ml und 10pg/ml (jeweils in Duplikaten) hinzugefigt. Es wurden fur 4 Tage
tagliche Zelltodmessungen durchgefihrt. Dafir wurden jeden Tag jeweils 10ul aus
jedem Well entnommen, 1:1 mit Trypanblau gemischt und der Anteil an toten Zellen mit
Hilfe der Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Es wurde die Konzentration an Puromycin
gewahlt, bei der am 3. Tag 100% der THP-1-WT-Zellen tot waren, die transduzierten
Zellen jedoch >90% vital waren. Dies traf fur eine Konzentration von 2,5ug/mi

Puromycin zu.

2.7.7.2 Transduktion der THP-1 Zellen mit lentiviralen Vektoren
Es wurden die Vektoren fiir Caspase-4, ASC und als Kontrolle Leervektor (pLKO.puro)

eingesetzt, die daftr frisch in den HEK-Zellen produziert wurden

THP-1 Zellen wurden fiir die Transduktion in 6-Well-Platten in einer Konzentration
von 1 x 10° Zellen/ml in 1ml Zellkulturmedium in Triplikaten ausgesat. Am gleichen Tag
wurden 500ul des lentiviralen Vektors (Zielgen oder Kontrollvektor) und 500ul des
Hilfspartikels SIV-VLP zugegeben. Dazu fligte man 2ul der 1000fach konzentrierten
Protamin-LAosung hinzu. Diese Lésung wurde in den Wells vorsichtig gemischt und die
Platten bei 32°C und 800 RCF fur 45 Minuten zentrifugiert. Danach inkubierte man die
Zellen bei 37°C und 5% CO..

24 Stunden nach der Transduktion wurde der Inhalt der jeweiligen drei Wells in ein
15 ml-Réhrchen uUberfihrt und bei 1200 RPM fiur 7 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend in 10ml Zellkulturmedium resuspendiert
und fur zwei Tage in eine T25-Zellkulturflasche Uberfuhrt. Nach 2 Tagen wurden die
Zellen in  T75-Zellkulturflaschen und nach weiteren zwei Tagen in T175-
Zellkulturflaschen Uberfihrt. Nun wurden die Zellen mit dem Selektionsantibiotikum
Puromycin in einer Konzentration 2,5 pg/ml fur drei Tage selektiert. Danach konnten die
Zellen eingefroren und der Knock-Down-Effekt Uberpruft werden.

2.8 ELISA

Die Konzentrationen der Zytokine IL-113, IL-6 und TNF-a wurden aus Zelluberstanden

mithilfe von kommerziellen ELISA-Kits entsprechend der Herstellerangaben gemessen.
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Es wurden hierfir Kits ELISA Ready-Set-Go!® von eBioscience fiur die Zytokine IL-103,
IL-6 und TNF-a benutzt.

2.9 Zelltod-Messung

2.9.1 Messung der Laktatdehydrogenase-Freisetzung

In humanen Monozyten wurde der Zelltod nach einer Infektion mit EC und mit HK EC
anhand der Laktatdehydrogenase (LDH)-Freisetzung gemessen. LDH ist ein Enzym,
welches bei der Lyse der Zelle in den Extrazellularraum freigesetzt wird. Monozyten
wurden in einer Konzentration von 1 x 10°ml jeweils zu 100pl in 96-Well-Platten

ausgesat und fur 16 Stunden mit EC oder HK EC infiziert.

Die LDH-Messung wurde mittels eines kommerziellen Kits von Abcam
entsprechend der Herstellerangaben durchgefihrt. Fir die Positivkontrolle wurde die
mitgelieferte Zelllyse-Losung in einer Konzentration von 10% des Volumens auf die
Zellen gegeben und fir 30 Minuten bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Formel fur die
Berechnung des Zelltodes lautete: LDH-Freisetzung im  Verhdltnis zu
Maximum=(ODpope—O Dkontrolie)/ (O Dmaximum—ODkontrolie) X1 00.

2.9.2 Messung der Adenylat-Kinase-Freisetzung
Fur MoDC und THP-1 Zellen wurde der Zelltod mittels der Adenylat-Kinase (AK)-
Freisetzung gemessen. Die AK ist ein Enzym, welches nach der Zerstérung der
Zellmembran freigesetzt wird. Die Zellen wurden in oben beschriebenen

Konzentrationen jeweils fur Infektion und Stimulation ausgesat.

Die AK-Freisetzung wurde mittels des ToxiLight™ bioassay kit von Lonza
entsprechend der Herstellerangaben gemessen. Fur die Positivkontrolle (maximaler
Zelltod) wurde Triton X-100 in einer Konzentration von 1:100 den Zellen hinzugeflgt
und die Zellen fir 30 Minuten damit inkubiert bis die Uberstande geerntet wurden.
Zelliberstande wurden auf Raumtemperatur gebracht und je 20ul in Lumineszenz-
kompatiblen 96-Well-Platten Ubertragen. Anschlielend fiigte man 100ul des
mitgelieferten Detektionsreagenz hinzu und inkubierte die Platten 5 Minuten bei
Raumtemperatur. Dann wurden Lumineszenzsignale im Mikroplatten-Reader
gemessen. Die Ermittlung der jeweiligen Prozentwerte im Verhdaltnis zum maximalen

Zelltod wurde analog zu der Rechnung der LDH-Freisetzung gemacht.
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2.10 Western Blot

2.10.1 Probenvorbereitung fur Western Blot

2.10.1.1 Vorbereitung der Lysat-Uberstand-Mischungen
Fur die Darstellung der Proteine mittels Western Blots wurden Gemische aus

Zelllysaten und Zelluberstanden von MoDC und THP-1 Zellen verwendet.

Zellen wurden in oben beschriebenen Konzentrationen fur Infektion und
Stimulation ausgeséat. Fur die Gewinnung der Gemische aus Zelllysaten und -
Uberstanden wurden etwa 80ul der Zelluberstande in den Wells belassen und 80pl von
Radioimmunoprecipitation Assay Buffer (RIPA-Puffer)/Well mit Proteaseinhibitoren
(Complete Mini, Roche) auf die Zellen gegeben und durch griindliches Resuspendieren
lysiert. Zu der vorbereiteten Losung (Zelllysate+Zelliberstande+RIPA-Puffer mit
Proteaseinhibitoren) wurde anschlielend 5x-konzentrierter Lammli-Puffer zugeflgt.
AnschlieBend wurden die Proben bei 95°C im Heizschuttler fur 5 Minuten denaturiert,
bei 10000 RCF zentrifugiert und der Uberstand bei -80°C gelagert.

2.10.1.2 Prazipitation von Zelluberstanden mittels Methanol-Chloroform-Fallung
Fur den Nachweis von IL-13 wurde der Zelliberstand der THP-1 Zellen verwendet und
durch Methanol-Chloroform-Fallung nach dem Protokoll von Jakobs et al.
,Jmmunobloting for active caspase 1 (104) prazipitiert. Daftr wurden THP-1 Zellen zu 5
x 10°Zellen/Well je 1 x 10%ml in 24-Well-Platten ausgesét und anschlieBend stimuliert

oder infiziert.

Zu 300ul des gewonnenen Uberstandes wurden 300pl Methanol und 75l
Chloroform dazugegeben. Danach wurden die Proben fir 30 Sekunden am
Vortexmischer geschittelt und anschlie3end fur 5 Minuten bei 13000 RCF zentrifugiert.
Die obere wassrige Schicht wurde entfernt und 300ul Methanol zu jeder Probe
hinzugefigt, am Vortexmischer gehalten bis die Proteinschicht ausflockte. Daraufhin
wurden die Proben erneut bei 13000 RCF fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet fir 5 Minuten bei 55°C getrocknet. Das Pellet wurde in 40pl
RIPA-Puffer+Protease-Inhibitoren+5x Lammli-Puffer resuspendiert und gevortext.
Anschliel3end wurden die Proben bei 95°C fur 5 Minuten im Hitzeschuttler denaturiert

und bei -80°C gelagert.
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2.10.2 SDS-PAGE Gelelektrophorese
Die SDS-PAGE-Gelelektrophorese wurde im BioRad-Mini-Gel-System nach der von
Lammli beschriebenen Methode durchgefiihrt (105). Man bereitete zuerst den Trenn-
und den Sammelgel vor. Als Trenngel wurde fir die Darstellung der aktiven Caspase-1,
ASC und IL-13 ein 13%-Acrylamidgel und fir die Caspase-4, IL-1p und die Proform der

Caspase-1 ein 10%-Acrylamidgel verwendet.

Substanz Trenngel Trenngel Sammelgel
10% 13%

Destilliertes Wasser 4,85ml aml 3ml

Trenngel- 2,5ml 2,5ml 1,25ml

/Sammelgelpuffer

SDS 10% 100ul 100ul 50ul

Acrylamid 40% 2,5ml 3,25ml 665l

Ammoniumperoxodisulfat | 50pl 50ul 25ul

10%

TEMED 5l Spl 5l

Tabelle 6: die Vorbereitung von 2 Trenngelen und 2 Sammelgelen

2.10.3 Immunoblot

Die Gele wurden vorsichtig aus den Kammern abgelést und nach dem Semi-Dry-

Verfahren (1 Stunde, 50V) auf eine Nitrocellulose-Membran geblottet.

Die Membran wurde fur 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schiittler mit dem
Odyssey-Blockpuffer inkubiert. Danach erfolgten drei Waschschritte mit PBS+0,1%

Tween fur jeweils 5-10 Minuten.

AnschlielRend wurde der primare Antikdrper (in Odyssey-Blockpuffer gelost) auf
die Membran gegeben und bei 4°C Uber Nacht auf dem Schuttler inkubiert. Nach der

Inkubationszeit wurde die Membran wieder drei Mal, wie oben beschrieben, gewaschen
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und nach dem Waschen der Fluoreszenz-markierte sekundare Antikorper auf die
Membran gegeben. Die Membran wurde mit dem sekundaren Antikdrper im Dunkeln
auf dem Schattler eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde die

Membran zwei Mal mit PBS+0,1% Tween und das letzte Mal nur mit PBS gewaschen.

Fur die Visualisierung der Fluoreszenzsignale wurde der LICOR-Scanner von

Odyssey verwendet.

Antikorper Spezies Firma Verdinnung

Anti-Caspase-1, Kaninchen, Cell Signaling 1:1000

human monoklonal

Anti-Caspase- Maus, AdipoGen 1:1000

1(p20), human monoklonal

Anti-Caspase-4, Maus, MBL 1:1000

human monoklonal

Anti-ASC, human Kaninchen, Santa Cruz 1:200
polyklonal

Anti-IL-13(D3U3E), Kaninchen, Cell Signaling 1:1000

human monoklonal

Anti-Aktin Ziege, Santa Cruz 1:1000
polyknonal

Tabelle 7: die Liste der verwendeten priméren Antikorper

Antikorper Spezies Firma Verdinnung
Anti-Maus-IgG, Cy Ziege, Rockland 1:5000

5.5 gekoppelt polyknonal

Anti-Kaninchen- Ziege, Rockland 1:7500

IgG, IRDye 800 polyklonal

gekoppelt
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Anti-Ziege-IgG, Esel, Rockland 1:2000
IRDye 800 polyklonal

gekoppelt

Anti-Ziege-1gG, Esel, Rockland 1:2000
IRDye 700 polyklonal

gekoppelt

Tabelle 8: die Liste der verwendeten sekundéaren Antikdrper

2.11 Statistik

Die Auswertung der Versuche (ELISA und LDH-Assay) fand mit Graph Pad Prism 5.04
statt. Fir den Vergleich von 2 Gruppen wurde der Mann Whitney Test benutzt, flir den
Vergleich mehrerer Gruppen wurde der ANOVA Test verwendet. Fir die Auswertung des

einzelnen Versuches in Duplikaten (Abb. 8 und Abb. 15) wurde Unpaired T-Test benutzt.

2.12 Medien
Blotpuffer (10-fach konzentriert) 159 Tris-Base

729 Glycin

500ml destilliertes Wasser
EasySep-Puffer PBS

2% FKS

1mM EDTA
Einfriermedium FKS

10% DMSO
HEK-Zell-Medium DMEM

10% FKS
Lammlipuffer (5-fach konzentriert) fur | 3,2ml 1M TRIS-HCL (pH-Wert 6,8)
10ml 3,5ml Glycerin

2,5ml 2-Mercaptoethanol
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1,59 SDS

100mg Bromphenolblau

Laufpuffer (5-fach konzentriert)

15g TRIS-Base
729 Glycin
5g SDS

1000ml destilliertes Wasser

LB-Medium

10g Bacto™-Trypton
5g Bacto™-Yest-Extract
10g NaCl
1000ml destilliertes Wasser

(+15g Bacto™ Agar fir Festmedium)

LB-Medium (Lennox)

10g Bacto™-Trypton
5g Bacto™-Yest-Extract
5g NaCl

1000ml destilliertes Wasser

RIPA-Puffer

50mM Tris-HCL (pH-Wert 7,4)
NaCl 150mM

SDS 0,1%

Desoxycholsaure 0,5%

NP-40 1%

Sammelgelpuffer

0,5M Tris-HCL (pH-Wert 6,8)

destilliertes Wasser

Strippingpuffer

1M Tris-HCL (pH-Wert 6,7)

2g SDS
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704,2ul B-Mercaptoethanol

destilliertes Wasser

Trenngelpuffer

1,5M Tris-HCL (pH-Wert 8,8)

destilliertes Wasser

Waschpuffer

RPMI 1640
5% FKS (hitzeinaktiviert, gefiltert)

0,2mM EDTA

Zellkulturmedium

(Monozyten, MoDC, THP-1 Zellen)

RPMI 1640
10% FKS (hitzeinaktiviert, gefiltert)

1% L-Glutamin

1% HEPES
1% NEAA
Tabelle 9: Medien
2.13 Chemikalien und Substanzen
Bezeichnung Hersteller
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
Acrylamide/Bis Solution 40% Serva
Ammoniumperoxodisulfat Serva
Ampicillin Sigma-Aldrich
Aqua ad iniectabilia Braun

Bacto™ Agar

BD Biosciences

Bacto™ Trypton

BD Biosciences
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Bacto™-Yest Extrakt BD Biosciences
Bromphenolblau Amersham Pharmacia Biotech
Carbenicillin Thermo-Scientific
Chloroform Merck Millipore
Complete Protease Inhibitor Cocktall Roche
Desoxycholsaure Sigma-Aldrich
DMEM Gibco

DMSO Sigma-Aldrich
EDTA Sigma-Aldrich
Escherichia coli K12, strain DH5a Life Technologies
FKS Sigma-Aldrich
Glycerol Sigma-Aldrich
Glycin Merck Millipore
HEPES Buffer (1M) Sigma-Aldrich
Hygromycin B Gold Invivogen
Humanes rekombiniertes GM-CSF BioLegend®
Humanes rekombiniertes IL-4 BioLegend®
Isopropanol Sigma-Aldrich
Kaleidoskope™ Precision Plus Bio-Rad
Protein™

L-Glutamin Life-Technologies
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Lenti-X293-T-Zellen

Clontech Laboratories Inc

LPS-EK von EC K12 Invivogen
LPS-EB ultrapure Invivogen
Methanol Roth

NacCl Roth
Nigericin Invivogen
Non essential amino acids Sigma-Aldrich

NP-40

Fluka Chemie GmbH

Odyssey Blocking Buffer

LI-COR Biosciences GmbH

Pancoll PAN-Biotech GmbH
PBS Gibco
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich

PMA Sigma-Aldrich
Protamin sulfate salt from salmon Sigma-Aldrich
Puromycin dihydrochloride Sigma-Aldrich
RPMI 1640 Gibco

SDS Serva

TEMED Serva

THP-1-WT-Zellen

Geschenk von Veit Hornung

THP-1-defCasp-Zellen

Invivogen

Thymidin

Sigma-Aldrich
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TransIT®-293 Transfection Reagent

Mirus Bio® LLC

Trimethoprim Sigma-Aldrich
TRIS-Base Sigma-Aldrich
TRIS-HCL Sigma-Aldrich
Triton X-100 Sigma-Aldrich
Trypan Blue Sigma-Aldrich
Trypsin Sigma-Aldrich
Tween-20 Sigma-Aldrich
Viromer® RED Lipocalyx

Tabelle 10: Chemikalien und Substanzen

2.14 Kits

Bezeichnung

Hersteller

EasySep™ Human Monocyte
Enrichment Kit

STEMCELL Technologies Inc

E.Z.N.A.™ Bacterial RNA Kit

Omega bio-tek Inc

Human IL-1 beta ELISA Ready-Set- eBioscience
Gol®

Human IL-6 ELISA Ready-Set-Go!® eBioscience
Human TNF alpha ELISA Ready-Set- eBioscience
Gol®

LDH-Cytotoxicity Assay Kit Il abcam

PureLink®HiPure Plasmid Midiprep Kit

Thermo Fisher Scientific Inc.

ToxiLight™ Non-destructive

Lonza
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Cytotoxicity BioAssay Kit

Tabelle 11: Kits

2.15 Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Absaugsystem VACUSAFE comfort

Integra Biosciences GmbH

Bio-Photometer

Eppendorf

FilterMax F5 Multi-Mode-Microplate-
Reader

Molecular Devices

Gelelektrophorese-Apparaturen

Bio-Rad

HERAcell® 240i CO, Inkubator

Thermo Scientific

Inverses Lichtmikroskop IMT-2

Olympus

Kreisschiittler 3011

GFL

Magnetriihrer REO

IKA®-Werke GmbH

Mikrozentrifuge 5417R

Eppendorf

Multipette® M4

Eppendorf

Nalgene®Einfrierhilfebox Mr.Frosty

Thermo Scientific

NanoDrop 2000

Thermo Scientific

Netzgerat fur Gelelektrophorese EPS
601

GE Healthcare

Neubauer Zdhlkammer

Marienfeld Superior

Odyssey-Scanner

LI-COR Biosciences GmbH

Pipetboy Easypet® 3

Eppendorf
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Pipetten Eppendorf
Thermomixer Comfort Eppendorf
Tischzentrifuge Ministar VWR
Ultrazentrifuge Sorvall RC-5C Plus GMI Inc
Unitwist 400 Uniequip
Vortexmischer VV3 VWR
Zentrifuge Rotanta 460R Hettich
Tabelle 12: Gerate

2.16 Verbrauchsmaterial

Bezeichnung Hersteller

Amersham Protran 0,45um
Nitrocellulose Blotting Membrane

GE Healthcare

Corning®3995 96-Well-Platten, clear Corning
flat bottom (Lumineszenz-Messung)

Falcon®-Tubes 15ml, 50ml Falcon
Filterpapier Whatman

ELISA-96-Well-Platten Maxisorp
Nunc™

Thermo Scientific

Kryoréhrchen 1ml

Carl Roth

Kivetten fur Photometer

Sarstedt

Nalgene ™Rapid-Flow™ Sterile
Disposable Filter

Thermo Scientific

Pipettenspitzen (10pul, 200pl, 1000pl)

Sarstedt
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Reaktionsgefalie (0,5ml, 1,5ml, 2ml)

Sarstedt

Serologische (sterile) Pipetten (5ml,
10ml, 25ml)

Falcon

Spritzenvorsatzfilter ~ Celluloseacetat
0,45um, steril, ultraschallverschweif3t

Kisker Biotech GmbH

Sterile Spritzen (5ml) Injekt® Braun
Zellkulturflaschen (T25, T75, T175) Falcon
Zellkultur-Multi-Well-Platten (12 Well, Falcon

24 Well, 48 Well, 96 Well)

Tabelle 13: Verbrauchsmaterial

42




3 Ergebnisse

3.1 Initilerung von Pyroptose und IL-1B-Produktion durch lebende Bakterien in

humanen Monozyten

Das Ziel dieser Doktorarbeit war es, die Rolle der proinflammatorischen Caspasen in
der Reaktion der Zellen auf lebende und tote Bakterien zu untersuchen. Daflir wurden
humane Monozyten mit lebenden und hitzeinaktivierten EC infiziert (MOI 10). Um die
Reaktion der Zellen auf die Bakterien zu evaluieren, wurden der Zelltod und die

Konzentrationen der inflammatorischen Zytokine bestimmt.

Nur eine Infektion mit EC und nicht mit HK EC fihrte zu einer moderaten LDH-
Freisetzung in Monozyten (Abb. 1 A). Auch die Produktion von IL-13 und TNF-a wurde
spezifisch durch lebende aber nicht durch hitzeinaktivierte EC induziert (Abb. 1 B, C).
Die IL-6-Freisetzung (stellvertretend fur viele proinflammatorische Zytokine) unterschied
sich bei lebenden und toten Bakterien nicht signifikant (Abb. 1 D).

Die Versuche belegen, dass eine Stimulation von humanen Monozyten mit
lebenden aber nicht mit toten EC zu einem moderaten Zelltod (ca. 10-15%) und zu
einer robusten Freisetzung von IL-18 und TNF-a fuhrte. Nach einer Infektion mit HK EC
waren Pyroptose und die IL-1pB-Produktion gegeniber der Kontrolle nicht erhoht.
Lediglich IL-6 wurde nicht nur nach einer Infektion mit lebenden, sondern auch mit toten
Bakterien in einer gro3en Menge produziert.
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Abbildung 1: Stimulation von Pyroptose und IL1B-Produktion durch lebende und nicht durch tote Bakterien
in humanen Monozyten. Humane Monozyten wurden entweder unbehandelt gelassen oder mit lebenden EC oder
HK EC (in den Abbildungen vereinfacht HK genannt), bei MOI = 10 fur 16 Stunden infiziert. (A) Zelltod gemessen als
LDH-Freisetzung. (B) IL-1B, (C) TNF-a und (D) IL-6 wurden mittels ELISA bestimmt. Die Daten reprasentieren 5 (A-
C) bzw. 3 (D) unabhangige Einzelversuche, jeweils in biologischen Duplikaten durchgefiihrt. MOl = Multiplicity of
infection, LDH=Laktatdehydrogenase. Die Linien reprasentieren den Mittelwert. *=p<0,05; **=p<0,01.

3.2 Hemmung von Caspase-1 reduziert IL-18-Produktion, Hemmung von

Caspase-4 reduziert Zelltod

Nachdem gezeigt wurde, dass die humanen Monozyten auf eine Infektion mit lebenden
Bakterien mit Pyroptose und IL-1B-Freisetzung reagieren, wurde die Rolle der
inflammatorischen Caspasen untersucht. Vor allem wurden die Funktionen von
Caspase-1 und Caspase-4 evaluiert. Dafir wurden humane Monozyten vor der

bakteriellen Stimulation mit Caspase-Inhibitoren behandelt.
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Abbildung 2: Hemmung von Caspase-1 reduziert IL-1B-Produktion, Hemmung von Caspase-4 reduziert den
Zelltod und beeinflusste weniger die IL-1B-Produktion. Humane Monozyten wurden entweder unbehandelt
gelassen oder jeweils mit Caspase-1- oder Caspase-4-Inhibitor (2mM in DMSO geldst) oder DMSO allein fur 30
Minuten inkubiert und anschlieBend mit EC oder HK EC (MOI = 10) fur 16 Stunden stimuliert. (A) Zelltod wurde
mittels LDH-Freisetzung gemessen. (B) IL-1B3, (C) TNF-a und (D) IL-6 wurden mittels ELISA bestimmt. Die Daten
reprasentieren 5 (A-C) oder 3 (D) unabhéngige Einzelversuche, jeweils in Duplikaten durchgefiihrt. Die Linien

reprasentieren den Mittelwert. Casp=Caspase, DMSO=Dimethylsulfoxid.*=p<0,05.

Nach Stimulation mit EC wurde der Zelltod durch die Inhibition von Caspase-4
signifikant und durch die Inhibition der Caspase-1 nicht signifikant reduziert(Abb. 2 A).
Die IL-1B-Produktion wurde vor allem durch die Inhibition der Caspase-1 reduziert,
weniger durch die Inhibition von Caspase-4 (Abb. 2 B). Im Gegensatz dazu wurde
weder die Freisetzung von TNF-a noch von IL-6 durch die Inhibition der Caspasen
vermindert (Abb. 2 C, D), da beide Zytokine Caspase-unabh&ngig gebildet werden, was
die Spezifitat der Inhibition belegt.

Zusammenfassend konnte demonstriert werden, dass als Reaktion auf eine

Infektion mit lebenden Bakterien in humanen Monozyten vor allem die Caspase-1 und
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weniger die Caspase-4 fur die IL-1pB-Produktion zustandig ist, wahrend der Zelltod vor
allem durch Caspase-4 reguliert wird.

3.3 Andere Caspasen zeigten keinen Einfluss auf die Regulation von IL-1B
und Zelltod

Parallel zur Evaluation der Rollen von Caspase-1 und -4 wurde auch die Bedeutung
anderer Caspasen untersucht. Speziell wurde das Augenmerk auf Caspase-5 geleqgt,

die zusammen mit Caspase-4 als Ortholog von Caspase-11 der Maus gilt.

Dafur wurden humane Monozyten vor einer bakteriellen Infektion mit Caspase-
Inhibitoren behandelt. Zusatzlich zu einem Caspase-5-Inhibitor, wurden die Inhibitoren
von Caspasen-2, -3, -6, -8 und -9 verwendet. Keiner dieser Inhibitoren fuhrte zu einer
reduzierten LDH-Freisetzung oder IL-1B-Produktion nach Stimulation mit lebenden EC
(Abb. 3 A-F). Es gab ebenso keine Reduktion von TNF-a und IL-6 nach der Inhibition

dieser Caspasen (nicht dargestellt).

Es konnte also gezeigt werden, dass im Gegensatz zu Caspasen-1 und -4, deren
Bedeutung fur die IL-1B-Produktion und den Zelltod gezeigt werden konnte, die Ubrigen
hier untersuchten Caspasen, einschlieBlich Caspase-5, keine Rolle fir eine

inflammatorische Antwort der Monozyten auf lebende Bakterien zu spielen scheinen.

3.4 Infektion mit lebenden Bakterien flihrte zur Aktivierung von Caspase-1
und -4

Nachdem in humanen Monozyten der Einfluss von Caspase-1 und Caspase-4 auf die
IL-1B-Produktion und den Zelltod analysiert wurde, wurde die Rolle von diesen
Caspasen in MoDC untersucht, da diese leichter zu manipulieren sind als Monozyten.

Dafiir wurden die MoDC mit lebenden und toten Bakterien mit einer hohen Dosis
(MOI 30) stimuliert. Zunéchst wurde mittels Western Blots gezeigt, dass nach einer
Infektion mit lebenden EC die Caspasen-1 und -4 starker aktiviert werden als nach einer
Infektion mit HK EC (Abb. 4 A, C). Zudem kam es durch lebende Bakterien zu einer
starkeren Freisetzung vom aktiven IL-18 in den Uberstand, was man ebenso an einer

deutlich starkeren Bande in dieser Bedingung erkannte (Abb. 4 B).
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Abbildung 3: Inhibition weiterer Caspasen zeigte keinen Einfluss auf IL-1B-Produktion und Zelltod. Humane
Monozyten wurden entweder unbehandelt gelassen oder mit Caspase-2-, Caspase-3-, Caspase-5-, Caspase-6-,
Caspase-8- oder Caspase-9-Inhibitor in DMSO (2uM) fir 30 Minuten inkubiert. Als Negativkontrolle diente DMSO
(2:1000). AnschlieBend wurden die Zellen mit EC oder HK (MOI=10) fur 16 Stunden stimuliert. (A, C, E) Der Zelltod
wurde mittels LDH-Freisetzung gemessen. (B, D, F) IL-1B-Konzentration wurde mittels ELISA bestimmt. Die
korrespondierenden TNF-a und IL-6-Messungen sind hier nicht darrgestellt. Die Daten zeigen 5 unabhéngige

Einzelversuche, jeweils in Duplikaten durchgefiihrt. Die Linien reprasentieren den Mittelwert.
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Abbildung 4: In MoDC fuhrte eine Infektion mit lebenden Bakterien zur Aktivierung von Caspase-1 und -4 und
zur Freisetzung von IL-1B in den Uberstand. MoDC wurden entweder unbehandelt gelassen oder mit EC oder HK
EC (MOI=30) fir 16 Stunden infiziert. (A, B) Der Nachweis von Caspase-1 erfolgte aus Zelllysat-Uberstand-
Mischungen, IL-18 wurde mittels der Methanol-Chloroform-Fallung prazipitierten Uberstanden nachgewiesen (13%-
Acrylamidgele). Gezeigt sind die Ergebnisse von 5 durchgefiihrten Western Blots fiir Caspase-1 und von 3 Western
Blots fiir IL-1B. (C) Caspase-4 wurde in Lysat-Uberstand-Mischungen aufgetrennt auf einem 10%-Acrylamidgel
nachgewiesen. Gezeigt ist ein reprasentativer Western Blot von insgesamt 4 durchgefuhrten Western Blots. (A-C)
Links wurde der Marker aufgetragen und die Ziffern entsprechen der Proteingrof3e in kDa.
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Abbildung 5: In MoDC fuhrte eine Infektion mit lebenden und nicht mit toten Bakterien zum Zelltod und zur
Produktion von IL-1B. MoDC wurden entweder unbehandelt gelassen oder mit jeweils EC und HK EC (MOI=30) fur
16 Stunden infiziert. (A) Der Zelltod wurde mittels der Adenylatkinase-Freisetzung in relativen Licht Einheiten [RLU]
gemessen. (B) IL-1B, (C) TNF-a und (D) IL-6 wurden mittels ELISA bestimmt. Die Daten zeigen (A) 5 und (B-D) 8
unabhangige Einzelversuche, jeweils in Duplikaten durchgefuhrt. Die Linien reprasentieren den Mittelwert.
AK=Adenylatkinase. *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001.

Nur eine Infektion mit lebenden und nicht mit toten EC flihrte zur Pyroptose der
Zellen (Abb. 5 A). Der Zelltod wurde mittels Adenylatkinase-Freisatzung nachgewiesen.
Eine starkere IL-1B-Freisetzung nach einer Infektion der Zellen mit lebenden Bakterien
konnte mittels ELISA-Messungen gezeigt werden (Abb. 5 B), genauso wie eine starke
Produktion von TNF-a und von IL-6 (Abb. 5 C, D).

Somit konnte nachgewiesen werden, dass der Unterschied zwischen einer
Infektion mit lebenden und toten Bakterien mit einer Aktivierung der inflammatorischen
Caspasen-1 und -4 assoziiert ist. Die Caspasen-1 und -4 wurden durch eine Infektion
mit lebenden Bakterien in ihre aktiven Formen gespalten. AufRerdem konnte gezeigt
werden, dass es in MoDC nur nach einer Infektion mit EC und nicht mit HK EC zu einer
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hohen Freisetzung von IL-1B in den Uberstand und zur moderaten Pyroptose kommt.
Nach einer Infektion mit HK EC gab es gegenuber der Kontrolle keinen Unterschied in
der Hohe des Zelltodes und der IL-1B-Freisetzung. Dieser Effekt wurde bereits in

humanen Monozyten beobachtet.

3.5 Transienter Knock-Down von Caspase-4 fihrte nach einer Infektion
mit lebenden Bakterien zur Reduktion von IL-18

Zum Nachweis einer funktionellen Rolle von Caspase-4 in MoDC wurde die Expression
von Caspase-4 mittels der lentiviralen shRNA-Transduktion transient inhibiert. Als
Kontrolle wurde ein leerer Kontrollvektor (pLKO1l.puro, Kontrolle-LV) transduziert.
Anschliel3end wurden die Zellen mit jeweils EC oder HK EC (MOI30) infiziert. Zunachst
wurde die Effizienz des Knock-Downs mittels Western Blot untersucht. Es konnte eine
deutlich schwachere Expression von pro-Caspase-4 nachgewiesen werden als in

korrespondierenden Kontroll-Zellen (Abb. 6).
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Abbildung 6: KD-Effizienz fur Caspase-4 durch die transiente lentivirale shRNA-Transduktion. MoDC wurden
entweder mit Kontroll-LV (pLKO1.puro) oder mit Caspase-4-shRNA transient lentiviral transduziert. Danach wurden
die Zellen entweder unbehandelt gelassen oder mit jeweils EC oder HK EC (MOI=30) fur 16 Stunden infiziert. Als
Zusatzbedingung wurden die Zellen mit 1pug/ml LPS EC ultrapure fiir 4 Stunden inkubiert und anschlieRend mit 10uM
Nigericin fir die nachsten 1,5 Stunden stimuliert. Gezeigt ist das Ergebnis von einem reprasentativen Western Blot
von insgesamt 6 durchgefiihrten Western Blots (Zelllysat-Uberstand-Mischungen auf 10%-Acrylamidgel). KD=Knock-
Down, LV=Lentivirus
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Im Gegensatz zu den Inhibitorexperimenten zeigte sich, dass nach einer Infektion

mit lebenden Bakterien die Pyroptose durch Caspase-4-KD unbeeinflusst blieb (Abb. 7

A). Es gab jedoch einen signifikanten Unterschied in der IL-1B-Produktion zwischen den
Caspase-4-KD und den Kontrollvektor-behandelten Zellen (Abb. 7 B). Die Reduktion

von IL-1B nach KD von Caspase-4 war spezifisch, da weder TNF-a noch IL-6 signifikant

reduziert wurden (Abb. 7 C, D).
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Abbildung 7: Transienter KD von Caspase-4 in MoDC fiuhrte zur spezifischen Reduktion von IL-18 nach einer

Infektion mit lebenden Bakterien. MoDC wurden entweder mit Kontrolle-LV (pLKO1.puro) oder mit Caspase-4-

shRNA-LV transient transduziert. Danach wurden die Zellen entweder unbehandelt gelassen oder mit jeweils EC
oder HK EC (MOI = 30) fur 16 Stunden stimuliert. (A) Der Zelltod wurde durch die AK-Freisetzung in relativen Licht
Einheiten [RLU] gemessen. (B, C, D) IL-18, TNF-a und IL-6 wurden mittels ELISA bestimmt. Die Daten zeigen (A) 4

und (B-D) 8 unabhangige Einzelversuche, jeweils in Duplikaten durchgefihrt. Die Linien représentieren den

Mittelwert. Statistik: **= p<0,01.
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Aus diesen Ergebnisse ging hervor, dass im Gegensatz zu humanen Monozyten,
wo man nach einer Infektion mit lebenden Bakterien einen signifikanten Effekt der
Caspase-4 auf den Zelltod und einen nicht signifikanten auf die IL-1B-Freisetzung sah,
in MoDC nur die IL-1B-Produktion und nicht der Zelltod durch Caspase-4 beeinflusst

wurde.

3.6 Stabiler Knock-Down von Caspase-1 fuhrte nach einer Infektion mit
lebenden Bakterien zur Reduktion der IL-1B-Produktion und nicht des
Zelltodes

Um den Effekt von Caspase-1 naher zu untersuchen, wurde erneut ein shRNA-
vermittelter KD gewahlt. Allerdings war der transiente KD in lentiviral transduzierten
MoDC schwierig, da sich zwar ein robuster KD etablieren liel3, allerdings zeigten sich
ausgepréagte off-target Effekte, weshalb dieser Ansatz nicht weiter verwendet wurde.
Stattdessen wurde eine kommerziell erhdltliche stabile Caspase-1-defiziente-THP-1-
Zelllinie verwendet (stabile shRNA-Expression) und mit pLKO.puro (Kontrolle-LV)
transduzierter stabilen THP-1-Zelllinie verglichen. Die Zellen wurden mit lebenden oder
mit hitzeinaktivierten EC (MOI 30) oder mit LPS und Nigericin stimuliert.

Lediglich die Passage 1 der Caspase-1-defizienten Zellen zeigte eine spezifische
Reduktion der IL-1B3-Produktion nach einer Infektion mit lebenden Bakterien (Abb. 8).
Spéatere Passagen dieser Zellen zeigten ebenfalls ausgepréagte off-target Effekte, da es
hier zu einer Reduktion aller inflammatorischen Zytokine kam (TNF-q, IL-6) (Abb. 10).

In der 1. Passage der Caspase-1-defizienten Zellen wurde nach einer Infektion der
Zellen mit lebenden und toten Bakterien eine kaum messbare Reduktion der Pyroptose
festgestellt (Abb. 8 A). Wobei sich in THP-1 Zellen nach bakterieller Stimulation
grundsatzlich ein sehr geringer Zelltod zeigte (5-10%). Im Gegensatz dazu war die IL-
1B-Produktion sowohl durch Bakterien als auch durch LPS+Nigericin aufgehoben (Abb.
8 B). Die ubrigen inflammatorischen Zytokine wurden durch den Caspase-1-KD jedoch

ebenfalls reduziert, was bereits auf off-target Effekte hinweist (Abb. 8 C, D).

Die Effizienz des KD und die Freisetzung von IL-1B in den Uberstand wurde
mittels Western Blot untersucht. Pro-Caspase-1 Expression in den Caspase-1
defizienten Zellen war verringert, jedoch nicht vollstindig aufgehoben (Abb. 9 A).

Aul3erdem sah man in allen Bedingungen, dass in den stabilen Caspase-1-shRNA
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transduzierten Zellen sowohl die Proform als auch die aktive Form von IL-1 vermindert

waren, was ebenfalls auf off-target Effekte hinwies (Abb. 9 B).
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Abbildung 8: Der stabile KD von Caspase-1 inhibiert IL-18-Produktion und zeigte fast keinen Einfluss auf den
Zelltod nach Infektion mit lebenden und toten Bakterien. Caspase-1-defiziente THP-1 Zellen sind im Vergleich zu
stabilen Kontroll-LV-THP-1 Zellen (pLKO1.puro) dargestellt. Die Zellen wurden entweder unbehandelt gelassen oder
mit jeweils EC, HK EC (MOI = 30) oder LPS EC (100ng/ml fiir 4 Stunden) und Nigericin (10puM fur 30 Minuten)
stimuliert. (A) Der Zelltod wurde mittels AK-Freisetzung bestimmt, (B-D) die Konzentration der Zytokine mittels
ELISA. (A-D) Die Ergebnisse stammen aus einem Versuch (jede Bedingung in Duplikaten), mit Caspase-1-
defizienten THP-1 Zellen aus der 1. Passage (Mittelwert + SEM). Statistik: *=p<0,05, **= p<0,01.
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Abbildung 9: Der stabile KD von Caspase-1 fuhrte zur nahezu aufgehobenen IL-1B-Freisetzung. Caspase-1-
ShRNA-KD THP-1 Zellen sind im Vergleich zu Kontroll-LV-THP-1 Zellen (pLKO1.puro) dargestellt. Die Zellen wurden
entweder unbehandelt gelassen oder mit jeweils EC, HK EC (MOI = 30) und LPS EC (100ng/ml fur 4 Stunden) und
Nigericin (10uM fir 30 Minuten) stimuliert. (A) Dargestellt ist die Pro-Caspase-1 aus Lysat-Uberstand-Mischungen
und (B) IL-1B aus konzentrierten Uberstanden (10%-Acrylamidgele). (A, B) Beide Membranen stammen aus einem
Versuch und représentieren das Ergebnis von jeweils 3 durchgefiihrten Western Blots. Links wurde der Marker

aufgetragen und die Ziffern entsprechen der Proteingréf3e in kDa.

In spateren Passagen der Caspase-1-shRNA THP-1-Zellen (ab Passage 2)
wurde, verglichen mit Kontollvektor-Zellen, in keiner der Bedingungen eine Reduktion
der Pyroptose festgestellt (Abb. 10 A). Es kam aber, &hnlich wie in der Passage 1, zu
einer nahezu aufgehobenen Produktion von IL-13. Dieser Effekt wurde nach einer
Infektion mit lebenden und toten Bakterien ebenso wie nach einer Stimulation mit LPS
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und Nigericin beobachtet (Abb. 10 B). Die Konzentrationen anderer inflammatorischen
Zytokine wurden durch den Caspase-1-KD in allen Bedingungen auch signifikant
reduziert, sodass keine Rickschlisse auf die spezifische Funktion von Caspase-1 in

diesem Ansatz mdglich erschien (Abb. 10 C, D).
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Abbildung 10: Der stabile KD von Caspase-1 in spateren Passagen zeigte unspezifische Effekte auf alle
untersuchten inflammatorischen Zytokinen. Caspase-1-shRNA-THP-1 Zellen sind im Vergleich zu stabilen
Kontroll-LV-THP-1 Zellen (pLKO1.puro) dargestellt. Die Zellen wurden entweder unbehandelt gelassen oder mit
jeweils EC, HK EC (MOI=30) und LPS EC (100ng/ml fir 4 Stunden)+Nigericin (10uM fir 30 Minuten) stimuliert. (A)
Der Zelltod wurde mittels AK-Freisetzung bestimmt, (B-D) die Konzentration der Zytokine mittels ELISA. (A-D) Die
Ergebnisse zeigen 5 unabhangige Versuchen, jeweils in Duplikaten, aus spateren Passagen (ab Passage 2) der
Caspase-1-shRNA- THP-1 Zellen. Die Linien reprasentieren den Mittelwert. Statistik: *=p<0,05; **=p<0,01.

Insgesamt deuten die Inhibitor- und die shRNA-Versuche daraufhin, dass
Caspase-1 nach einer Infektion der Zellen mit lebenden Bakterien vor allem fir die IL-
1B-Produktion verantwortlich war. Jedoch ist eine Aussage zur Rolle der Caspase-1 in
THP-1 Zellen aufgrund der mangelhaften Spezifitat der Caspase-1-defizienten Zellen

schwierig zu treffen.
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3.7 Stabiler Knock-Down von Caspase-4 fuhrte nach einer Infektion mit
lebenden Bakterien zur Reduktion der inflammatorischen Zytokine und

des Zelltodes

Um auch die Funktion von Caspase-4 fur die inflammatorische Antwort der Zellen auf
Bakterien weiter zu untersuchen, wurden ebenfalls THP-1 Zellen verwendet. Daflr
wurden stabil tranduzierte Caspase-4-shRNA Zelllinien generiert und mit stabil

transduzierten Kontroll-LV THP-1 Zellen verglichen.
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Abbildung 11: Stabiler KD von Caspase-4 fiihrte zu einer Reduktion von IL-1B-Freisetzung in den Uberstand.
Dargestellt ist die KD-Effizienz der Pro-Caspase-4 aus Lysat-Uberstand-Mischungen und IL-1B aus konzentrierten
Uberstanden in Caspase-4-shRNA-THP-1 Zellen verglichen mit stabilen Kontroll-LV transduzierten Zellen (10%-
Acrylamidgele). Beide Membranen stammen aus einem Versuch und reprasentieren das Ergebnis von jeweils 2
durchgefiihrten Western Blots. Links wurde der Marker aufgetragen und die Ziffern entsprechen der Proteingrof3e in
kDa.
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Abbildung 12: Stabiler KD von Caspase-4 fiihrte zu einer unspezifischen Reduktion inflammatorischer
Zytokine und einer nicht signifikanten Reduktion des Zelltodes. Es sind stabil lentiviral transduzierten Caspase-
4-shRNA THP-1 Zellen im Vergleich zu Kontroll-LV-THP-1 Zellen (pLKO1.puro) dargestellt. Die Zellen wurden
entweder unbehandelt gelassen oder mit jeweils EC, HK EC (MOI=30) und LPS EC (100ng/ml fur 4
Stunden)+Nigericin (10uM fiur 30 Minuten) stimuliert. (A) Der Zelltod wurde mittels AK-Freisetzung bestimmt, (B-D)
die Konzentrationen der Zytokine mittels ELISA. (A-D) Die Ergebnisse zeigen (A) 3 oder (B-D) 3 bis 4 unabhangige
Versuchen (jeweils in Duplikaten). Die Linien reprasentieren den Mittelwert. Statistik: *=p<0,05.

Die Effizienz des Caspase-4-KDs konnte mittels Western Blot gezeigt werden. Im
gleichen Versuch wurde eine verminderte Freisetzung von IL-1B in den Uberstand
beobachtet. Im konzentrierten Uberstand sah man eine Reduktion der Proform und der

aktiven Form von IL-1f3 in allen Bedingungen (Abb. 11).

Es wurde ein nicht signifikanter Unterschied in der Reduktion des Zelltodes durch
Caspase-4 KD nach einer Infektion mit lebenden Bakterien (Abb. 12 A) festgestellt.
Allerdings fiel eine deutliche Reduktion aller hier untersuchten inflammatorischen

Zytokine in derselben Bedingung auf, was erneut auf off-target Effekte schliel3en liel3.
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Nach einer Aktivierung des Inflammasoms durch LPS und Nigericin kam es zu einer
nicht signifikanten Reduktion von IL-13 (Abb. 12 B-D).

Die hier beobachteten Effekt waren jedoch als unspezifisch zu werten, da auch
andere inflammatorische Zytokine durch den KD von Caspase-4 in ihrer Konzentration

vermindert waren.

3.8 Stabiler Knock-Down von ASC fiuhrte nach einer Infektion mit

lebenden Bakterien zur Reduktion von IL-18 und nicht des Zelltodes

Nachdem die Rolle der Caspase-1 und -4 fir die inflammatorische Antwort der Zellen
auf lebende und tote Bakterien in unterschiedlichen Zelltypen mit eingeschréanktem
Aussagewert untersucht wurde, wurde die Funktion von ASC naher beleuchtet, ein fir

die Aktivierung der Caspase-1 zentrales Protein (26).

Hierfir wurde eine stabile ASC-KD-Zelllinie generiert. Wie schon fir Caspase-4
wurden dafir die THP-1-WT Zellen lentiviral mit ASC-shRNA transduziert und mittels

Puromycin selektioniert.

Mittels Western Blot wurde die Effizienz des KD in stabilen ASC-shRNA-Zellen
nachgewiesen (Abb. 13 A). Aul3erdem sah man in ASC-KD-Zellen in allen Bedingungen
eine fast aufgehobene IL-1B-Freisetzung in den Uberstand verglichen mit Kontoll-
Zellen. Man sah in ASC-KD-Zellen eine Reduktion der Proform und der aktiven Form
von IL-1B im konzentrierten Uberstand. Es war schwierig, die tatsachlich aufgetragene
Proteinmenge in einzelnen Bedingungen miteinander zu vergleichen, da die Darstellung
von Aktin oder anderer herkommlicher Standards im konzentrierten Uberstand
problematisch ist (Abb. 13 B). Es war die gleiche Menge an Pro IL-1B in Lysat-
Uberstand-Mischungen in den Infektionsbedingungen beider Zellreihen zu sehen (Abb.
13 C).
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Abbildung 13: Stabiler KD von ASC fiihrte zur nahezu aufgehobenen IL-18-Freisetzung in den Uberstand
nach einer Infektion der Zellen mit lebenden und toten EC. Es sind stabile lentiviral transduzierte ASC-shRNA
THP-1 Zellen im Vergleich zu Kontroll-LV-THP-1 Zellen (pLKO1.puro) dargestellt. Die Zellen wurden entweder
unbehandelt gelassen oder mit jeweils EC, HK EC (MOI = 30) und LPS EC (100ng/ml fur 4 Stunden)+Nigericin
(10pM fiir 30 Minuten) stimuliert. (A, B) Dargestellt ist (A) die Knock-Down-Effizienz von ASC aus Lysat-Uberstand-
Mischungen, (B) das IL-1B aus konzentrierten Uberstanden und (C) aus Lysat-Uberstand-Mischungen (13%-
Acrylamidgele). Links wurde der Marker aufgetragen und die Ziffern entsprechen der Proteingréf3e in kDa.
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Abbildung 14: Stabiler KD von ASC fiihrte zur spezifischen Reduktion von IL-18 und nicht zur Reduktion von
Zelltod nach einer Infektion mit lebenden Bakterien. Es sind stabile lentiviral transduzierten ASC-shRNA-THP-1
Zellen im Vergleich zu Kontroll-LV-THP-1 Zellen (pLKO1.puro) dargestellt. Die Zellen wurden entweder unbehandelt
gelassen oder mit jeweils EC, HK EC (MOI=30) und LPS EC (100ng/ml fiir 4 Stunden)+Nigericin (10puM fir 30
Minuten) stimuliert. (A) Der Zelltod wurde mittels der AK-Freisetzung bestimmt, (B-D) die Konzentrationen der
Zytokine mittels ELISA. (A-D) Die Ergebnisse zeigen 6 unabhangige Versuche (jeweils in Duplikaten durchgefihrt).

Die Linien reprasentieren den Mittelwert. Statistik: **=p<0,01.

Man beobachtete in den ASC-defizienten Zellen im Vergleich zu Kontroll-Zellen
nach einer Infektion mit lebenden und toten Bakterien keine Reduktion des Zelltodes
(Abb. 14 A), sehr wohl aber eine Reduktion der IL-1B-Freisetzung nach EC-Infektion
(Abb. 14 B). Auch in der Positiv-Kontrolle fur die NLRP3-Inflammasom-Aktivierung
(LPS+Nigericin) zeigte sich eine aufgehobene IL-13-Produktion nach ASC-KD (Abb. 14
B). Wenn auch nicht im selben Umfang, wurde durch die Ausschaltung von ASC eine
Reduktion von TNF-a in allen Bedingungen beobachtet (Abb. 14 C), jedoch keine
Reduktion von IL-6 (Abb. 14 D).
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3.9. Die Rolle von Caspase-1 und Caspase-4 bei der Erkennung von EC-
RNA

Es wurde nun untersucht, ob die Erkennung von RNA aus lebenden Bakterien die
inflammatorischen Caspasen aktivierte und somit zum Zelltod und zur IL-1B-
Freisetzung fuhrte. Hierfir wurden die stabilen THP-1 Zelllinien (Caspase-1-, Caspase-
4- und als Kontrolle ASC-KD-Zellen) mit der Gesamt-RNA aus lebenden EC mit Hilfe

eines nicht-liposomalen Transfektionsreagenz‘ (Viromer®) transfiziert.
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Abbildung 15: Caspase-1-KD fuhrte in der ersten Passage der stabilen Caspase-1-KD Zelllinie zur Reduktion
von IL-1B8 und TNF-a in Reaktion auf EC-RNA. Caspase-1-defiziente THP-1 Zellen sind im Vergleich zu stabilen
lentiviral transduzierten Kontrolle-LV-THP-1 Zellen (pLKO1.puro) dargestellt. Die Zellen wurden entweder
unbehandelt gelassen oder mit jeweils Viromer® allein (1:100) oder mit Viromer® (1:100)-RNA (10ug/ml)-Komplexen
stimuliert. (A) Der Zelltod wurde mittels AK-Freisetzung bestimmt, (B-D) die Konzentration der Zytokine mittels
ELISA. (A-D) Die Ergebnisse stammen aus einem Versuch (jede Bedingung in Duplikaten), als die Caspase -1-
defizienten THP-1 Zellen in der 1. Passage waren (Mittelwert £+ SEM). Statistik: Statistik: *=p<0,05.
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In den Caspase-1-KD-Zellen erwies sich lediglich die 1. Passage als spezifisch
(siehe Abschnitt 3.6). Somit wurde hier die 1. Passage verwendet. Nach EC-RNA-
Transfektion wurde in den Caspase-1 defizienten Zellen nach einer Transfektion von
EC-RNA eine Reduktion der IL-1B-und TNF-a-Produktion gesehen, ohne einer
Reduktion von IL-6 (Abb. 15 B-D). Der Zelltod wurde nicht wesentlich beeinflusst.

In spateren Passagen kam es in den Caspase-1-KD-Zellen nach einer RNA-
Transfektion zu keiner Reduktion von Zelltod, jedoch zu einer unspezifischen Reduktion

von allen hier untersuchten inflammatorischen Zytokinen (Abb. 16 A-D).
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Abbildung 16: In spateren Passagen der Caspase-1 defizienten THP-1-Zellen kam es zu einer Reduktion aller
untersuchten Zytokine in Reaktion auf intrazellulare EC-RNA. Caspase-1-defiziente THP-1 Zellen sind im
Vergleich zu stabilen lentiviral transduzierten Kontroll-LV-THP-1 Zellen (pLKO1.puro) dargestellt. Die Zellen wurden
entweder unbehandelt gelassen oder mit jeweils Viromer® allein (1:100) oder mit Viromer® (1:100) und RNA
(10pg/ml) stimuliert. (A) Der Zelltod wurde mittels AK-Freisetzung bestimmt, (B-D) die Konzentrationen der Zytokine
mittels ELISA. (A-D) Die Ergebnisse zeigen 5 unabhéngige Versuchen (jeweils in Duplikaten) aus spateren
Passagen (>Passage 2) der Caspase-1-defizienten THP-1 Zellen. Die Linien reprasentieren den Mittelwert. Statistik:
**=p<0,01.
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Abbildung 17: Caspase-4-KD fiihrte nicht zu einer Reduktion des Zelltodes oder der Zytokinsekretion in
Reaktion auf EC-RNA. Es sind stabilen lentiviral transduzierten Caspase-4-KD THP-1 Zellen im Vergleich zu
Kontrolle-Vektor-THP-1 Zellen (pLKO1.puro) dargestellt. Die Zellen wurden entweder unbehandelt gelassen oder mit
jeweils Viromer® allein (1:100) oder mir Viromer® (1:100) und RNA (10ug/ml) stimuliert. (A) Der Zelltod wurde mittels
AK-Freisetzung bestimmt, (B-D) die Konzentrationen der Zytokine mittels ELISA. (A-D) Die Ergebnisse zeigen 3
unabhangige Versuchen (jeweils in Duplikaten durchgefuhrt). Die Linien reprasentieren den Mittelwert.

In Caspase-4-KD-Zellen fuhrte die RNA-Transfektion nicht zu einer Reduktion des
Zelltodes verglichen mit Kontrolle-Zellen, wobei Viromer® allein schon zu einem hohen
Zelltod fuhrte (Abb. 17 A). Es wurde aul3erdem eine nicht signifikante Reduktion von IL-
18 beobachtet (Abb. 17 B) und in einem geringeren Ausmal} auch eine Reduktion von
TNF-a und IL-6. Bei den letzteren waren die Abweichungen der einzelnen Werte
deutlich zu sehen (Abb. 17 C, D).

Zusammengefasst liel3 sich in diesem System eine sichere Aussage zur Rolle der
Caspasen-1 und -4 bei der inflammatorischen Antwort der Zellen auf die RNA-
Transfektion ebenfalls nicht treffen. Sicher scheint, dass nach einer RNA-Transfektion

der ohnehin nur sehr moderate Zelltod durch KD von Caspase-1 und -4 unbeeinflusst
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blieb. Was die IL-1B-Produktion betrifft, so wurde zwar durch die Ausschaltung beider
Caspasen die Konzentration dieses Zytokins reduziert, jedoch waren auch TNF-a und

IL-6 in ihren Konzentrationen vermindert.

3.10 Die Immunantwort auf EC-RNA wurde von ASC reguliert

In den ASC-KD-Zellen blieb nach der RNA-Transfektion der Zelltod unbeeinflusst,
wobei auch hier das Transfektionsreagenz (Viromer®) allein bereits einen relevanten
Zelltod verursachte (Abb. 18 A). In der gleichen Bedingung kam es durch ASC-KD nicht
zu einer signifikanten IL-1p-Reduktion (Abb. 18 B). TNF-a-und IL-6-Freisetzungen
wurden nicht signifikant reduziert, sodass man von einem spezifischen Effekt von ASC
auf die IL-1B-Produktion als Antwort der Zellen auf intrazellulare EC-RNA ausgehen
konnte (Abb. 18 C, D).

200004
507 O Kontrolle
n.s. O Kontrolle
< B Viromer allein
& 40 n -] B viromer allein — 15000 =B
o B vViromer + RNA
c B B viromer + RNA g ome
> 30 -]
N - 2100004
© =B [ ]
® ™ Y n =
2 20 e - o
n - = 50001 n
¥ 101 a —_
B
< " LI B
L] =L B P U - Y — -1
0.._—.—_—.._ 0=
Kontrolle-LV ASC_KD Kontrolle-LV ASC_KD
n.s.
40 = n.s.
= O Kontrolle 15000 =
O Kontrolle
— 30 B Viromer allein -
= a . B viromer allein
E B Viromer + RNA —
o = 100004 B viromer + RNA
c B E
— 20 - o
[ ] L = o -]
= -]
w ©
= =] —— 2 50001 R -]
+ 104 = =
—_ -]
s a
ollipsm —mm  gm Negm o [ N o R
Kontrolle-LV ASC_KD Kontrolle-LV ASC_KD

Abbildung 18: Die Immunantwort auf EC-RNA wurde von ASC reguliert. Es sind stabile lentiviral transduzierten
ASC-KD THP-1 Zellen im Vergleich zu Kontroll-LV-THP-1 Zellen (pLKO1.puro) dargestellt. Die Zellen wurden
entweder unbehandelt gelassen oder mit jeweils Viromer® allein (1:100) oder mit Viromer® (1:100) und RNA
(10pg/ml) stimuliert. (A) Der Zelltod wurde mittels AK-Freisetzung bestimmt, (B-D) die Konzentrationen der Zytokine
mittels ELISA. (A-D) Die Ergebnisse zeigen 5 unabhangige Versuchen (jeweils in Duplikaten durchgefiihrt). Die

Linien reprasentieren den Mittelwert. Statistik: *=p<0,05.
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Zusammengefasst ging aus diesen Ergebnissen hervor, dass das ASC spezifisch
die IL-1B-Produktion beeinflusste als Antwort der Zellen auf RNA von lebenden EC,
wahrend der Zelltod durch den ASC-KD unbeeinflusst blieb.
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von inflammatorischen Caspasen in der
Reaktion der humanen Immunzellen auf lebende und tote Bakterien zu untersuchen. Es
zeigte sich, dass nur lebende und nicht tote Bakterien moderaten Zelltod und robuste
IL-1B-Produktion in humanen Monozyten und dendritischen Zellen induzieren.
AulBerdem fuhrte die Stimulation mit lebenden Bakterien zu einer Aktivierung der
Caspasen-1 und -4, wobei diese Caspasen nach ihrer Aktivierung unterschiedliche

Funktionen iibernahmen.

Es wurden in dieser Arbeit verschiedene Zelltypen und KD-Varianten getestet, um
die Funktionen von Caspasen zu erforschen. In humanen Monozyten war Caspase-4
vorrangig fur den Zelltod und Caspase-1 flur die IL-1B-Produktion verantwortlich. In
THP-1-Zellen konnte fir das Inflammasom-Adaptorprotein ASC eine zentrale Funktion
in der IL-1B-Produktion, aber nicht fur den Zelltod nachgewiesen werden, wéahrend die

Rolle von Caspase-1 und Caspase-4 nicht abschlieBend bewertet werden konnte.

Die Intention der Arbeit war es, die Reaktion der Zellen auf lebende Bakterien zu
untersuchen. Eine Immunantwort muss namlich streng reguliert werden um eine
UberschieRende Entziindung und Sepsis zu verhindern. Dabei spielt mdglicherweise die
Unterscheidung zwischen lebenden und toten Bakterien eine wichtige Rolle, da die
Immunantwort auf tote Erreger nicht so drastisch ausfallen braucht wie auf lebende

Bakterien.

Es wurde bereits vor Jahren demonstriert, dass nach einer bakteriellen Infektion
eine Form des Zelltodes ausgel6st wird, die sich von den bereits bekannten Apoptose
und Nekrose unterscheidet. Diese Form des Zelltodes ist Pyroptose (50). Anhand der
Shigella- und Salmonella-Infektionen konnte gezeigt werden, dass Pyroptose Caspase-
1 vermittelt ist (48,49,67,68). Die Freisetzung des Zytokins IL-1B3 verlauft ebenfalls
Caspase-1 abhangig (54).
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Der hier verwendete apathogene EC Stamm K12 DH5a exprimiert keine
bekannten Virulenzfaktoren. Die Replikationsfahigkeit wurde durch eine Thymidin-
Auxotrophie (thyA) beschrankt. Damit konnten selektiv die grundlegenden
Mechanismen der Erkennung des toten oder lebenden Pathogens untersucht werden
ohne den stérenden Einfluss von bakterieller Replikations- oder Virulenzfaktoren. In
einer friheren Studie wurde gezeigt, dass eine Infektion mit diesem Bakterienstamm
zur Pyroptose und zur IL-1B-Freisetzung in den murinen BMMs fuhrte (95). Hier wurde
untersucht, ob humane Phagozyten ahnliche Antworten zeigen. Hierfir wurden primére

Monozyten, MoDC und THP-1 Zellen mit lebenden oder toten EC stimuliert.

In dieser Studie fuhrte nur eine Infektion mit lebenden, aber nicht mit toten
Bakterien zur Pyroptose, gemessen durch die LDH-Freisetzung in den Uberstand, und
zur IL-1B-Freisetzung. Somit konnten die Ergebnisse aus murinen Zellen repliziert
werden (95). Aulerdem konnte in den MoDC und THP-1 Zellen gezeigt werden, dass
eine Freisetzung von aktivem IL-1B in den Uberstand nur durch lebende und nicht durch

tote Bakterien stimuliert wurde.

In humanen Monozyten wurden durch lebende Bakterien im Vergleich zu toten
Bakterien neben einer hoheren Pyroptose-Rate und starkeren IL-1B-Freisetzung auch
eine hohere TNF-a-Produktion stimuliert. Dies ist bemerkenswert, da murine
Phagozyten keine Unterschiede in der Freisetzung von TNF-a nach Stimulation mit
lebenden oder toten Bakterien zeigten (95). Das liegt am ehesten daran, dass in BMMs
die Aktivierung von TLR4 auf der Zelloberflache durch PAMPs wie bakterielle LPS, zu
einer starken Aktivierung des NF-kB-Signalwegs und zur Produktion der
inflammatorischen Zytokine (IL-1B, TNF-a, IL-6) flhrt. In humanen Zellen hingegen wird
TNF und IL-12 nicht durch TLR4-Aktivierung induziert. In anderen Studien unserer
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Erkennung von bakterieller RNA,
welche primar in lebenden Bakterien nachweisbar ist, zur Induktion von TNF und IL-12
fuhrt. Bakterielle RNA wird in humanen Phagozyten durch den endosomal lokalisierten
TLR8 erkannt (106). Aktuell ist unklar, welcher Rezeptor die IL-1p-Freisetzung in
Reaktion auf lebende Bakterien vermittelt. Unpublizierte Daten der Arbeitsgruppe legen

jedoch eine Beteiligung von TLR8 nahe (Pfeiffer et al, unpublizierte Ergebnisse).

Insgesamt war in der vorliegenden Studie beobachtete Pyroptose nach Infektion

mit lebenden Bakterien deutlich niedriger als in BMMs nachgewiesen wurde (95).
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Zudem musste eine relativ hohe Infektionsdosis (MOI 30) verwendet werden um
messbaren Zelltod nachzuweisen. Diese Infektionsdosis kann zwar bei akuten
bakteriellen Infektionen am Infektionsort erreicht werden, stellt jedoch sicher eher eine
Ausnahme dar. Die mechanistische Ursache fir die unterschiedliche Reaktion von
humanen und murinen Phagozyten in Bezug auf Zelltod und TNF-a-Produktion ist nicht
abschlieBend geklart. Es konnte sein, dass die Erkennung von lebenden Bakterien
Spezies-Unterschiede aufweist, die auf TLR8 zurlckzufiihren sind. TLR8 wird zwar in
Mausen exprimiert, reagiert jedoch nicht auf Einzelstrang-RNA (ssRNA) (107). Wie
bereits oben erwahnt, wird gerade die Rolle von TLR8 in unserer Arbeitsgruppe
erforscht.

Caspase-1 ist die am besten charakterisierte inflammatorische Caspase. Sie ist in
Mausen und Menschen konserviert (62,63). Daneben besitzen Mause noch zwei
weitere inflammatorischen Caspasen — Caspase-11 und -12 (58). Die funktionellen
Aquivalenten der murinen Caspase-11 im Menschen sind wahrscheinlich Caspase-4
und -5 (59). Humane Caspase-12 wurde lange als funktionslos eingestuft. Vor kurzem

wurde jedoch ihre Rolle in der Apoptose beschrieben (61).

Anhand der Shigella- und Salmonella-Infektionen konnte gezeigt werden, dass
Caspase-1 fur die Pyroptose der Zellen verantwortlich ist (48,49,67,68). Ebenso ist aus
den Anfangen der Caspase-Forschung bekannt, dass die Aktivierung der

inflammatorischen Zytokine IL-1 und IL-18 durch Caspase-1 erfolgt (54).

Was die Caspasen-4 und -5 angeht, so ist ihre Funktion bei weitem nicht so gut
untersucht wie die der Caspase-1. Aus einer kirzlich publizierten Studien ist bekannt,
dass die Caspase-4 in humanen Zellen fir die Pyroptose und NLRP3-abhangig fur die
IL-1B-Produktion verantwortlich ist (82). Bei der Caspase-5 wurde in einigen Studien
eine ahnliche Funktion vermutet, da die Synthese der Caspase-5 auf mehrere
proinflammatorische Stimuli mit einer erhohten mRNA-Synthese, Proteinexpression und
katalytischer Aktivitat reagierte (83). Auf3erdem wurde in einer Studie von 2015 gezeigt,
dass in humanen Monozyten die Caspase-5 zusammen mit der Caspase-4 nach einer
LPS-Stimulation fur IL-1a- und IL-1B3-Produktion verantwortlich war (84).
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In der aktuellen Arbeit sollte untersucht werden, ob inflammatorische Caspasen im
Zelltod und in der Freisetzung von IL1-B nach Detektion von lebenden Bakterien durch
humane Phagozyten eine Rolle spielen. Basierend auf bisherigen Studien wurde das
Augenmerk vor allem auf die inflammatorischen Caspasen-1, -4 und -5 gelegt. Parallel
dazu wurden initial auch andere humane Caspasen untersucht. Nach der Infektion der
humanen Monozyten mit lebenden Bakterien zeigten nur die Caspasen-1 und -4 eine
Funktion bei der Pyroptose und der IL-1B-Freisetzung. Die anderen hier untersuchten
Caspasen, einschlie3lich der Caspase-5, spielten fir die Pyroptose und die IL-1B-
Produktion keine Rolle. Dies widerspricht der Studie (84), in welcher gezeigt wurde,
dass die Caspase-5 zusammen mit der Caspase-4 fur die IL-1B-Freisetzung
verantwortlich war. Dort wurde die Reaktion auf LPS untersucht, welche auch
Bestandteile der hier eingesetzten gramnegativen Bakterien sind. Die Unterschiede in
den Ergebnissen kénnten daran liegen, dass in der é&lteren Studie ein weniger
spezifischer Inhibitor eingesetzt wurde, der beide Caspasen (-4 und -5) inhibierte. Es
konnte also sein, dass der Effekt vor allem auf die Inhibition von Caspase-4
zurlckzufuhren war. Das bestéatigt der Versuch in der alteren Studie, wo mit der
spezifischen siRNA gegen die Caspase-5 vor allem ein Unterschied in der IL-1a und
weniger in der IL-1B-Produktion gemessen wurde, wobei beides nicht signifikant
reduziert wurde. In dieser Studie wurde aul3erdem gezeigt, dass eine Internalisierung
von LPS fir die Caspase-5-Aktivierung notwendig ist. In einer anderen Studie wurde
demonstriert, dass die Caspase-5 an intrazellulare LPS bindet (57). Damit wére zu
diskutieren, ob die Caspase-5 nur durch zytosolische Bakterienbestandteile aktiviert

wird.

Ausgehend von den bisherigen Ergebnissen ware zu diskutieren, ob die Caspase-
5 zusammen mit der Caspase-4 durch unterschiedliche inflammatorische Stimuli
aktiviert wird, der Beitrag zur Pyroptose und zur IL-1B-Produktion jedoch vor allem
durch die Caspase-4 geleistet wird. Um die Rolle der Caspase-5 weiter zu untersuchen,
konnte man in der Zukunft fir die Versuche mit humanen Monozyten einen anderen
spezifischen Caspase-5-Inhibitor testen. Aul3erdem konnte man eine langere
Stimulationszeit der Zellen mit Bakterien ausprobieren (zum Beispiel 18, 20 oder 22
Stunden), um den Effekt der Reaktion auf zytosolische Bestandteile der Caspase-5 zu

untersuchen.
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Es gibt vielzahlige Studien, die die Funktionen von Caspase-1 bei der Pyroptose
(48,49,67,68) und der IL-1B-Produktion (54) belegen. In der vorliegenden Arbeit wurde
die Funktion der Caspase-1 wahrend einer Infektion mit lebenden und toten EC
untersucht und zudem mit der Rolle von Caspase-4 verglichen. Mittels Western Blot
konnte gezeigt werden, dass Caspase-1 primar durch lebende und nicht durch tote
Bakterien aktiviert wird. Hierbei ist anzumerken, dass die Darstellung der aktiven
Caspase-1 im Western Blot sich als technisch herausfordernd darstellte. Eine
mehrfache Anpassung der Proteinextraktion und der Elektrophoresebedingungen war

notig.

In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass pharmakologische Inhibition
von Caspase-1 in humanen Monozyten wahrend einer Infektion mit lebenden Bakterien
zu einer Hemmung der IL-1B-Freisetzung, jedoch nicht der Pyroptose fiihrte. Diese
Daten unterscheiden sich von Erkenntnissen friherer Studien (47,48,67,68). Jedoch
wurden in diesen Studien Makrophagen der Maus und keine menschlichen Zellen
untersucht. Au3erdem wurden in den genannten Studien primar virulente Bakterien
verwendet (Shigella flexneri, Salmonella typhimurium), welche Uber spezifische
Virulenzfaktoren wie z.B. Sekretionsapparate und Flagellen zur Aktivierung von
Caspase-1 Uber das NLRC4/Naip5-Inflammasom fiihren. Diese Stdmme induzieren
auch eine massive Pyroptose in Makrophagen, weshalb die LDH-Freisetzung in diesen
Studien deutlich héher war. Jedoch war das Ziel der Arbeit nicht die Untersuchung
spezifischer Virulenzfaktoren, sondern allgemein der Antwort auf lebende Bakterien im
Gegensatz zu toten Bakterien, weswegen hier Bakterienstdmme ohne Virulenzfaktoren

verwendet wurden, was den Vergleich mit den friheren Studien schwierig macht.

Nach dem Infizieren der humanen Monozyten und dem Einsatz des Caspase-1-
Inhibitors wurde die Funktion der Caspase-1 weiter erforscht, indem die Genexpression
von Caspase-1 mittels shRNA-vermitteltem-KD vermindert wurde. Zunadchst wurde
versucht, einen transienten KD von Caspase-1 in MoDC mithilfe lentiviraler shRNA-
Transduktion zu etablieren. Hierbei zeigte sich jedoch durchweg eine unzureichende
KD-Effizienz mit insgesamt vier verschiedenen shRNA-LV-Vektoren. Die Ergebnisse
der frustranen Versuche sind hier nicht dargestellt. Alternativ wurden kommerziell
hergestellte stabile Caspase-1-shRNA THP-1-Zellen eingesetzt. Die shRNA-Sequenz

ist nicht bekannt. Allerdings zeigten die Zellen lediglich in der 1. Passage eine relativ
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spezifische Caspase-1-Defizienz. In spéateren Passagen waren alle untersuchten
Zytokinantworten ebenfalls deutlich reduziert, inklusive solcher Zytokine, fir die bekannt
ist, dass sie Caspase-1 unabhangig reguliert werden, wie z.B. IL-6. Dies liel3 auf
erhebliche ,off-target-Effekte“, entweder basierend auf off-target silencing der
transduzierten shRNA, oder durch klonale Selektionseffekte wahrend der
Selektionsphase schliel3en. Als ,off-target-Effekt” wird eine ungewollte Veranderung des
Genoms bezeichnet, die nicht der Zielposition entspricht, sich jedoch von der
Zielposition nur gering unterscheidet und damit vom Silencing miterfasst wird. Diese
,off-target-Effekte“ scheinen in der vorliegenden Arbeit mit der Kulturzeit zuzunehmen,
was moglicherweise mit einer Akkumulation von shRNA zusammenhéngt oder eben auf
Selektionseffekte zurlickzuftihren ist. Aus diesem Grund war hier nur in der Passage 1
mit den spezifischen Effekten des Silencing zu rechnen, wogegen in den spateren
Passagen die oben beschriebenen unspezifische Effekte auftraten. In den letzten
Jahren ist es in diesem Gebiet zu massiven technischen Innovationen gekommen, v.a.
ist eine Anwendung von clustered regularly interspaced short palindromic
repeats/CRISPR associated protein (CRISP/Cas) fiur die Genomeditierung verbreitet,
was aktuell auch in unserer Arbeitsgruppe standardmafdig zum Einsatz kommt. Diese
Technik war jedoch zum Zeitpunkt der Durchfuhrung der vorliegenden Arbeit noch nicht

verbreitet, weswegen sie hier auch nicht zum Einsatz kam.

In der Arbeitsgruppe wurden mittlerweile mittels CRISPR/Cas-vermittelte
Genomeditierung Caspase-1 und Caspase-4 defiziente Zellen generiert. Hier zeigt sich
die aus den gezeigten Inhibitorversuchen bekannte Dichotomie, namlich einer wichtigen
Rolle von Caspase-1 in der Prozessierung und Freisetzung von IL-1B, aber ohne
wesentlichen Einfluss auf den Zelltod. Caspase-4 spielt eine Rolle bei der LPS-
vermittelten Aktivierung u.a. auch beim Zelltod. Diese Daten sind Teil einer

nachfolgenden Dissertation (Pfeiffer et al., unpubliziert) unserer Arbeitsgruppe.

Basierend auf den hier erhobenen Inhibitordaten ist zudem anzunehmen, dass die
humane Caspase-4 und nicht Caspase-1 fur die hier sehr moderat ausgepréagte
Pyroptose verantwortlich ist. In einer Studie von Casson und Kollegen aus dem Jahr
2015 fanden sich tbereinstimmende Ergebnisse. Dort wurden humanen Monozyten mit
Legionella pneumophila infiziert und durch Inhibition von Caspase-1 keine Reduktion

der Pyroptose festgestellt (81). Ausgehend von meinen Ergebnissen und den
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Ergebnissen dieser Studie ware zu diskutieren, ob die Funktionen der
inflammatorischen Caspasen des Menschen sich von denen der Maus noch starker
unterscheiden als bisher vermutet. Einer der Unterschiede wéare der bekannte Umstand,
dass die Caspase-11 der Maus im Menschen als Aquivalente Caspasen-4 und -5
besitzt (59). Der andere Unterschied ist, dass die Caspase-4 im Menschen einen Teil
der Funktionen der murinen Caspase-11 ubernimmt und Caspase-1-unabhangig die
Pyroptose einleitet. Zum besseren Verstandnis sind weitere Studien mit verbesserter
Technologie, z.B. Genomeditierung, wie bereits zuvor diskutiert, notwendig, die einzeln
und spezifisch die jeweiligen Caspasen ausschalten und den Effekt der Infektion der

murinen und humanen Zellen jeweils untersuchen.

Aus dem Jahr 2014 ist bekannt, dass Caspase-4 genauso wie Caspase-5
intrazellulare LPS direkt binden kann (57). In der gleichen Studie wurde die Funktion
der Caspase-4 in der Einleitung der Pyroptose in humanen Monozyten in Reaktion auf
intrazellulare LPS gezeigt. In murinen Zellen ist beschrieben, dass LPS durch
,Guanylate-binding proteins‘ (GBP) aus dem Phagosom ins Zytosol gelangen kann und
dort Caspase-11 abhéngige Pyroptose einleitet (76,77). In einer alteren Studie aus dem
Jahr 2012 wurde diskutiert, dass Caspase-4 direkt an Caspase-1 bindet und damit die
Aktivitat der letzteren verstarkt (78). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass
Caspase-4 als Antwort auf intrazellulare LPS auch fir die Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms und damit fur die IL-1B3-Produktion zustandig war (82). Aul3erdem wurde
gefunden, dass die Caspase-4 nach einer Infektion mit gramnegativen Bakterien zur

Pyroptose und zur IL-1a-Produktion fuhrte (81).

In dieser Arbeit wurde mittels der Western Blots gezeigt, dass die Caspase-4 nur
durch lebende und nicht durch tote Bakterien aktiviert wird. Hierbei ist zu beachten,
dass zwar die Prozessierung des Proenzyms als Aktivierungsschritt gesichert ist,
jedoch fur die aktive Form der Caspase-4 noch keine eindeutige Proteingrof3e definiert
ist, wie es zum Beispiel fur die Caspase-1 der Fall ist. In der vorliegenden Arbeit wird

von einer Proteingro3e des aktiven Fragments von etwa 35 kDa ausgegangen, was
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immer wieder nach einer Infektion mit lebenden Bakterien in den durchgefthrten

Western Blots gesehen wurde.

In humanen Monozyten konnte ich demonstrieren, dass Caspase-4 nach der
Infektion der Zellen mit lebenden Bakterien flr den Zelltod zustéandig war, da die
Pyroptose-Rate nach chemischer Inhibition von Caspase-4 reduziert wurde. Auf3erdem
war in diesen Experimenten Caspase-4 in einem geringeren Ausmald als Caspase-1 fur
die IL-1B-Freisetzung in den Uberstand verantwortlich. Der Einfluss auf die IL-1pB-
Produktion bestatigte sich auch in den Versuchen mit MoDC, in denen mittels shRNA
ein transienter Caspase-4-KD erreicht wurde. Dagegen sah man in dendritischen Zellen
keine Reduktion des Zelltodes durch KD von Caspase-4. Das konnte an den
technischen Schwierigkeiten der Zelltodmessungen liegen, da es schwierig war, den
Zelltod aus Uberstanden der Zellen zu messen, die langere Zeit in Kultur waren. In der
Zukunft sollten weitere Messungen des Zelltodes durchgefuhrt werden, z.B.
Bestimmung der Zellintegritdit und Phosphatidylserin-Externalisierung, z.B. mittels

Annexin-V oder Propidiumiodid-Assay.

Generell muss die Spezifitat der Caspase-Inhibitoren diskutiert werden, da
Caspasen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit aufweisen und die oben beschriebenen
,off-target-Effekte” nicht vollkommen auszuschlieRen sind. Gleiches gilt fur die KD-
Experimente mittels shRNA. Hier kam es zu erheblichen ,off-target-Effekten“ , die die
Interpretierbarkeit der Ergebnisse stark einschrankten. Wie bereits diskutiert, wird nun
verstarkt Genomeditierung mittels CRISPR/Cas eingesetzt um die definitive Funktion
von Caspasen zu klaren, allerdings sind auch hier klonale Effekte zu bedenken.

Durch den transienten KD der Caspase-4 in dendritischen Zellen kam es neben
einer IL-1B-Reduktion auch zu einer Reduktion von TNF-a. Dies kdnnte neben eines
mdoglichen off-target Effekts auch an einem sekundaren Effekt der IL-1B-Reduktion
liegen, da IL-1B Uber den IL-1-Rezeptor ebenfalls zu einer starken NF-kB Aktivierung

und Induktion von proinflammatorischen Zytokinen fihrt.

Die Infektion der hier etablierten stabilen Caspase-4 defizienten THP-1 Zelllinie
konnte leider keine neuen Aspekte bringen. Wahrend sich ein stabiler KD erreichen
lie3, zeigten sich leider erhebliche unspezifische Effekte mit einer allgemeinen
Reduktion aller inflammatorischen Antworten inklusive Zelltod, IL-1B, TNF-a und IL-6.
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Dementsprechend kann man hier nicht von einem spezifischen Effekt der Caspase-4
ausgehen. Auch hier sind weitere Versuche mit CRISP/Cas notwendig, um die

Caspase-4 spezifische Effekte versuchen zu beleuchten.

Zusammenfassend kann man vor dem Hintergrund dieser Daten, sowie der
publizierten Literatur diskutieren, dass die humane Caspase-4 Pyroptose einleiten kann
und je nach Zelltyp zusammen mit Caspase-1 auch fur die IL-1B-Produktion in Reaktion
auf lebende Bakterien verantwortlich ist. Diese so genannte ,nicht kanonische®
Aktivierung des Inflammasoms durch Caspase-4 wurde in den humanen Monozyten
auch friher beschrieben (81). Aus meiner Studie wurde deutlich, dass die Pyroptose
auch unabhanhgig von Caspase-1 moglich sein kann. Es kam die Frage auf, ob die
Caspase-4 die Funktion der Caspase-1 im Inflammasom Ubernimmt oder selbsténdig
ohne Inflammasom-Bestandteile fungiert. Um diese Frage zu addressieren wurde ein
weiterer, von Caspase-1 unterschiedlicher Bestandteil des Inflammasoms untersucht,
namlich das Adaptorprotein ASC.

ASC ist am Aufbau des NLRP3-Inflammasoms beteiligt und fungiert als ein so
genanntes Adaptermolekuil, welches aktivierte NLR-Molekile (z.B. NLRP3) mit der
Procaspase-1 verbindet und sie damit aktiviert (108). Als Ergebnis der Caspase-1-
Aktivierung entstehen die aktiven Formen der proinflammatorischen Zytokine IL-1 und
IL-18 (10). In dieser Arbeit wurde in den stabilen ASC-defizienten THP-1-Zellen nach
einer Infektion mit lebenden EC eine aufgehobene IL-1B3-Produktion beobachtet. Dies
sah man an den ELISA-Messungen und im Western Blot aus dem konzentrierten
Uberstand. Die Reduktion der IL-1B-Produktion war nicht von einer Reduktion der IL-6-
Produktion begleitet, was die Spezifitat der Ergebnisse zeigte. Jedoch kam es zu einer
signifikanten TNF-a-Reduktion, was am sekundéaren Effekt der aufgehobenen IL-1[3-
Produktion liegen kénnte. Es wurde in den stabilen ASC-shRNA transduzierten Zellen
keine Reduktion des Zelltodes festgestellt. Aul3erdem war der Zelltod selbst nach einer
Infektion der Kontrollvektor-Zellen mit EC niedrig, weshalb die Rolle von ASC, und
somit des Inflammasoms im Bakterien-vermittelten Zelltod nicht abschlieRend bewertet
werden konnen. Die IL-1B-Aktivierung ist dagegen vollstdndig von ASC abhangig.
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Andere Arbeiten der Arbeitsgruppe zeigen, sowohl mittels transienter shRNA-
Transduktion in MoDC, als auch mittels CRISPR/Cas9-vermittelter Genomeditierung,
dass die IL-18 Freisetzung vollstandig NLRP3-abhabgig ist (Helbig et al. (109) und
Pfeiffer et al., unpubliziert). Zusammen mit den hier gezeigten Ergebnissen scheint
somit das NLRP3-ASC-Caspase-1 Inflammasom zentral fir die auf lebende Bakterien
ausgeloste IL-1B-Freisetzung in menschlichen Phagozyten zu sein. Dies deckt sich

zudem mit den Erkenntnissen in Maus-Phagozyten (95).

Zusammenfassend ging aus dieser Studie hervor, dass Bakterien-induzierter
Zelltod ASC-unabhéngig und damit wahrscheinlich unabhéngig vom NLRPS3-
Inflammasom vermittelt wird. Ahnliche Ergebnisse sah man in einer alteren Studie (57).
Dort wurde in U937-Zellen als Antwort auf zytoplasmatische LPS ein Caspase-1- und
ASC-unabhangiger, aber Caspase-4-abhangiger Zelltod gezeigt. Aus meiner Studie
ging aul3erdem hervor, dass ASC fur die IL-1B3-Produktion verantwortlich ist, was bereits
frher in der gleichen Zelllinie gezeigt wurde (81). In einer &lteren Studie (28) wurde
eine ASC-abhéngige Pyroptose beschrieben, die allerdings durch LPS und ATP
hervorgerufen wurde, Reagenzien, die fur die Aktivierung des Inflammasoms bekannt
sind. Aul3erdem wurden in der alteren Arbeit keine humanen Zellen eingesetzt, sondern
Mauszellen, die keine Caspase-4 besitzen. Diese beiden Aspekte machen den

Vergleich der friheren Studie mit dieser schwer.

Es ist schon langer bekannt, dass RNA von lebenden Bakterien in Maus-
Phagozyten, z.B. BMMs, Caspase-1 durch das NLRP3-Inflammasom aktiviert (96). Es
wurde bislang angenommen, dass dazu die bakterielle RNA aus den Bakterien in das
Zytosol gelangen muss. 2011 wurde bakterielle mRNA als ein so genanntes vita-PAMP
bezeichnet, anhand dessen die Immunzellen die ,Lebendigkeit® der Bakterien
feststellen und danach NLRP3- und Caspase-1-abhangig Pyroptose und IL-1[3-
Produktion auslosen (95). In einer spateren Studie wurde gezeigt, dass Caspase-11 fir

den Zelltod durch lebende Bakterien eine relevante Rolle spielt (110).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass auch in humanen Zellen
lebenden EC im Gegensatz zu hitzeabgetotteten die IL-1B-Produktion und die Pyroptose
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auslosten. AuRerdem kam es nur durch lebende EC zur Aktivierung von Caspase-1 und
-4, Der Mechanismus, mit dem humane Immunzellen zwischen lebenden und toten
Bakterien unterscheiden, wurde hier ebenfalls addressiert. Dafiir wurde bakterielle RNA

extrahiert und in humane Phagozyten transfiziert.

In der stabilen Caspase-1 defizienten THP-1 Zelllinie wurde nach einer EC-RNA
Transfektion in der 1. Passage eine Reduktion der IL-1B-Produktion gegentber der
Kontrollvektor-Zelllinie festgestellt. Die IL-1B8-Reduktion war von einer TNF-a-Reduktion
begleitet, was ein sekundarer Effekt der IL-1B-Reduktion sein kénnte, die IL-6-
Produktion blieb hingegen unbeeinflusst. Die Pyroptose war nach der Behandlung mit
dem Transfektionsreagenz allein schon hoher als mit dem Transfektionsreagenz und
RNA zusammen, was die Ergebnisse der Zelltodmessung unverwertbar machte. Leider
waren in den spateren Passagen erhebliche unspezifische Effekte zu beobachten, die
eine Reduktion von allen gemessenen inflammatorischen Zytokinen zeigten. Daher
steht aktuell nur ein einzelner Versuch zur Verfigung, was keine valide Interpretation

der Ergebnisse erlaubt.

In den stabilen Caspase-4 KD-Zellen blieb der Zelltod nach der RNA-Transfektion
im Vergleich zu Kontrollvektor-Zellen ebenfalls unverandert. Es kam zu einer wenn
auch nicht signifikanten IL-1p3-Reduktion. Allerdings kam es nach der Transfektion bei
TNF-a und IL-6 zu einer breiten Streuung der Ergebnisse und zur Reduktion der
Freisetzung dieser Zytokine in zwei von drei Versuchen, was erneut auf die bereits
mehrfach disktutierten ,off-target-Effekte® schlieRen lasst. In Zukunft ware die
Verwendung von genomedierten THP-1 Zellen oder eines transienten KD in MoDC zu
verwenden. Dieses System wurde in dieser Arbeit fur die Infektion mit EC benutzt und
funktionierte Uberwiegend gut. Damit lie3en sich die unspezifischen Effekte minimieren,

die mit erst nach langerer Kulturzeit aufgetreten sind.

Die hier generierte stabile ASC-shRNA Zelllinie erwies sich als einzige uber viele
Passagen hinweg als spezifisch und frei von unspezifischen NFkB-Effekten. Nach der
RNA-Transfektion in diese Zellen kam es zu einer signifikanten Reduktion der IL-1B-
Freisetzung in den Uberstand im Vergleich zu Kontrollvektor-Zellen. Der Zelltod und die
Freisetzung von TNF-a und IL-6 in den Uberstand blieben unverandert. Ausgehend von
meinen Ergebnissen ist zu sehen, dass die Pyroptose als Antwort auf die zytosolische
EC-RNA auch ohne ASC mdoglich ist. Die IL-1B-Freisetzung in den Uberstand ist
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hingegen vollstdandig ASC-abhéngig, und somit Inflammasom-vermittelt. In dieser
Hinsicht konnte ich die Ergebnisse der oben genannten Studie (95) auch im humanen
System bestéatigen. Was den Zusammenhang zwischen dem NLRP3-Inflammasom und
der Pyroptose nach einer RNA-Transfektion anging, so ist es schwierig eine Aussage
zu treffen, weil es bereits durch den Einsatz des Transfektionsreagenz allein zu einem
signifikanten Zelltod kam. Neben der Verwendung von anderen Zellreihen kdnnte man
in Zukunft auch andere Transfektionsreagenzien testen, auf das die Zellen nicht bereits

mit so einem hohen Zelltod reagieren.

Zusammenfassend konnte ich aufgrund technischer Schwierigkeiten, die mit dem
Transfektionsreagenz und mit der Zellkultur zusammenhingen, keine abschliel3ende
Aussage dazu treffen, ob die Reaktion der Zellen auf die zytosolische EC-RNA
Caspase-1 und -4 abhangig verlief. Weitere Studien mit anderen Zellreihen und weitere
Anpassung der Transfektionsbedingungen sind ndétig, um die Rolle der
inflammatorischen Caspasen in der Erkennung der zytosolischen bakteriellen RNA zu

klaren.

4.1 AbschlielRende Bemerkungen

Obwohl eine starke Immunantwort fir das Bekdmpfen der gramnegativen Bakterien,
wie EC, notwendig ist, kann eine uUberschieRende dysregulierte Aktivierung des
Immunsystems zur Sepsis und sogar zum Tod des Organismus fuhren (7). Die
inflammatorischen Caspasen spielen fur die Aktivierung des angeborenen

Immunsystems eine grof3e Rolle.

Diese Studie beschatftigte sich mit den Funktionen der Caspasen-1 und -4 bei der
Reaktion auf lebende und tote Bakterien. Es wurde gezeigt, dass Caspasen-1 und -4
lediglich durch lebende und nicht durch tote Bakterien aktiviert werden. Hierbei waren
die Funktionen der Caspasen-1 und -4 verschieden. Wahrend Caspase-1 vor allem fur
die IL-1B-Produktion zustéandig war, so schien die Pyroptose auch ohne Caspase-1
maoglich und Caspase-4-abhangig. AuRerdem unterstitzte Caspase-4, je nach Zelltyp,
im unterschiedlichen Mal3e die IL-1B-Aktivierung. Endgultige Aussagen wurden durch
die bereits mehrfach diskutierten technischen Schwierigkeiten stark eingeschrankt.
Daher sind weitere Studien, die z.T. bereits in der Arbeitsgruppe erfolgt sind, nétig um

die Ergebnisse zu validieren bzw. endgiltige Aussagen zur Rolle von Caspase-1 und
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Caspase-4 zu ermdglichen. Aul3erdem konnte untersucht werden, wie genau Caspase-
4 die nicht-kanonische Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms einleitet und ob
Caspase-5 eine ahnliche Funktion besitzt. Die Infektion mit pathogenen EC-
Bakterienstiamme sowie Shigella oder Salmonella kénnten die Rolle der Caspasen-4
und -5 bei der Infektion mit diesen fur den Menschen gefahrlichen Bakterien klarstellen.
Die Inhibition der einzelnen Caspasen sowie von weiteren Inflammasom-Bestandteilen
(hier am Beispiel von ASC untersucht) kdonnte eine Strategie fur das Hemmen einer
ungezielten und manchmal tberschieBenden Immunabwehr sein, die oft der Grund fir
einen schweren Infektionsverlauf ist. Weitere Studien sind notwendig, um ein besseres
Verstandnis der ,Lebendigkeit® der Bakterien zu addressieren. Denn auch eine
verminderte Reaktion der Zellen auf tote im Gegensatz zu lebenden Bakterien ist eine
Strategie, die man pharmakologisch nutzen kann, um dem Wirt wéahrend eines
schweren Infektionsverlaufs zu helfen. Ein besseres Verstandnis des Signalweges der
inflammatorischen Caspasen und der Inflammasom-Bestandteile sowie der
,Lebendigkeits-Merkmale“ der Bakterien konnte helfen, in Zukunft neue Strategien zu

entwickeln, um die Inflammation und damit die Sepsis besser kontrollieren zu kénnen.
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Abbildung 19: Unterschiedliche Rollen der Caspasen-1 und-4 bei der Reaktion auf lebende EC. LPS als
Zellmembranbestandteil von EC wird durch TLR4 erkannt, was zur Aktivierung des Transkriprionsfaktors NF-kB im
Zellkern fuhrt. Dadurch werden die proinflammatorischen Zytokine wie TNF-a, IL-6 und pro-IL-1B produziert. Die
Internalisierung und die Aufnahme der Bakterien ins Phagosom fiihren zur Freisetzung von LPS und RNA ins
Zytosol. Die Freisetzung von LPS ins Zytosol wird vermutlich durch GBP vermittelt. Intrazellulare LPS aktivieren
Caspase-4, was unabhangig vom NLRP3-Inflammasom zur Pyroptose der Zelle fihren kann. Aufnahme von
lebenden Bakterien fiihrt zur Erkennung der bakteriellen RNA durch TLR8 im Phagosom (106). Es ist auch denkbar,
dass RNA in das Zytosol gelangt und dort zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und damit der Caspase-1 fiihrt.
Das pro-IL-1B wird von der Caspase-1 in seine aktive Form prozessiert. Caspase-4 fuhrt je nach Zelltyp zur

Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und damit zur Produktion von IL-1p.
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