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1 Einleitung

1.1 Die Akut-Phase-Reaktion

Noxen wie Infektionen, Gewebeschäden oder Tumore lösen im Organismus eine akute
Entzündung aus, die durch eine Abfolge schneller und unspezifischer inflammatorischer
Reaktionen gekennzeichnet ist. Im Verlauf der Entzündung kommt es zu Veränderun-
gen der Gewebshomöostase und des lokalen Blutflusses, zur Aktivierung und Migration
von Immunzellen im Bereich des Stimulus und zur Sekretion von Zytokinen und Ent-
zündungsmediatoren [1]. Diese Veränderungen werden sowohl räumlich, als auch zeitlich
in engen Grenzen reguliert und im Normalfall nach Beseitigung von Pathogenen und
Zellresten wieder auf das Normalmaß heruntergefahren. Dabei laufen zunächst lokale
Prozesse ab. Gewebsmakrophagen und andere immunkompetente Zellen erkennen den
Stimulus anhand bestimmter molekularer Muster, die mit dem Stimulus auftreten. Man
unterscheidet dabei Gefahren/Schaden-assoziierte (danger/damage associated molecu-
lar pattern, DAMPs) und Pathogen-assoziierte (pathogen associated molecular patterns,
PAMPs) molekulare Muster [2]. Bei DAMPs handelt es sich meist um körpereigene
Moleküle, die normalerweise nicht extrazellulär vorliegen oder zugänglich sind. Darunter
sind beispielsweise Adenosintriphosphat (ATP) , Desoxyribonukleinsäuren (DNA), Heat-
shock-Proteine oder reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die durch geschädigte Zellen frei-
gesetzt werden. PAMPs sind mit Pathogenen in den Organismus gelangende Moleküle,
wie das mit gramnegativen Bakterien assoziierte Lipopolysaccharid (LPS), Teichonsäure,
die mit grampositiven Bakterien assoziiert ist, einzelsträngige DNA oder doppelsträn-
gige RNA. Diese Muster werden von gewebsständigen Immunzellen wie Makrophagen,
dendritischen Zellen und Mastzellen durch Toll-like Rezeptoren (TLR) und andere Re-
zeptoren (pathogen recognition receptors, PRR) erkannt. Dadurch werden diese Zellen
aktiviert und die Entzündungsantwort ausgelöst [2].
Die aktivierten Immunzellen sezernieren in der Folge eine Fülle an primären und se-
kundären Botenstoffen, durch die die Entzündungsantwort gesteuert wird. So sind diese
Zellen die Hauptquellen unter anderem für die proinflammatorischen Zytokine Tumor-
Nekrose-Faktor α (TNFα) und Interleukin-1 (IL-1). Diese Zytokine dienen der Verstär-
kung der Immunantwort durch die Aktivierung von Gewebszellen wie Endothel- und
Epithelzellen, Fibroblasten oder Parenchymzellen, die dadurch ihrerseits zur Sezernie-
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rung inflammatorischer Mediatoren angeregt werden [3, 4]. Diese sekundären Mediato-
ren bewirken beispielsweise Gefäßveränderungen, die den Übertritt von Leukozyten aus
dem Blut in das geschädigte Gewebe erleichtern. Prostaglandine aus Immunzellen und
Fibroblasten [5–7], Stickoxid aus Makrophagen und Endothelzellen [8] und Histamin
aus Mastzellen [9] bewirken dabei eine Dilatation der Gefäße. Durch die damit verbun-
dene Erhöhung des Zeitvolumens, steigt automatisch die Zahl der Leukozyten an, die
mit der Zirkulation an die betroffene Stelle gelangen. Leukotriene aus Makrophagen
und Histamin aus Mastzellen erhöhen zudem die Permeabilität der Gefäßwand und er-
leichtern so die Extravasion von Leukozyten und Plasmaproteinen in das geschädigte
Gewebe [10–12]. Zusätzlich werden durch TNFα und IL-1β lokal Adhäsionsmoleküle auf
Endothelzellen verstärkt exprimiert, was eine Anheftung und darauf folgend ein aktives
Einwandern von Leukozyten in das Gewebe weiter erleichtert [13]. Für die gerichtete
Migration von Leukozyten sind außerdem chemotaktisch aktive Substanzen wie Che-
mokine der CCL und CXCL Familie von entscheidender Bedeutung. Diese bewirken die
Einwanderung von Makrophagen, Monozyten, dendritsichen Zellen, Mastzellen und Gra-
nulozyten in den Bereich der Läsion [14–17]. Durch Phagozytose beseitigen diese Immun-
zellen fremde Partikel und Zellreste und damit den Entzündungsreiz. Zusätzlich kommt
es durch Antigenprozessierung und -präsentation durch immunkompetente Zellen zur
Aktivierung von T- und B-Zellen und damit der spezifischen adaptiven Immunantwort
mit der Bildung von Antikörpern. Diese können dann die Immunantwort verstärken, ver-
längern oder erneut aktivieren. Durch diese Vielzahl an beteiligten Zelltypen, die sich
gegenseitig in ihrer Aktivität mit zahlreichen positiven Regulationsmechanismen ver-
stärken, ist eine schnelle Reaktion des Organismus auf einen Stress induzierenden Reiz
möglich [17].
Kann die Integrität des Gewebes durch die bisher beschriebenen lokalen Entzündungs-
prozesse nicht wieder hergestellt beziehungsweise der Stimulus dadurch nicht beseitigt
werden, kommt es in der Folge zu einer Ausweitung der Entzündungsantwort mit syste-
mischem Charakter. Dies äußert sich in Allgemeinsymptomen wie Fieber, Abgeschlagen-
heit und Appetitlosigkeit, welche die Aktivierung der neuroendokrinen Achse markieren,
von verschiedenen Zytokinen wie IL-1β und IL-6 [18] ausgelöst werden und direkten Ein-
fluss auf die Bekämpfung des Stimulus nehmen [1, 19]. Ein weiteres Charakteristikum
einer systemischen Entzündungsantwort ist außerdem eine qualitative und quantitative
Modifikation des Plasmaproteoms. Proteine, deren Serumkonzentration sich im Verlauf
der systemischen Entündungsantwort um mehr als 25% ihrer Ursprungskonzentration
ändert, werden als Akut-Phase-Proteine (APP) bezeichnet [20]. Bei den APP handelt es
sich um eine Reihe von Proteinen, die hauptsächlich in den Parenchymzellen der Leber
synthetisiert werden. Deshalb wird diese humorale Reaktion des Organismus auf ent-
zündungsauslösende Faktoren auch als hepatische Akut-Phase-Reaktion (APR) bezeich-
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net [1]. Den verschiedenen APP kommen in der APR unterschiedliche Funktionen zu.
Darunter sind wichtige Effektoren der angeborenen Immunität wie lösliche (soluble) PRR
(sPRR), C-reaktives Protein (CRP) und Komponenten des Komplementsystems wie C3
und C4b. Es handelt sich dabei um Proteine, die PAMPs erkennen und so an Patho-
gene binden können um diese für phagozytierende Zellen zu opsonisieren, das Pathogen
durch mikrobiozidale Effekte direkt zu zerstören oder das Komplementsystem zu akti-
vieren und damit zur Zerstörung und Phagozytose von Pathogenen beizutragen [21–24].
Auch das LPS bindende Protein (LBP) und der als APP beschriebene LPS Co-Rezeptor
CD14 [25] helfen bei der Erkennung von Pathogenen, indem LBP an das LPS gramne-
gativer Bakterien bindet und CD14 diesen Komplex mit hoher Affinität zum TLR-4
führt und das Pathogen so für die Zelle kenntlich macht [26]. Serum Amyloid A (SAA)
greift in die APR ein, indem es in unterschiedlichen Zelltypen die Expression der IL-1
Typ Zytokine IL-1β und IL-33 induziert und so zur Verstärkung der Immunantwort bei-
trägt [27,28]. Andere APPs wie das alpha-2-Makroglobulin (α2M) verhindern durch ihre
Eigenschaften als Proteinaseinhibitor eine übermäßige Gewebeschädigung durch bak-
terielle oder körpereigene Proteasen, die zur Regulierung der Gerinnungskaskade oder
während der Bekämpfung von Pathogenen durch phagozytierende Zellen freigesetzt wer-
den [29]. Daneben wurde beispielsweise für Orosomucoid-1/alpha-1 Acid Glycoprotein
(ORM-1) in einer aktuellen Studie eine immunmodulierende Funktion beschrieben, in-
dem es Makrophagen alternativ aktiviert und so zur Verlagerung der Immunantwort
von rein pro-inflammatorischen Mechanismen hin zu reparatur-assoziierten Vorgängen
beitragen könnte [30]. Viele der in der APR freigesetzten APPs erfüllen mehr als eine
Funktion. Fibrinogen zum Beispiel verhindert als wichtiger Faktor der Blutgerinnung
einerseits fortschreitenden Blutverlust und das Eindringen weiterer Pathogene. Ande-
rerseits bindet es aber auch Wachstumsfaktoren und Zytokine wie IL-1β und erhöht
so lokal deren Konzentration. Dadurch wird einerseits die Rekrutierung von Leukozyten
unterstützt, andererseits werden aber auch Reparaturmechanismen initiiert, was wieder-
um einer Invasion von Pathogenen entgegenwirkt [31,32]. Auch Hepcidin ist ein Beispiel
für ein multifunktionales APP. Einerseits ist Hepcidin ein zentraler Faktor in der Re-
gulation der Eisenhomöostase und kann durch die Restriktion von verfügbarem Eisen
das Pathogenwachsum indirekt einschränken [33–35]. Andererseits hat dieses APP aber
auch direkte und indirekte mikrobiozidale Eigenschaften [36,37].
Neben ihrer Bedeutung für die Regulation der adaptiven Immunität und hierbei ins-
besondere ihrer Relevanz für die Toleranzinduktion [38], kommt damit der Leber und
hierbei vor allem dem Hepatozyten als zentraler Syntheseort für die APPs auch eine
wichtige Funktion in der angeborenen Immunität zu. Hierbei übernehmen APPs sowohl
eine Rolle als Effektormoleküle der angeborenen Immunität als auch als Regulatoren
der systemischen Entzündungsreaktion. Die zentrale Stellung der Leber in der Regula-
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tion der APR wird ferner durch die Tatsache unterstrichen, dass sie den größten Pool
gewebeständiger Makrophagen im Organismus beherbergt [39]. Für die generalisierte
Wirkung der APR ist jedoch die Summe der Funktionen aller APPs von Bedeutung.
Wie wichtig die hepatische APR als Einheit für die systemische Entzündungsantwort
ist, konnte in einigen Studien mit Knock-out (KO) Tieren überzeugend dargestellt wer-
den. So führt eine Deletion des signalvermittelnden Rezeptors für IL-6-Familien Zytokine
gp130 in Hepatozyten zu einer beeinträchtigten APP Synthese in einem Modell poly-
mikrobieller Sepsis [40]. Mäuse mit dieser Deletion zeigen zwar in der Beseitigung der
Pathogene keine Beeinträchtigung, jedoch eine erhöhte Sterblichkeitsrate. Dies wurde
auf eine verminderte Mobilisierung von myeloiden Suppressorzellen zurückgeführt, die
im Verlauf der APR anti-inflammatorische Effekte vermitteln und die in diesem Modell
zumindest teilweise durch SAA und das Chemokin der CXC Familie CXCL-1 rekru-
tiert werden. Die Unterbindung der Signal Transducer and Activator of Transcription
(STAT) 3 vermittelten gp130 Signalkaskade verhindert die Synthese dieser Proteine und
damit die Mobilisierung myeloider Suppressorzellen. Dieser Phänotyp konnte durch die
Behandlung der Tiere mit rekombinatnem SAA und CXCL-1 in Teilen aufgehoben wer-
den. Auch eine vorangegangene Arbeit konnte die Bedeutung der STAT3 vermittelten
Signaltransduktion in Hepatozyten für die Regulation der systemischen Entzündungs-
antwort zeigen [41]. Eine Hepatozyten-spezifische Deletion von STAT3 führte auch hier
in einem Sepsis-Modell zu vermiderter APP Synthese und trotz vergleichbarer Patho-
genlast zu einer überschießenden systemischen APR mit stark erhöhten Konzentrationen
an Zytokinen im Blut und einer erhöhten Sterblichkeitsrate der genetisch veränderten
Mäuse. Diese Studie belegt, dass der Transkriptionsfaktor STAT3 im Hepatozyten unter
anderem entscheidend daran beteiligt ist, die APR innerhalb enger Grenzen zu kon-
trollieren und eine überschießende Immunantwort zu verhindern. Nicht zuletzt konnte
die zentrale Rolle der Leber in der systemischen Entzündungsantwort und deren Regu-
lation über STAT3 und den nuclear factor kappa B (NFκB) im Hepatozyten in einer
kürzlich erschienenen Studie weiter untermauert werden [42]. Die gleichzeitige Deletion
von STAT3 und der NFκB Untereinheit p65 (RelA) im Hepatozyten führte hier unab-
hängig vom Stimulus zu einem Ausbleiben der hepatischen APR. Dies führte bei einer
Pneumokokken-Pneumonie zu einer erhöhten Sterblichkeit der Tiere und einer verstärk-
ten Dissemination der Bakterien. Dies wurde von den Autoren auf die Beeinträchtigung
der akuten Opsonophagozytose durch Makrophagen in den Tieren mit konditionaler De-
fizienz an NFκB und STAT3 zurückgeführt. Diese Arbeiten belegen eindrucksvoll die
Bedeutung der hepatischen APR für die Regulation der systemischen Entzündungsant-
wort sowohl durch inflammatorische Reize, die eine lokale Eingrenzung der Entzündung
unterstützen, zum anderen durch anti-inflammatorische Wirkungen, die eine Gewebe-
schädigung durch überschießende Immunreaktionen verhindern sollen.
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1.2 Regulation der hepatischen Akut-Phase Reaktion

1.2.1 Hauptregulatoren der hepatischen Akut-Phase Reaktion

Wie bereits dargestellt, sind Hepatozyten die wichtigste Quelle für APP während einer
APR. Damit kommt der Leber eine zentrale Funktion in der unmittelbaren Abwehrreak-
tion des Organismus gegen inflammatorische Reize zu, indem eine Infektion über weite
Distanzen hinweg im Körper mit Hilfe leberstämmiger Effektoren lokal eingegrenzt, der
Stimulus bekämpft und die Integrität des Gewebes wieder hergestellt wird [42]. Um die-
se Aufgabe übernehmen zu können und die dafür notwendigen regulatorischen Signale
zu orchestrieren, sind wirksame Mediatoren unverzichtbar, durch die die Synthese der
benötigten APP gesteuert wird. In vivo Versuche, bei denen die APR ganz oder teilweise
verhindert wird, belegen, wie wichtig eine enge Regulation der Expression von APPs für
das Überleben des Organismus ist [40–42]. Der Ablauf der APR ist dabei sowohl von
der betrachteten Spezies, als auch vom Stimulus abhängig. Während CRP beispielswei-
se beim Menschen als eins der wichtigsten APPs gilt, ist dieses Protein in der Maus im
Verlauf der APR viel schwächer induziert, was auf Unterschiede in der Promotorsequenz
in den verschiedenen Spezies zurückgeführt werden kann [43]. Die Stimulusabhängigkeit
zeigt sich besonders deutlich in Versuchen mit IL-6 defizienten Tieren. Werden diese Tie-
re mit Terpentin behandelt, ist die Expression wichtiger APPs wie ORM1, Haptoglobin
(HP) oder SAA stark beeinträchtigt. Dieser Einfluss von IL-6 auf den Verlauf der APR
ist dabei weniger stark ausgeprägt, wenn statt Terpentin LPS als Stimulus verwendet
wird [44, 45]. Ähnliche Ergebnisse wurden auch in IL-1β defizienten Tieren erzielt, was
darauf zurückgeführt wurde, dass IL-1β in der Terpentin induzierten Entzündung zur
Produktion von IL-6 essenziell ist [46]. Um eine derart differenzierte Regulation der APR
gewährleisten zu können, ist ein komplexer Regelkreis mit unterschiedlichen Regulati-
onsmechanismen erforderlich. Entsprechend lang ist die Liste der Mediatoren, die bei
der Regulation der Expression von APPs eine Rolle spielen. Dabei scheinen die Vertre-
ter der IL-1-Familie Il-1α, IL-1β und IL-33 [47], die IL-6-Zytokin Familie mit IL-6, LIF,
IL-11 und Onkostatin M (OSM) [45,47–49] sowie TNFα die wichtigsten Regulatoren zu
sein [50,51]. Es konnten darüber hinaus aber auch Proliferations- und Differenzierungs-
faktoren und weitere Entzündungsmediatoren identifiziert werden, die in die Regulation
der APP-Synthese eingreifen. Epidermal Growth Factor (EGF) [52], Interferone [53, 54]
oder Chemokine wie CXCL-8 [55] sind Beispiele für solche Faktoren.
Diese Vielzahl unterschiedlicher Mediatoren der hepatischen APR beeinflussen sich in
ihrer Expression gegenseitig. So ist, wie bereits beschrieben, IL-1β ein essenzieller Induk-
tor der IL-6 Synthese nach Behandlung mit Terpentin in Mäusen [46] und IL-6 wiederum
inhibiert die Expression von TNFα und anderen pro-inflammatorischen Mediatoren [56].
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Nicht zuletzt werden im Verlauf der APR zu deren Eindämmung anti-inflammatorische
Mediatoren ausgeschüttet, durch die die Expression pro-inflammatorischer Zytokine her-
abreguliert wird. Der wichtigste Vertreter unter diesen anti-inflammatorischen Zytokinen
ist IL-10, das insbesondere über die Induktion einer lang anhaltenden STAT3 Aktivie-
rung anti-inflammatorische Signale in Makrophagen vermittelt. Im Gegensatz zu den
meisten anderen Zytokinen, die ihre Signale in der Zelle über die Aktivierung von STAT3
weiterleiten, ist IL-10 insensitiv gegenüber dem endogenen Inhibitor der STAT Signal-
transduktion suppressor of cytokine signaling (SOCS)3 [57,58].
Daneben sind die inflammatorischen Mediatoren auch in ihrer Signalwirkung voneinan-
der abhängig und beeinflussen sich gegenseitig. Für die Expression von Hepcidin [39],
CRP [59] und SAA [60] konnte beispielsweise gezeigt werden, dass für die maximale
Induktion dieser Gene sowohl IL-6 als auch IL-1β benötigt werden, wohingegen die An-
wesenheit nur eines dieser Zytokine nur eine moderate Expression dieser APPs auslöst.
Andererseits wurden für α2M [61] und γ-Fibrinogen (FGγ) [39, 62] Mechanismen be-
schrieben, nach denen die IL-1β vermittelte Aktivierung von NFκB die IL-6 induzierte
Expression dieser Gene im Entzündungsgeschehen hemmt. Diesen Ergebnissen entspre-
chend gilt IL-6 als Hauptinduktor der APP Synthese [63], dessen Signalwirkung durch
IL-1β und TNFα stimulusabhängig moduliert wird [46, 51, 64]. Die Wirkung dieser Zy-
tokine scheint im Kontext einer LPS induzierten APR jedoch redundant, da das Fehlen
eines dieser Zytokine nur geringen Einfluss auf die APP Synthese hat, wohingegen die
kombinierte Defizienz von IL-6 und IL-1β oder TNFα bzw. deren Rezeptoren zu einer
drastischen Reduktion der APP Expression führt [45, 46, 51]. Diese Feinregulation der
APR wird wie bereits erwähnt noch durch eine Vielzahl von anderen Faktoren weiter
differenziert, sodass heute davon ausgegangen wird, dass die APR nicht durch einen oder
wenige Faktoren reguliert wird, sondern durch ein Expressionsmuster unterschiedlicher
Faktoren, die durch gegenseitige additive, synergistische oder inhibitorische Effekte in
der Regulation der APR kollaborieren [39]. Diese Sichtweise wird durch eine Reihe von
in vivo Versuchen gestützt, die nahe legen, dass nicht ein einzelner Faktor, sondern eine
Vielzahl unterschiedlicher Mediatoren die APR regulieren, wobei die Zytokine der IL-6
und IL-1 Familien die Hauptregulatoren darstellen [46,51,64].
Entsprechend der Vielzahl an Faktoren, die auf die Expression der APPs Einfluss neh-
men, spielen auch viele Rezeptoren und Signalkaskaden für die Regulation der APR
eine Rolle. Neben den Rezeptoren der IL-6-Zytokin Familie und deren gemeinsamen Si-
gnaltransduktor gp130 [40], sowie den Rezeptoren für IL-1β [65] und TNFα [50] sind
in diesem Zusammenhang beispielsweise der EGF-Rezeptor (EGFR) [66], der Ashwell-
Morell Rezeptor (AMR) [67] oder der Interferon (IFN)γ Rezeptor [68] von Bedeutung.
Diese lösen nach der Bindung ihrer Liganden diverse Signalkaskaden aus, die in der Akti-
vierung unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren münden, welche mit der Regulation der
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APR in Zusammenhang gebracht worden sind. Neben den Mitgliedern der (STAT) [69]
Familie und NFκB [70] wurden Familienmitglieder der CCAAT/Enhancer Binding Pro-
tein (C/EBP) [70] Familie, der Hepatic Nuclear Factor (HNF) Protein Familie [71] und
der SMAD-Familie [72] identifiziert. Dennoch weisen Versuche mit defizienter STAT3
und/oder NFκB Signalvermittlung darauf hin, dass diese Faktoren und deren Zusam-
menspiel für die Regulation der APR von herausragender Bedeutung sind [42].

1.2.2 Transkriptionelle Regulation der Expression von

Akut-Phase Proteinen

Obwohl für einzelne APPs wie SAA [73] oder Ferritin [74] neben der transkriptionellen
auch post-transkriptionelle Möglichkeiten der Regulation beschrieben wurden, spielt die
Induktion der entsprechenden Gene durch Transkriptionsfaktoren die wichtigste Rolle
in der Kontrolle der APP-Synthese [39]. Den Transkriptionsfaktoren STAT3 und NFκB
kommt dabei eine zentrale Rolle in der Kontrolle von APP-Genen zu. Dies konnte durch
die gleichzeitige Hepatozyten-spezifische Defizienz dieser Faktoren eindrucksvoll belegt
werden [42]. Neben der Induktion der Genexpression für die meisten APPs konnte in
einer aktuellen Studie außerdem eine Rolle von STAT3 in der Expression von Genen be-
schrieben werden, die für die Sekretion von Proteinen aus der Zelle von entscheidender
Bedeutung sind [75]. In der Leber S. pneumoniae infizierter Mäuse kommt es demnach
vermittelt über STAT3 zu einer erhöhten Expression von Mitgliedern der zellulären Se-
kretionsmaschinerie, was dazu beitragen könnte, dass die während der APR induzierten
APP effizient in das Blut abgegeben werden können. Diese neue Funktion von STAT3
unterstreicht erneut die umfassende Bedeutung von STAT3 für die hepatische APR.
Die Entdeckung von STAT3 als Transkriptionsfaktor steht in engem Zusammenhang mit
der Erforschung der Signalvermittlung in der Regulation der hepatischen APR. Als IL-6
induzierbares DNA-Bindeprotein identifiziert, das spezifisch an sogenannte acute phase
response elements (APREs) (später STAT-Responsive Elemente) in den regulatorischen
Bereichen vieler APPs bindet, wurde dieser Faktor zunächst als Acute Phase Response
Factor (APRF) bezeichnet [76]. So wurde beschrieben, dass die Aktivierung von STAT3
durch eine direkte Proteininteraktion mit dem IL6-Rezeptorkomplex gp130 und einer
rezeptorassoziierten Januskinase (JAK) mit einer darauf folgenden Phosphorylierung
von STAT3 an Tyrosin 705 vermittelt wird [77, 78]. Diese Phosphorylierung führt dann
zu einer Dimerisierung von STAT-Molekülen über eine Interaktion der Src Homologie
Domäne (SH2) [79] und in der Folge zu einer Translokation in den Zellkern, wo die akti-
vierten STAT-Dimere an die Promotorregionen der entsprechenden Zielgene binden und
deren Transkription initiieren [80]. Im Laufe der Zeit wurden weitere Rezeptoren (z.B.
IFNR, EGFR, IL-22 Rezeptor), andere Kinasen (z. B. JAKs [81, 82], Rezeptor Tyrosin
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Kinasen (RTKs) [83]) sowie weitere Signalmoleküle (z. B. andere Mitglieder der IL-6
Zytokin Familie [69, 84], IL-22, IL-19, IL-20 [85], EGF [86], IFNα, IFNβ, IFNγ [87], IL-
10 [88]) identifiziert, die zur Aktivierung von STAT3 führen. Auch die Zahl der Gene mit
ARES, die vorwiegend zu den hauptsächlich IL-6 regulierten APPs gehören, wird stetig
länger. So wurde neben den Fibrinogenen, α2M und ORM-1 identifiziert, für die STAT3
der Hauptregulator ist [76]. Zudem wurde STAT3 im Zusammenhang mit der Regula-
tion der Gene für Serum Amyloid P (SAP), CRP [89], SAA [90], Haptoglobin [91] und
Hepcidin [92, 93] diskutiert. Die Rolle von STAT3 in der Regulation der APP Synthese
wird in Studien mit STAT3 defizienten Mäusen besonders evident. Werden diese Tiere
mit LPS behandelt um eine APR auszulösen, fehlt die Induktion der Gene, die für SAP,
SAA1 sowie α und γ-Fibrinogen kodieren nahezu vollständig und auch die Expression
von HP und ORM1 ist durch die Gendeletion von STAT3 beeinträchtigt [94].
Die Bindung an APREs ist jedoch nicht die einzigen Möglichkeit, wie STAT3 auf die Ex-
pression verschiedener Gene Einfluss nehmen kann. So wurde die STAT3-Abhängigkeit
von Genen beschrieben, die während der APR exprimiert werden, die keine APREs
in ihrer Promotorsequenz haben [94, 95]. Beispielsweise wird die Expression von CRP
durch einen Promotorkomplex mit c-Fos, HNF1α und STAT3 initiiert und rekrutiert
außerdem weitere Transkriptionsfaktoren wie APE1 [95, 96]. Auch die Expression von
SAA1 ist wie beschrieben STAT3 abhängig, weist aber ebenso wie CRP keine APRE
in der Promotorregion auf [94, 97]. Für dieses Gen wurde ein Regulationsmechanismus
beschrieben, bei dem STAT3 und NFκB nach ihrer Aktivierung einen Komplex bilden.
NFκB bindet dann an die NFκB Konsensussequenz im Promotorbereich und ermöglicht
es STAT3, eine Sequenz in der Promotorregion von SAA1 zu binden, die von der norma-
len Konsensussequenz verschieden ist, und so die Transkription im Komplex mit NFκB
zu initiieren [90, 98]. Auch für die maximale Induktion der Expression von Haptoglobin
spielt die Interaktion von STAT3 und NFκB eine entscheidende Rolle [99]. Diese Kom-
plexbildung zwischen STAT3 und NFκB könnte die synergistischen Effekte von IL-1β
und IL-6 erklären, die sich für die entsprechenden Zielgene ergeben.
Daneben können aber auch inhibitorische Effekte von IL-1β auf die IL-6 vermittelte
APP Expression über diese Wechselwirkung der Signalmoleküle entstehen. Beispielswei-
se wurde für die Expression von α2M beschrieben, dass der Komplex aus STAT3 mit der
p65 Untereinheit von NFκB an das APRE in der Promotorregion binden kann, wodurch
möglicherweise der inhibitorische Effekt von IL-1β über IL-6 bei der α2M Expression
vermittelt wird [100]. Konsistent dazu wird der Komplex dieser Signalmoleküle durch
die Stimulation mit IL-1β oder die Co-Stimulation mit IL-1β und IL-6 durch einen IκBα
abhängigen Mechanismus in humanen Hepatozyten initiiert [90]. Gleichzeitig führt die
Sequestrierung von STAT3 im Komplex mit NFκB aber auch dazu, dass der Pool an
verfügbarem STAT3 für die aktivierende Kinase kleiner wird. Dies erklärt möglicherwei-
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se die beobachtete verminderte späte STAT3 Aktivierung in IL-1β/IL-6 co-stimulierten
humanen Hepatozyten [62].
Neben NFκB nimmt auch die p38MAPK Einfluss auf die Regulation der STAT3 vermittel-
ten APP Genexpression [101]. So wurde gezeigt, dass nach Aktivierung der MK2 durch
die p38MAPK diese die signaltransduzierende Untereinheit des IL-6 Zytokin Familien Re-
zeptors gp130 phosphoryliert. Diese Phosphorylierung führt dann zur Internalisierung
und Degradation der gp130 Untereinheit. Dies könnte zu einer Begrenzung der APP
Genexpression führen, da die Signaltransduktion über diesen Rezeptor für die STAT3
Aktivierung ein zentraler Faktor ist [102].
Dieses komplexe Zusammenspiel der unterschiedlichen in der Regulation der APP Gen-
expression beteiligten Signaltransduktionswege und den an diesen beteiligten Molekülen,
eröffnen die Möglichkeit einer differenzierten Feinregulation der Kinetik und Stärke der
Expression von APPs.

1.2.3 MK2/3 abhängige Regulation der Akut-Phase-Reaktion

Der p38MAPK Signalweg spielt in der Regulation der APR eine herausragende Rolle für
die Expression verschiedener Zytokine und Chemokine. Die Aktivierung des LPS Rezep-
tors TLR-4 führt dabei zu einer MAPK abhängigen Signaltransduktion über p38MAPK

[103,104] und mündet unter anderem in der Expression von IL-1β und TNFα. Entspre-
chend ist in der LPS induzierten APR durch die Inhibierung der p38MAPK die Produk-
tion von IL-1β und TNFα in Monozyten unterdrückt [105]. Studien mit MK2-/- und
MK2/3-/- Tieren haben gezeigt, dass die MAPK aktivierten Proteinkinasen MK2 und
MK3 die essenziellen Ziele der p38MAPK für die p38MAPK vermittelte LPS induzierte
Zytokinsynthese darstellen [106, 107]. So zeigen MK2-/- Tiere eine erheblich reduzierte
TNFα Synthese und erhöhte Resistenz gegenüber toxischen LPS Dosen [107], ein Effekt
der in MK2/3-/- Mäusen noch weiter verstärkt wird. Die MK2 scheint dabei für vie-
le Effekte die größere Rolle zu spielen, als die in Sequenz und Struktur sehr ähnliche
MK3, was auf höhere Expressionslevel der MK2 in den meisten Zellen und Geweben
zurückgeführt wurde [106]. Neben TNFα und IL-1β wurden noch weitere Zytokine wie
IL-6, IL-10 und IFNγ identifiziert, die MK2 abhängig reguliert werden [107]. Die Mecha-
nismen, über die diese Effekte vermittelt werden, sind vom betrachteten Gen abhängig
und erstrecken sich sowohl über transkriptionelle als auch über translationelle Einflüs-
se. Der post-transkriptionelle Mechanismus wird dabei in verschiedenen Studien mit
der MK2 abhängigen Phosphorylierung des Adenylat-Uridylat-reiche Elemente (ARE)
RNA-bindenden Moleküls Tristetraprolin (TTP) diskutiert. TTP bindet an mRNA die
AREs beinhalten und vermittelt deren Destabilisierung durch den Abbau des Poly-
A-Schwanzes der betreffenden mRNA [108]. Dieser Mechanismus wurde für TNFα als
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negative Rückkopplung beschrieben, mit der TNFα TTP vermittelt die eigene Synthese
inhibiert [109]. Die MK2 abhängige Phosphorylierung von TTP verhindert hingegen die
Bindung von TTP an ARE-mRNAs und verhindert so deren Destabilisierung [110,111].
Neben TNFα wurden noch weitere TTP Ziel mRNAs entdeckt, die für Zytokine wie
IL-6 [112], IL-10 [113] und IFNγ [114] sowie für Chemokine wie CXCL-8 kodieren [115]
und die in der APR MK2 abhängig reguliert werden.
Daneben scheint die MK2 für verschiedene Gene wie TNFα außerdem auf translationeller
Ebene die Expression zu beeinflussen. Dies äußert sich in Untersuchungen, die belegen,
dass die TNFα Proteinsynthese in MK2-/- Tieren erheblich eingeschränkt ist, während
die mRNA Level nur wenig differenziell reguliert werden [116]. Dieser Effekt konnte
darauf zurückgeführt werden, dass der stabilisierende ARE bindende Faktor humanes
Antigen R (HuR) und das destabilisierende TTP um dieselben Binderegionen ihrer Ziel
RNAs konkurrieren [117]. Die Phosphorylierung von TTP setzt dessen Affinität für das
ARE herab, sodass HuR eine größere Affinität für die RNA aufweist, TTP verdrängt
und so die Translation der Ziel RNA initiieren kann [117].
Ein dritter Mechanismus der MK2 abhängigen Genexpression wurde für IL-1β beschrie-
ben, indem die MK2 direkt auf Transkriptionsfaktoren und -repressoren wirkt. So ist ein
MK2 Zielprotein der Heat-Shock Faktor 1 (HSF-1). Dieses Protein bindet unphosphory-
liert an die Promotorregion von IL-1β und unterdrückt dadurch dessen Expression [118].
Diese Bindung wird durch die MK2 vermittelte Phosphorylierung des Proteins unter-
drückt [119].
Für die der MK2 strukturell sehr nah verwandte MK3 werden zumeist zur MK2 red-
undante Einflüsse beschrieben, die wie bereits erwähnt, aufgrund der geringeren Ex-
pressionslevel weniger stark ausgeprägt sind [106]. Dagegen konnten für die Expression
von IFNβ entgegengesetzte Funktionen der beiden Kinasen MK2 und MK3 beschrie-
ben werden [120]. Dabei ist die LPS induzierte IFNβ Expression in aus Knochenmark
differenzierten Makrophagen aus MK2-/- Tieren im Vergleich zu Wildtyp Zellen stark
reduziert. Diese Reduktion wird in MK2/3-/- Zellen jedoch nicht verstärkt, sondern auf-
gehoben, sodass die MK2 in diesem System inhibitorische Effekte der MK3 auf die LPS
induzierte IFNβ Expression verhindert. Einerseits verhindert die MK3 eine effiziente
Aktivierung des Interferon Regulatorischen Faktors 3 (IRF3), zum anderen verhindert
es die adäquate Translokation von NFκB in den Zellkern über die Stabilisierung von
IκBβ [120].
Damit sind die Kinasen MK2 und MK3 potente Modulatoren der APR, indem sie einer-
seits die Expression einer Vielzahl von pro-inflammatorischen und anti-inflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen regulieren, zum anderen aber auch direkt in die NFκB [120]
und wie im vorigen Abschnitt beschrieben, die STAT3 [101] vermittelten Signalkaskaden
eingreifen.
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1.3 Zielsetzung

Die Leber beteiligt sich über die Expression von APPs in maßgeblicher Weise an der
systemischen APR zur Abwehr von Pathogenen [42]. Lebermakrophagen stellen dabei
die Hauptquelle für die Regulatoren der APP Expression wie Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren dar [121]. Die Zusammensetzung dieser Mediatoren hat dabei einen
wesentlichen Einfluss auf das APP Profil, das in der Leber synthetisiert und freigesetzt
wird [39]. Wie einleitend ausgeführt, kommt dem gegenwärtigen Stand der Literatur
zur Folge den Zytokinen IL-1β, IL-6 und TNFα eine zentrale Rolle in der Regulation
der Akutphase Protein Synthese zu. Weiterführende Arbeiten legen ferner nahe, dass
auch andere Mitglieder der IL-6 Typ Zytokin Familie in die Regulation von Akutphase
Proteinen involviert sind. [39]. Darüber hinaus belegen Untersuchungen an Tieren mit
kombinierter Hepatozyten-spezifischer Deletion von NFκB und STAT3, dass diese beiden
Faktoren von zentraler Bedeutung für die transkriptionelle Regulation der Expression
dieser Proteine im Hepatozyten sind und dass die Deletion beider Transkriptionsfaktoren
zu einem annähernd vollständigen Erliegen der Akutphase Protein Synthese führt [42]. In
zahlreichen Untersuchungen ist belegt, dass die Aktivierung der Protein Kinase p38MAPK

und der durch diese aktivierten Effektorkinase MK2 für die Expression einer Vielzahl
von Chemokinen und Zytokinen wie unter anderem auch TNFα, IL-1β und IL-6 von
zentraler Bedeutung ist. Die Annahme war daher naheliegend, dass die Synthese von
Akut-Phase Proteinen in Abwesenheit der MK2 beeinträchtigt ist. Zentrales Anliegen der
vorliegenden Arbeit war die Überprüfung dieser Überlegung wie auch die Identifizierung
weiterer Mediatoren, deren Expression durch die Proteinkinasen MK2 bzw. MK3 in vivo
reguliert wird. Basierend auf der im Zuge dieser Arbeiten gemachten Beobachtung, dass
eine Aktivierung der MK2 auch Einfluss auf die Expression von Hepcidin hat, erfolgten
weiterführende Arbeiten zur Untersuchung der Auswirkung der MK2 Deletion auf den
Eisenstoffwechsel und den zugrundeliegenden Mechanismen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2.1: Verwendete allgemeine Chemikalien und Reagenzien.

Bezeichnung Firma Sitz
Acrylamid Applichem Darmstadt
Aprotinin Sigma Aldrich Chemie München
Ammoniumpersulfat (APS) Serva Heidelberg
Benzamidin Sigma Aldrich Chemie München
BSA PAA-Laboratories Linz, Österreich
Dithiothreitol (DTT) Sigma Aldrich Chemie München
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich Chemie München
ECL Western Lightning Perkin Elmer Rodgau-Jügesheim
Ketavet Pfitzer New York, USA
Leupeptin Sigma Aldrich Chemie München
MACS Rinsing Buffer Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach
NaCl (steril) B. Braun Melsungen
PBS Biochrom Berlin
Pefablock Fluka St. Gallen, Schweiz
Protein Standard Biorad München
Rompun Bayer Healthcare Leverkusen
SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems Darmstadt
TEMED Sigma Aldrich Chemie München
Trypanblau Sigma Aldrich Chemie München

Chemikalien, die nicht in diese Liste mit aufgenommen sind, wurden von der Firma
Merck (Darmstadt) oder Sigam Aldrich (München) im Reinheitsgrad pro analysi bezo-
gen.

2.1.2 Zellkulturmedien und Reagenzien

Tabelle 2.2: Verwendete Zellkulturmedien und Reagenzien für die Zellkultur.

Bezeichnung Firma Sitz
Collagen Roche Diagnostics Mannheim
Collagenase Typ I-A Sigma Aldrich Chemie München
DMEM Biochrom Berlin
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Tabelle 2.2 Fortsetzung.
Bezeichnung Firma Sitz
DMEM 10x Sigma Aldrich Chemie München
FCS Biochrom, Gibco Life

Technology
Berlin, Karlsruhe

Glutamin Gibco Life Technology Karlsruhe
LPS Sigma Aldrich Chemie München
mCSF-1 Peprotech Hamburg
PBS Biochrom Berlin
Penicillin/Streptomycin Gibco Life Technology Karlsruhe
Trypsin CytoGen Sinn
Williams Medium E Biochrom Berlin

2.1.3 Komplettlösungen und Kits

Tabelle 2.3: Verwendete Komplettlösungen und Kits.

Bezeichnung Firma Sitz
Anti CD11b Mico Bead Kit Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach
BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific Schwerte
MILLIPLEX MAP Mouse Cyto-
kine/Chemokine Magnetic Bead
Panel

Merck Millipore Schwalbach

MILLIPLEXMAP Mouse Acute
Phase Magnetic Bead Panel 2

Millipore Eschborn

PathScan Phospho STAT3
Sandwich ELISA

Cell Signaling Techno-
logy

Denver, USA

PathScan Total STAT3 Sand-
wich ELISA

Cell Signaling Techno-
logy

Denver, USA

Pre Amp Master Mix Fluidigm Corporation San Francisco, USA
QuantiTect Reverse Transcripti-
on Kit

QIAGEN Hilden

Reverse Transcription Master
Mix

Fluidigm Corporation San Francisco, USA

RNeasy Mini Kit QIAGEN Hilden
Taqman Gene Expression Assay Applied Biosystems Darmstadt

2.1.4 Spezielle Materialien, Geräte und Software

Tabelle 2.4: Verwendete spezielle Materialien, Geräte und Software.

Bezeichnung Firma Sitz
Abbocath Venisystems, Hospira München
Blottingkammer Biorad München
Brutschrank Thermo Scientific Schwerte
Biomark quantitative PCR Chip
Plattform

Fluidigm Corporation San Francisco, USA
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Tabelle 2.4 Fortsetzung.
Bezeichnung Firma Sitz
Elektrophoresekammer Biometra, Biorad Göttingen, München
Image Station Kodak Rochester, USA
IRON (SFBC) Bathophenan-
throlin Kit

Biolabo Maizy, Frankreich

Large Cell Separationssäulen Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach
Luminex 200 Millipore Eschborn
MicroAmp Optical 96-Well Re-
action Plate

Life Technologies Darmstadt

Mikroskop Zeiss Jena
Milliplex Analyst 5.1 Software Millipore Eschborn
Multiskan plate reader Thermo Scientific Schwerte
Nanodrop NanoDrop Technologies Wilmington, USA
Nitrozellulosemembran Millipore Eschborn
OctoMACS Separator Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach
pH-Meter WTW Weilheim
Power Supply Biometra, Biorad Göttingen, München
QIAshredder Säulen Qiagen Hilden
Schlauchpumpe Ismatec Laboratori-

umstechnik GmbH
Wertheim-Mondfeld

Schüttler Stuart Staffordshire, England
Sterican-Kanülen 23G B. Braun Melsungen
Sterilfilter Millipore Eschborn
Thermoblock Eppendorf Hamburg
U.I.B.C Unsaturated Iron Bin-
ding Capacity Kit

Biolabo Maizy, Frankreich

ViiA7 Real-Time PCR System Applied Biosystems Darmstadt
Whatman Filterpapier Whatman Maidstone, England
xPotent 2.1 Software Millipore Eschborn
Zellschaber BD Falcon Heidelberg
Zellsieb 70 Greiner Frickenhausen
Zentrifugen Eppendorf Hamburg

2.1.5 Antikörper

Tabelle 2.5: Liste der verwendeten Primärantikörper.

Bezeichnung Firma Sitz
Kaninchen anti Maus STAT3 Cell Signaling Techno-

logy
Denver, USA

Kaninchen anti Maus phospho-
STAT3

Cell Signaling Techno-
logy

Denver, USA

Maus anti Maus Gapdh Meridian Life Science Memphis, USA
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Tabelle 2.6: Liste der verwendeten Sekundärantikörper.

Bezeichnung Firma Sitz
Kaninchen anti Maus IG, HRP Dako Hamburg
Ziege anti Kanninchen IG, HRP Dako Hamburg

2.1.6 Primer
Alle Primer wurden von der Firma MWG im 0,1μmol Maßstab hergestellt und HPLC
gereinigt geliefert.

Tabelle 2.7: Liste der verwendeten Primer für die RT-qPCR.

Zielgen Vorwärts Sequenz Rückwärts Sequenz
α2M CCTCGGCTGAGGTAGAGATG TGAGCCACTTCACAATGAGC
BMP4 CAATGGAGCCATTCCGTAGT CATGATTCTTGGGAGCCAAT
CCL-9 GCCCAGATCACACATGCAAC TGGCAGTTCACACCCTTCTC
Fgγ TTCGGTAGTTTCTGCCCAAC TTTCAGCCCGGAATAAGATG
FPN TGTCAGCCTGCTGTTTGCAGGA TCTTGCAGCAACTGTGTCACCG
GDF15 GCTTCCAGGACCTGCTGAG ACCCCAATCTCACCTCTGGA
Hamp ATACCAATGCAGAAGAGAAGG AACAGATACCACACTGGGAA
HFE2 TATGGGCCAGTCCCCTAGTC ATCTTGCACTGGGAGTGAGC
ID1 CTGGGAAAGACACTACCGCA CTCTGGAGGCTGAAAGGTGG
IL-1β TCGCAGCAGCACATCAACAA TGTCCTCATCCTGGAAGGTC
IL-6 GTTGCCTTCTTGGGACTGAT CAGGTCTGTTGGGAGTGGTA
IL-33 CACTGCAGGAAAGTACAGCA CTGAACTTTGCCGGGGAAATC
INHBB TACGTGTGTCCAGAAGTGGC TTCGCCTAGTGTGGGTCAAC
LBP TTCAGAACTGTGAGCTGCGT CGGACACCGATGGAAGAGTC
SDHA TGGGGAGTGCCGTGGTGTCA GTGCCGTCCCCTGTGCTGGT
SMAD4 GCAGATAGCTTCAGGGCCTC CAGTCCAGGTGGTAGTGCTG
SMAD7 TGGATCAGCGTTTCGGTTGT CACTATGAGCCTCTCAGCCG
SOCS3 GCTCCAAAAGCGAGTACCAGC AGTAGAATCCGCTCTCCTGCAG
TMPRSS6 CCGAATATGAGGTGGACCCG CCTGGCCTGGGTTCACATAG
TNFα GCTGAGCTCAAACCCTGGTA CGGACTCCGCAAAGTCTAAG
TWSG1 GAACTGCCCCTGCTGTAAGG GAGGGTTGCACATACCGACA

2.1.7 Lösungen, Puffer und Zellkulturmedien

Falls nicht anders vermerkt, wurde für alle Puffer und Lösungen vollentsalztes Wasser
(H2O) aus einer zentralen Ionenaustauscheranlage verwendet.

Narkosemittel

Tabelle 2.8: Zusammensetzung des Narkosemittels zur Sedation der Mäuse.

Menge Konz. Stoff
500µl NaCl (0,9 %)
100µl 2µg/µl Rompun
400µl 40µg/µl Ketavet
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2.1.7.1 Puffer für Hepatozytenpräparation

Hanks-Puffer

Tabelle 2.9: Zusammensetzung des Hanks-Puffer für die Präparation primärer muriner Hepa-
tozyten.

Menge Konz. Stoff
1l H2O
8g 137mM NaCl
0,4g 5,4mM KCl
3,57g 15mM HEPES
0,06g 0,3mM Na2HPO4∗2H2O
0,06g 0,4mM KH2PO4

pH 7,4, autoklaviert

Puffer 1

Tabelle 2.10: Zusammensetzung des Puffers zur Anperfusion der Leber bei der Präparation
primärer muriner Hepatozyten.

Menge Konz. Stoff
200ml Hanks-Puffer
800µl 8µM EGTA (2 mM)
2ml 0,01% Glucose (0,1 %)

Puffer 2

Tabelle 2.11: Zusammensetzung des Puffers zur Verdauung der Extrazellulären Matrix der
Leber bei der Präparation primärer muriner Hepatozyten.

Menge Konz. Stoff
100ml Hanks-Puffer
1ml 50µM CaCl2 (5 mM)
1ml 0,01%Glucose (0,1 %)
30mg ≈40u/ml Kollagenase
sterilfiltrieren

MACS-Puffer

Tabelle 2.12: Zusammensetzung des Puffers zur Aufreinigung primärer muriner Hepatozyten
mittels MACS.

Menge Konz. Stoff
1450ml autoMACS Rinsing Solution
7,25g 0,5% BSA
sterilfiltrieren
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2.1.7.2 Zellkulturmedien für Hepatozyten

Adhäsionsmedium

Tabelle 2.13: Zusammensetzung des Adhäsionsmediums für primäre murine Hepatozyten.

Menge Konz. Stoff
500ml William’s-Medium E
50ml 10% FCS
500µl 1pM Dexametason (1nM)
5ml 0,001% Penizillin Streptomycin (1%)

Hungermedium

Tabelle 2.14: Zusammensetzung des Hungermediums für primäre murine Hepatozyten.

Menge Konz. Stoff
500ml William’s-Medium E
5ml 0,001% Penizillin Streptomycin (1%)

2.1.7.3 Zellkulturmedium für aus Knochenmark differenzierten Makrophagen

Kultur- und Differenzierungsmedium

Tabelle 2.15: Zusammensetzung des Kultur- und Differenzierungsmediums für BMDM.

Menge Konz. Stoff
500ml DMEM
50ml 10% FCS
5ml 0,001% Penicillin/Streptomycin (1%)
Zur Differenzierung ab Tag 1 nach Knochenmarkspräparation 0.1% mCSF-1 zugeben

2.1.7.4 Puffer für Proteinlyse und Westernblot

Triton-Lysepuffer (TLP)

Tabelle 2.16: Zusammensetzung des Lysepuffers für die Herstellung von Proteinlysaten.

Menge Konz. Stoff
n. B. 136 mM NaCl
n. B. 20 mM Tris-HCl
n. B. 10 % Glycerin
n. B. 2 mM EDTA
n. B. 50 mM β-Glycerophosphat
n. B. 20 mM Na-Pyrophosphat
n. B. 0,2 mM Pefablock
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Tabelle 2.16 Fortsetzung.
Menge Konz. Stoff
n. B. 5 µg/ml Aprotinin
n. B. 5 µg/ml Leupeptin
n. B. 4 mM Benzamidin
n. B. 1 mM Na3VO4

n. B. 1 % Triton X 100
in H2O lösen, pH 7,4; vor Gebrauch 0,2 % SDS zugeben

2x SDS Ladepuffer

Tabelle 2.17: Zusammensetzung des Ladepuffers für Westernblot (2x).

Menge Konz. Stoff
n. B. 0,2 % Bromphenolblau
n. B. 20 % Glycerin
n. B. 4 % SDS
n. B. 100 mM Tris/HCl (pH 6,8)
in H2O lösen, vor Gebrauch 200 mM DTT zugeben

10x Elektrophoresepuffer

Tabelle 2.18: Zusammensetzung des 10x Elektrophoresepuffers für Proteinauftrennung im
PAA-Gel.

Menge Konz. Stoff
25 g SDS
75,5 g Tris
470 g Glycin
Mit H2O auf 5l auffüllen und vor Gebrauch 1:10 verdünnen

10x Blotting Puffer

Tabelle 2.19: Zusammensetzung des Blottingpuffers (10x).

Menge Konz. Stoff
15 g SDS
145 g Glycin
290 g Tris
Mit H2O auf 5l auffüllen und lösen
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1x Blotting Puffer

Tabelle 2.20: Zusammensetzung des gebrauchsfertigen Blottingpuffers.

Menge Konz. Stoff
0,5l 10x Blotting Puffer (Tab. 2.19)
1l 20% Methanol
3,5l H2O

10x TBS

Tabelle 2.21: Zusammensetzung der Tris gepufferten Salzlösung.

Menge Konz. Stoff
120 g Tris
435 g NaCl
Mit H2O auf 5l auffüllen und lösen, pH 7,6

TBST/Waschpuffer

Tabelle 2.22: Zusammensetzung der Waschpuffers für Westernblot Membrane.

Menge Konz. Stoff
200ml 10x TBS (Tab. 2.21
2ml 0,1% Tween
Mit H2O auf 2l auffüllen

2.1.8 Versuchstiere und Tierhaltung

Männliche MK2-defiziente (MK2-/-) sowie MK2- und MK3-defiziente (MK2/3-/-) Mäuse
wurden von Prof. Gaestel (Medizinische Hochschule Hannover) zu Verfügung gestellt und
in der Tierversuchsanlage der Universität Düsseldorf gezüchtet. Männliche C57BL/6J
Wildtyp-Mäuse wurden von der Firma Janvier (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) er-
worben oder als Wurfgeschwister aus den jeweiligen MK2-/- bzw. MK2/3-/- Stämmen
bezogen.
Die Haltung und Zucht der Versuchstiere erfolgte unter spezifisch-pathogen-freien (SPF)
Bedingungen in der Tierversuchsanlage der Universität Düsseldorf. Dort wurden die Tie-
re unter einem 12h Tag/Nacht-Zyklus bei 22◦C und 50% relativer Luftfeuchtigkeit mit
freiem Zugang zu Futter und Trinkwasser gehalten.
Die Tiere wurden i. d. R. im Alter von acht bis zwölf Wochen für den Versuch abgerufen.
Alle Versuche wurden durch das Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
(LANUV) NRW genehmigt. Die Versuchsdurchführung erfolgte unter strikter Einhal-
tung der gesetzlichen Vorgaben des Tierschutzgesetzes.
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2.2 Methoden

Alle Tierversuche wurden vom Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
NRW genehmigt und in Übereinstimmung mit dem Tierschutzgesetz durchgeführt.

2.2.1 Zellbiologische Arbeiten und Versuche am lebenden Tier

2.2.1.1 Präparation primärer muriner Hepatozyten

Mäuse wurden durch intraperitoneale (IP) Injektion von 2,5 µl Narkosemittel (Tab. 2.8)
pro g Körpergewicht (KG) (100 µg/g KG Ketamin, 5 µg/g KG Xylazin) narkotisiert.
Die Sedationstiefe wurde durch Testen des Zwischenzehenreflexes überprüft. Erst nach
Ausbleiben des Reflexes wurde im Protokoll weiter verfahren.
Nach Eröffnen des Bauchfells wurde die Pfortader freigelegt und mit einem Katheter
(24G) kanüliert. Um eine Luftembolie während der Perfusion zu verhindern wurde erst
perfundiert, nachdem der Katheter vollständig mit Blut gefüllt war. Um einen Druckan-
stieg in der Leber zu verhindern, wurde die Aorta vor Beginn der Perfusion durchtrennt,
damit das Perfusat ablaufen konnte.
Die Leber wurde mit Puffer 1 (Tab. 2.10) anperfundiert (37◦C, 8 ml/min) bis kein Blut
mehr ausgespült wurde. Die blutleere Leber wurde dann mit Puffer 2 (Tab. 2.11) (37◦C,
8 ml/min) weiter perfundiert bis die darin enthaltene Kollagenase die extrazelluläre Ma-
trix (EZM) in der Leber so weit abgebaut hatte, dass diese zu schwellen begann.
Die Leber wurde aus dem Bauchraum entfernt und in 10 ml Adhäsionsmedium (Tab.
2.13) überführt. Die Leberkapsel wurde mit einer spitzen Pinzette verletzt und durch
schwenken der Leber in Adhäsionsmedium wurden die Zellen aus der Leber ausge-
schwemmt. Die Zellsuspension wurde über ein Zellsieb mit 70 µm Porenweite in ein
50 ml PE-Röhrchen überführt.
Die Zellen wurden dreimal bei 50 x g für 3 Min. bei Raumtemperatur zentrifugiert. Zwi-
schen den Zentrifugationsschritten wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet in
10 ml frischem Adhäsionsmedium resuspendiert. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt
wurden die Zellen in 1 ml MACS-Puffer (Tab. 2.12) resuspendiert. Um myeloide Zellen
zu entfernen, wurden die Zellen anschließend mit 100 µl CD11b Beads versetzt, durch
Schwenken gemischt und 15 Min. bei 4◦C im Kühlschrank inkubiert, um eine Bindung
der Antikörper-gekoppelten Beads an das Epitop auf der Zelloberfläche myeloider Zellen
zu gewährleisten. Bei der Passage durch eine MACS-Säule wurden die CD11b Bead ge-
koppelten myeloiden Zellen dann in der Säule zurückgehalten, während die Hepatozyten
die Säule ungehindert passieren.
Die Zellen wurden zentrifugiert und der Überstand dekantiert. Das Zellpellet wurde in
10 ml Adhäsionsmedium resuspendiert und die Zahl lebender Zellen wurde durch Vital-
färbung mit Trypanblau und Auszählen in der Neubauer-Zählkammer bestimmt.
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2.2.1.2 Knochenmarkspräparation und Gewinnung von Makrophagen

Murine Makrophagen wurden aus dem Knochenmark von Mäusen durch Behandlung
mit murinem koloniestimulierendem Faktor (mCSF)-1 differenziert. Den Tieren wurden
dazu die Hinterbeine am Hüftgelenk abgetrennt. Ober- und Unterschenkelknochen wur-
den frei präpariert und 5 Min. in 70% Ethanol desinfiziert. Das Ethanol wurde mit PBS
abgewaschen und die Knochen in DMEM (1000 mg/l Glukose) transferiert. Die Enden
der Knochen wurden mit einer Schere entfernt und das Knochenmark wurde mit Hilfe
einer Spritze (23G) und DMEM ausgespült.
Das Knochenmark wurde im DMEM resuspendiert und danach 10 Min. bei 4◦C, 300 x g
und geringer Beschleunigung und Bremswirkung zentrifugiert. Der Überstand wurde ver-
worfen und des Zellpellet in Kulturmedium ohne mCSF-1 (Tab. 2.15) resuspendiert. Die
Zellen wurden in eine 175 cm2 Zellkulturflasche überführt und über Nacht bei 37◦C (5%
CO2) im Brutschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen durch mehrmaliges
auf- und abpipettieren des gesamten Mediums resuspendiert und anschließend wie oben
beschrieben zentrifugiert. Adhärente Zellen wurden verworfen.
Die pellettierten Zellen wurden in mit mCSF-1 supplementiertem Kulturmedium (Tab.
2.15) auf drei 15 cm Zellkulturschalen in je 20 ml Medium verteilt und anschließend
zwei Tage im Brutschrank inkubiert (37◦C, 5% CO2). Danach wurden je Zellkultur-
schale 20 ml frisches mCSF-1 supplementiertes Kulturmedium zugesetzt und erneut im
Brutschrank inkubiert. Nach 3 Tagen wurden erneut pro Zellkulturschale 10 ml mCSF-
1 supplementiertes Kulturmedium zugesetzt. Nach einem weiteren Inkubationstag im
Brutschrank wurden die Zellen dann für den Versuch vorbereitet.
7 Tage nach der Knochenmarkspräparation wurden dazu die Zellen mit PBS gewaschen
und anschließend 15-30 Min. mit Trypsin/EDTA im Brutschrank inkubiert. Dabei wur-
de die Ablösung der Zellen in regelmäßigen Abständen am Mikroskop überprüft. Sobald
die Zellen sich abzulösen begannen, wurden die Zellen mit einem Zellkulturschaber von
der Oberfläche geschabt und die Wirkung des Trypsin auf die Zellen mit Hilfe von Kul-
turmedium abgeschwächt. Die Zellsuspension wurde anschließend, wie oben beschrieben,
zentrifugiert.
Anschließend wurde das Zellpellet in mit mCSF-1 supplementiertem Kulturmedium re-
suspendiert und die Zahl lebender Zellen mit Hilfe einer Vitalfärbung mit Trypanblau
in einer Neubauer Zählkammer bestimmt.

2.2.1.3 Kultivierung primärer muriner Hepatozyten im Kollagen-Sandwich

Da primäre Hepatozyten in Kultur schnell dedifferenzieren, wurden die präparierten Zel-
len zwischen zwei Kollagenschichten im sogenannten Sandwich kultiviert [122]. 10 mg
lyophylisiertes Kollagen wurde dafür in 9 ml 0.2% Essigsäure für 24h bei 4◦C gelöst.
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Nachdem das Kollagen vollständig gelöst vorlag, wurde 1 ml 10x DMEM zugesetzt und
mit 0.2 M NaOH bis zum Farbumschlag titriert. Dieser Schritt muss auf Eis und je
nach Bedarf im richtigen Volumen erfolgen, da das Kollagen schnell dickflüssig wird.
Danach wurde in 6-Kavitäten-Zellkulturschalen je Kavität 350 µl der vorbereiteten Kol-
lagenlösung pipettiert und mit einem Zellschaber gleichmäßig über die gesamte Fläche
verteilt. Die Platten wurden dann 1 h bei 37◦C im Brutschrank inkubiert um das Kol-
lagen auszuhärten. Primäre murine Hepatozyten (Abschnitt 2.2.1.1) wurden auf eine
Zelldichte von 400.000 lebende Zellen / ml Adhäsionsmedium gebracht und mit je 2 ml
pro Kavität ausgesät. Die Zellen wurden in den Platten für 3 h inkubiert, um eine Sedi-
mentation und Anheftung der Zellen zu ermöglichen. Danach wurden die Zellen 2 mal
mit je 2 ml PBS (37◦C) pro Kavität vorsichtig gewaschen. Die Zellen wurden dann mit
350 µl frisch eingestellter Kollagenlösung überschichtet und erneut für 1 h im Brut-
schrank inkubiert. Sobald die obere Kollagenschicht ausgehärtet war, wurden die Zellen
im Kollagen-Sandwich mit je 2 ml Hungermedium (Tab. 2.14) überschichtet und über
Nacht im Brutschrank inkubiert. Die so vorbereiteten Zellen wurden dann in den Versuch
genommen.

2.2.1.4 Stimulation primärer Hepatozyten mittels BMDM Überstandstransfer

Makrophagen (Abschnitt 2.2.1.2) wurden mCSF-1 supplementiertem Kulturmedium auf
eine Zelldichte von 100.000 Zellen / ml Zellkulturmedium eingestellt. Je 2 ml dieser Zell-
suspension wurden pro Kavität einer 6-Loch-Platte ausgesät und über Nacht im Brut-
schrank (37◦C, 5% CO2) inkubiert. Am nächsten Tag wurde das Medium abgenommen
und die Zellen 2 mal mit PBS (37◦C) gewaschen. Die Zellen wurden anschließend mit
2 ml LPS versetztem DMEM (DMEM 1000 mg/l Glukose, 100 ng LPS / ml) überschich-
tet und 48 h im Brutschrank inkubiert.
Anschließend wurde das Medium aus den Platten abgenommen, gemischt und sterilfil-
triert. Zur Bestimmung von Entzündungsmediatoren mittels Luminex wurde je Behand-
lung 1 ml Medium abgenommen und bei -20◦C gelagert.
Primäre Hepatozyten in Sandwichkultur (Abschnitte 2.2.1.1 und 2.2.1.3) wurden mit
2 ml des so konditionierten Makrophagen Mediums überschichtet und für 0, 2, 4, 6, 12 h
inkubiert. Anschließend wurde der Versuch beendet und aus den Zellen RNA isoliert
(Abschnitt 2.2.3.1).

2.2.1.5 Lipopolysaccharid Stimulation und Gewebegewinnung

Entsprechend der Masse der Maus wurde die benötigte Menge Lipopolysaccharid (LPS)
(1, 0,5 oder 0,1 µg LPS pro g KG) in einem Endvolumen von 100 µl in 0,9 % NaCl
verdünnt. Die LPS-Lösung wurde der Maus vollständig intraperitoneal (IP) injiziert. Für
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jeden Zeitpunkt wurden Kontrolltiere generiert, denen zu Versuchsbeginn 100 µl 0,9%
NaCl injiziert wurde. Für Nullkontrollen wurde Tieren ohne Injektion von NaCl oder LPS
das entsprechende Gewebe entnommen. Die LPS-Injektionen erfolgten zwischen 8:30 und
9:30 Uhr morgens. Nach einer festgesetzen Zeitspanne wurde der Versuch beendet. Dafür
wurde die Maus durch IP Injektion von 2,5 µl Narkosemittel pro g KG sediert.
Bei Ausbleiben des Zwischenzehenreflexes wurde der Bauchraum eröffnet und die Aorta
freigelegt. Mit einer 23G Kanüle und einer 1 ml Spritze wurde der Maus aus der Aorta
so viel Blut abgenommen wie möglich. Das Blut wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß
überführt und 30 Min. bei RT geronnen. Durch zweimaliges Abzentrifugieren (10.000 x g,
10 Min., RT) der zellulären Bestandteile wurde das Serum als Überstand gewonnen.
Dabei wurde das Serum nach jedem Zentrifugationsschritt in ein frisches Reaktionsgefäß
überführt. Die Lagerung des Serums erfolgte bei -20◦C.
Nach der Entnahme des Blutes wurde die Pfortader mit einem Katheter kanüliert und
die Leber mit kaltem PBS mit 0,1 mM Na2VaO4 blutleer gespült. Die Aorta wurde
dabei unterhalb des Zwerchfells aufgeschnitten, damit das Perfusat ablaufen konnte und
sich der Druck in der Leber nicht erhöhte. Sobald kein Blut mehr ausgespült wurde,
wurde die Perfusion beendet. Die Leber wurde aus dem Bauchraum entfernt und sofort
mit einem Skalpel in die einzelnen Leberlappen (linkslateral, rechtslateral, Median und
Caudatus) zerlegt. Aus dem rechtslateralen Leberlappen wurden zwei Stücke mit je
ca. 30 mg abgeschnitten und in tarierte Reaktionsgefäße überführt und in flüssigem
Stickstoff konserviert. Diese Stücke dienten später der Gewinnung von Protein und RNA.
Die einzelnen Leberlappen wurden separat in Kryogefäßen sofort in flüssigem Stickstoff
konserviert.

2.2.2 Proteinbiochemische Arbeiten

2.2.2.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Lebergewebe

Ein Stück Leber (Abschnitt 2.2.1.5) wurde an einer Analysenwaage abgewogen und in
10 µl Triton-Lysepuffer (Tab. 2.16) pro mg Lebergewebe mit Hilfe eines Handhomogeni-
sators im 1,5 ml Reaktionsgefäß möglichst klein zerstoßen. Die Lebersuspension wurde
10 Min. auf Eis inkubiert und danach vollständig in eine QIAshredder-Säule überführt
und zentrifugiert (16.200 x g, 10 min, 4◦C). Der Überstand wurde mit einer Pipette in
ein frisches Reaktionsgefäß überführt und bei -20◦C gelagert.

2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mit BCA

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des BCA-Kits von Thermo Scientific durch-
geführt. Dabei wird Cu2+ im alkalischen Millieu in Anwesenheit der Aminosäurereste
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Cystein, Cystin, Tryptophan und Tyrosin zu Cu1+ reduziert. Reduziertes Cu1+ wird
dann durch die im Testreagenz enthaltene Bicinchoninsäure komplexiert, was zu einem
Farbumschlag von grün zu violett führt. Die Reaktion und die photometrische Mes-
sung erfolgen in einer 96-Loch Platte. Die Probe wurde dabei 1:10 in TLP verdünnt
eingesetzt. Für die Konzentrationsbestimmung wurden 200 µl Testreagenz und 2 µl ver-
dünnte Probe je Kavität pipettiert. Zur Quantifizierung wurde eine Standardreihe (BSA)
bekannter Konzentration auf jeder Platte mitgeführt. Nachdem alle Proben mit Testrea-
genz versetzt waren, wurde die Platte 30 Min. bei 37◦C und 5% CO2 inkubiert um die
Reaktion ablaufen zu lassen. Die Intensität des Farbumschlag von grün nach violett
wurde anschließend am Multiscan Plattenlesegerät bei 562 nm Wellenlänge gemessen.
Die Quantifizierung erfolgte über lineare Regression der Standardgeraden.

2.2.2.3 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode, bei der die in Proteinlysaten vorhandenen Proteine
zunächst nach ihrer Größe aufgetrennt, dann an eine Membran fixiert und mittels Anti-
körperbindung und fotoaktiver Reaktion spezifisch identifiziert werden können.
Für die Größenauftrennung wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gelelekrophorese in verti-
kaler Führung durchgeführt. Dafür wurden 80 µg der Probe (Abschnitte 2.2.2.1 und
2.2.2.2) im Verhältnis 1:1 mit 2x SDS Ladepuffer (Tab. 2.17) gemischt und 5 Min. bei
95◦C denaturiert. Die Proben wurden dann auf das Gel aufgetragen und bei 230 V der
Größe nach getrennt. Dabei durchliefen die Proteine zunächst ein Sammelgel (5%) (Tab.
2.23), wodurch die Probe auf eine schmale Bande komprimiert wird, bevor sie das Trenn-
gel (10%) (Tab. 2.24) erreichten.
Die so aufgetrennten Proteine wurden danach mit Hilfe der „Semi-dry“Blotting-Methode
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Dazu wurde für 1,5 h ein Strom von 0,8 mA
pro cm2 Membran angelegt. Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran wurden da-
nach mit 5% Magermilchpulver blockiert (30 Min., RT). Die Bindung des Primärantikör-
pers (Tab. 2.5) erfolgte über Nacht bei 4◦C auf dem Schüttler. Nach der Inkubationszeit
der Primärantikörperbindung wurde 3 mal je 10 Min. auf dem Schüttler mit TBST (Tab.
2.22) gewaschen. Danach wurde 1 h bei RT mit Sekundärantikörper (Tab. 2.6) geschüt-
telt. Ungebundener Sekundärantikörper wurde durch 3 maliges Waschen mit TBST von
der Membran gewaschen. Die Detektion des mit HRP gekoppelten Sekundärantkörpers
erfolgte mittels Western Lightning ECL Reagent digital an der Image Station.

Tabelle 2.23: Zusammensetzung des PAA Sammelgels (5%, 15ml).

Menge Substanz
10,2 ml H2O
2,5ml 30% Bisacrylamid 29:1
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Tabelle 2.23: Fortsetzung
Menge Substanz
1,9ml 1 M Tris/HCl (pH 6,8)
0,15ml 10% SDS
0,15ml 10% APS
0,015ml TMED

Tabelle 2.24: Zusammensetzung des PAA Sammelgels (10%, 30ml).

Menge Substanz
11,8 ml H2O
10ml 30% Bisacrylamid 29:1
7,6ml 1,5 M Tris/HCl (pH 8,8)
0,3ml 10% SDS
0,3ml 10% APS
0,012ml TMED

2.2.2.4 ELISA

Ein weiteres antikörperbasiertes Nachweisverfahren von Proteinen ist der enzyme linked
immuno sorbant assay. In dem hier angewandten Verfahren ist der Erstantikörper an
die Wand einer 96-Kavitäten-Platte gebunden. Das im Lysat befindliche Protein wird
von diesem Antikörper gebunden und verbleibt so in der Kavität, während ungebunde-
ne Proteine ausgewaschen werden. Über die Bindung eines zweiten enzymgekoppelten
Antikörpers und die nachfolgende enzymatische Stoffumsetzung eines Substrates mit
Farbumschlag kann so das Protein in der Probe nachgewiesen werden. Bei der Durch-
führung wurde nach dem Protokoll des Herstellers verfahren.

2.2.2.5 Bestimmung der Proteinkonzentration von Entzündungsmediatoren und
Akutphaseproteinen in Serum und Zellkulturüberständen

Die Messung der Proteinkonzentrationen von Entzündungsmediatoren und Akutphase-
proteinen (APP) in Serum (Abschnitt 2.2.1.5) und Zellkulturüberständen (Abschnitt
2.2.1.4) wurde mit Hilfe der Multiplex-Technologie xMAP von Luminex Corp. durchge-
führt. Dabei handelt es sich um ein Festphasen-basiertes ELISA Verfahren, bei dem das
Protein an eine antikörpergepoppelte Mikrosphäre bindet, die durch einen Fluoreszenz-
farbstoff identifizierbar ist. Das gebundene Protein wird dann durch Fluoreszenzfarbstoff
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markierte Zweitantikörper gebunden. In einer auf Durchflusszytometrie basierenden De-
tektionseinheit wird dann jede Mikrosphäre einzeln mit Hilfe von Lasern detektiert. Die
Wellenlänge des von der Sphäre emmitierten Lichtes gibt dabei Aufschluss über die Art
des gebundenen Analyten. Die Menge gebundener Analyte wird über die Fluoreszenzin-
tensität im Spektrum des Zweitantikörpers ermittelt. Die Quantifizierung der Protein-
konzentration erfolgt über die Mitführung einer Standardreihe für jeden Analyt. Durch
das Kodieren einzelner Mikrosphären mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen ist es
möglich mehrere Analyte in einer Probe zu messen.
Die Probe wurde mit den Mikrosphären über Nacht bei 4◦C inkubiert. Die weitere Durch-
führung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

2.2.2.6 Bestimmung der Eisenkonzentration und der Transferrinsättigung im
Serum

Die Bestimmung der Eisenkonzentration erfolgte mit dem IRON (SFBC) Bathophenan-
throlin Kit nach Herstellerangaben skaliert auf ein Volumen von 200 µl. Im Folgenden
soll kurz das Testprinzip erklärt werden. Eisen liegt im Blut gebunden an Transferrin
als Fe3+ vor. Um die Menge an Eisen mit Hilfe der SFBC Methode zu bestimmen, wird
Fe3+ zunächst von Transferrin getrennt, indem das Protein durch Salzsäure und Tri-
chloressigsäure denaturiert wird. Das freie Eisen wird dann mit Mercaptoessigsäure als
Reduktionsmittel zu Fe2+ reduziert. Fe2+ bildet daraufhin einen farbigen Komplex mit
dem Chelator Bathophenantrolin. Dieser Komplex kann dann photometrisch bei 535 nm
Wellenlänge gemessen werden. Die Quantifizierung erfolgt mit Hilfe eines Standards be-
kannter Konzentration.
Um die Transferrinsättigung zu berechnen, wird zunächst die Menge an freien Binde-
stellen des Transferrins bestimmt. Dazu wurde das U.I.B.C Unsaturated Iron Binding
Capacity Kit nach dem Protokoll des Herstellers verwendet (skaliert auf ein Reakti-
onsvolumen von 200 µl). Das Testprinzip beruht darauf, dass der Probe zunächst eine
definierte Menge an Eisen in Form von Fe3+ zugesetzt wird, das daraufhin an das im
Serum enthaltene Transferrin bindet, bis dieses gesättigt ist. Durch Zugabe des Kom-
plexbildners Ferene wird das überschüssige Fe3+ in alkalischem Milieu in einem farbigen
Komplex gebunden, der bei 600 nm Wellenlänge photometrisch bestimmt werden kann.
Aus der Summe der Serum Eisenkonzentration und der feien Eisenbindekapazität ergibt
sich dann die totale Eisenbindekapazität. Der Quotient aus Serum Eisenkonzentration
und der totalen Eisenbindekapazität ergibt wiederum die Transferrinsättigung.
Da die Experimente nicht an einem Tag durchgeführt wurden, wurden die Ergebnisse
gegen den Mittelwert zweier mitgeführter WT Nullkontrollen normalisiert.
Die Durchführung erfolgte am Molecular Medicine Partnership Unit (MMPU) in Heidel-
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berg unter der federführenden Leitung von Dr. C. Metzendorf in der Arbeitsgruppe von
Dr. M. Muckenthaler sowie in der Experimentellen Hepatologie der Universität Düssel-
dorf.

2.2.3 Molekularbiologische Arbeiten

2.2.3.1 RNA-Extraktion und Quantifizierung

Zur Gewinnung von RNA aus Zellen und Gewebe wurde das RNEasy Mini Kit von QIA-
GEN nach Herstellerangaben verwendet.
Lebergewebe wurde in 300 µl RLT-Puffer mit β-Merkaptoethanol zerstoßen. Nach der
Passage über die QIAshredder-Säule wurde die RNA in 50 % Ethanol gefällt. Die ge-
nomische DNA wurde durch die on column DNase Verdauung abgebaut. Die Elution
erfolgte in 100 µl RNase-freiem Wasser.
Hepatozyten wurden zusammen mit dem Kollagen der Sandwich Kultur abgeschabt und
10 Min. bei 4◦C und 7000 x g zentrifugiert. Danach wurde das überstehende Medium
abgenommen und die Zellen mit dem verbleibenden Kollagen in 700 µl RLT-Puffer ohne
β-Merkaptoethanol homogenisiert. Die Elution erfolgte in 20 µl Wasser.
Die Quantifizierung der RNA erfolgte am Nanodrop für weitere Analysen mittels RT-
qPCR. Für die Messung mittels Fluidigm wurde die RNA im BMFZ an der Universität
Düsseldorf im Bioanalyzer quantitativ und qualitativ untersucht. Für weitere Untersu-
chungen wurden nur RNA Qualitäten mit einer RNA Integritäts Nummer (RIN) ≥ 6
verwendet, die im Bioanalyzer zur Qualitätsbestimmung erhoben wird und das Verhält-
nis der 28S zur 18S rRNA wiedergibt.

2.2.3.2 Reverse Transkription

Um die RNA (Abschnitt 2.2.3.1) weiter zu untersuchen, wurde daraus zunächst mit
Hilfe des Quantitect Reverse Transcription Kits cDNA synthetisiert. Dafür wurde je
1 µg RNA pro Ansatz nach dem Protokoll des Herstellers umgeschrieben. Zur Qualitäts-
überprüfung wurde ein Ansatz ohne reverse Transkriptase inkubiert und in der folgenden
RT-qPCR mit analysiert (-RT). Nach der Inaktivierung der reversen Transkriptase durch
Inkubation bei 95◦C für 5 Min. wurde die RNA mit 100 µl RNase freiem Wasser auf ein
Endvolumen 120 µl verdünnt. Die Lagerung erfolgte bei -20◦C.

2.2.3.3 Realtime semiquantitative Polymerase Kettenreaktion

Die realtime semiquantitative Polymerase Kettenreaktion (RT-qPCR) ist ein Verfahren,
bei dem DNA zyklisch vervielfältigt wird und das gleichzeitig die Quantifizierung dieser
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DNA ermöglicht. In dieser Studie wurde die Fluoreszenzintensität des DNA interkalie-
renden Farbstoffes SYBR Green gemessen, die abhängig von der Menge des eingelagerten
Farbstoffes und damit von der im Ansatz befindlichen DNA ist. Die Anregung des Farb-
stoffes bei 494 nm und die Messung des emmitierten Lichtes bei 521 nm erfolgte im
ViiA7 Real Time System. Die Reaktion wurde in MicroAmp Optical 96-Well Reactions
Platten durchgeführt.
Für den Reaktionsansatz wurde zunächst für jede Probe 15 µl SYBR Green Master Mix
und 11,6 µl H2O gemischt. Aus dieser Mischung wurden dann für jedes zu bestimmende
Gen 25,3 µl in vorbereitete 1,5 ml Reaktionsgefäße entsprechend der Anzahl der Pro-
ben pipettiert. Der Inhalt dieses Reaktionsgefäß wurde dann mit 1,4 µl der jeweiligen
cDNA-Probe (Abschnitt 2.2.3.2) gemischt. Aus dieser Mischung wurden dann 23µl in
die Reaktionsplatte pipettiert und dort mit 2 µl des jeweiligen Primerpaares (Tab. 2.7)
gemischt.
Die Amplifikation der DNA erfolgte über ein standardisiertes Programm, das in Tabelle
2.25 wiedergegeben ist.
Zur Quantifizierung wurde die ΔCT Methode angewandt. Dabei wird die Zyklenzahl
bestimmt, die das Fluoreszenzsignal benötigt um eine bestimmte Intensität zu errei-
chen (in dieser Arbeit das 0,2 fache der Standardabweichung über der Basislinie). Die
Zyklenzahl wird dann mit einem Referenzgen (hier Succinat Dehydrogenase Komplex
Untereinheit A (SDHA)) ins Verhältnis gesetzt, um Ungenauigkeiten in der Versuchs-
durchführung auszugleichen. Da mit jedem Zyklus die Zahl der im Ansatz befindlichen
Kopienzahl des jeweiligen Gens verdoppelt wird, kann über die Potenzierung des ΔCT
zur Basis 2 (2-ΔCT) das Verhältnis der Kopienzahl eines Gens in den unterschiedlichen
Proben dargestellt werden.

Tabelle 2.25: Amplifikationsprogramm der RT-qPCR im ViiA7 Realtime PCR System.

Temperatur
[◦C]

Zeit [s] Zyklenzahl Phase

95 600 1 Anfangsdenaturierung
95 15

40
Denaturierung

60 60 Annealing, Elongation
Schmelzkurvenanalyse
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2.2.3.4 Quantifizierung der Genexpression mittels Fluidigm qPCR

Das Prinzip der Fluidigm qPCR (Fluidigm’s Biomark high-throughput quantitative PCR
chip platform) folgt dem selben Prinzip der Vervielfältigung durch zyklische Polymerase
Kettenreaktion und gleichzeitige Quantifizierung der im Ansatz befindlichen DNA. Die
Quantifizierung erfolgt hier jedoch über Taqman-Sonden. Diese Sonden sind kurze DNA
Sequenzen, die komplementär zu einem Teil der Zielsequenz sind und an einem Ende
einen Fluoreszenzfarbstoff und am anderen einen Quencher gebunden haben, der das
Fluoreszenzsignal unterdrückt. Während der Amplifikation wird die gebundene Sonde
durch die Polymerase abgebaut, wodurch der Farbstoff freigesetzt wird und detektiert
werden kann. Durch die Möglichkeit, verschiedene Sonden mit unterschiedlichen Farb-
stoffen zu markieren, ist es möglich in einer PCR mehrere Gene gleichzeitig zu untersu-
chen (multiplex PCR).
Die Analyse der Genexpression in Lebergewebe mittels Fluidigm qPCR wurde unter der
federführenden Leitung von Dr. M. Thomas in der Arbeitsgruppe von Dr. U. Zanger
am Dr. Margarete Fischer-Bosch - Institut für Klinische Pharmakologie in Stuttgart
durchgeführt.

2.2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte über das Open Source Programm R in der Version
2.15.0. unter der Verwendung einfaktorieller ANOVA mit Boferroni post hoc Test. Die
Ergebnisse wurden als signifikant eingestuft, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit weniger
als 5% betrug (p<0.05).
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Ziel dieser Studie war die Untersuchung des Einflusses der MK2 auf die LPS induzierte
APP Synthese und die Identifizierung MK2 abhängiger Entzündungsmediatoren in vivo.
Dazu wurden WT und MK2-/- Tiere unterschiedlich lange mit LPS behandelt und an-
schließend die Expression verschiedener Entzündungsmediatoren und APPs in der Leber
und im Serum der Tiere untersucht. Die Tabellen 3.1 und 3.2 geben einen Überblick über
die untersuchten Analyte und veranschaulichen dabei die LPS abhängige Regulation so-
wie den Einfluss der MK2.

Tabelle 3.1: Liste der Analyte, deren LPS abhängige Regulation und deren MK2 Abhängigkeit
in der vorliegenden Arbeit auf Transkript- und Proteinebene untersucht wurde. LPS abhängige
Regulation: ↑↑ stark induziert, ↑ induziert, ↓↓ stark supprimiert, ↓ supprimiert, Ø keine; Einfluss
der MK2 Deletion auf die LPS verittelte Regulation: ++ stark verstärkt; + verstärkt; (+)
schwach verstärkt; – stark verringert; - verringert; (-) schwach verringert; 0 kein Einfluss.

Transkriptebene Proteinebene
Gen LPS induzierte

Regulation
Einfluss der MK2

Defizienz
LPS induzierte

Regulation
Einfluss der MK2

Defizienz
α2M ↑↑ – ↑↑ 0
APCS ↑↑ 0 ↑↑ 0
CCL11 ↑ - ↑ 0
CCL5 ↑ 0 ↑↑ 0
CRP ↑↑ 0 ↑↑ 0
CSF1 ↑ 0 ↑ 0
HP ↑ 0 ↑ 0
IL-13 Ø 0 Ø 0
IL-1β ↑ – ↑ 0
IL-2 Ø 0 Ø 0
CCL4 ↑ - ↑ (-)
CXCL10 ↑ 0 ↑ (-)
CCL2 ↑ 0 ↑↑ –
CCL3 ↑ - ↑↑ –
CXCL2 ↑ - ↑ –
IFNβ ↑ 0 ↑ –
IFNγ ↑ 0 ↑ –
IL-10 ↑ (-) ↑ –
IL-6 ↑ - ↑↑ –
LIF ↑ 0 ↑↑ –
TNFα ↑ 0 ↑↑ –
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Tabelle 3.2: Liste der Analyte, deren LPS abhängige Regulation und deren MK2 Abhängig-
keit in der vorliegenden Arbeit auf Ebene der Transkripte untersucht wurde. LPS abhängige
Regulation: ↑↑ stark induziert, ↑ induziert, ↓↓ stark supprimiert, ↓ supprimiert, Ø keine; Ein-
fluss der MK2 Deletion auf die LPS verittelte Regulation: ++ stark verstärkt; + verstärkt; (+)
schwach verstärkt; – stark verringert; - verringert; (-) schwach verringert; 0 kein Einfluss.

Transkriptebene Transkriptebene
Gen LPS induzierte

Regulation
Einfluss der MK2

Defizienz
Gen LPS induzierte

Regulation
Einfluss der MK2

Defizienz
C3 ↑ 0 Mrc1 ↓ 0
C4b ↑ 0 Nrg1 ↑ 0
CCR2 Ø 0 Orm1 ↑ 0
CCR3 Ø 0 Osmr ↑ 0
CCR5 Ø 0 Pf4 Ø 0
CD69 ↑ 0 Pglyrp1 Ø 0
CD86 ↑ 0 Plat Ø 0
Csf2 Ø 0 Plg Ø 0
Cx3cl1 Ø 0 Saa1 ↑ 0
CXCL1 ↑ 0 Saa2 ↑ 0
CXCL11 ↑ 0 Saa3 ↑ 0
CXCL5 ↑ 0 Serpina11 Ø 0
CXCR1 Ø 0 Stmn4 Ø 0
CXCR2 ↑ 0 Tgfb1 ↑ 0
Egf Ø 0 Tnfrsf1b ↑ 0
Egfr Ø 0 Vegfa Ø 0
Fga ↑↑ 0 CCL7 ↑ -
Fgb ↑↑ 0 CCL8 ↑ -
Fgg ↑↑ 0 CXCL12 ↓ -
Hgf ↓ 0 INFαr2 ↑ -
Hpx ↑ 0 IL-10ra ↑ -
INFα1 Ø 0 IL-12a ↑ -
INFαr1 ↑ 0 IL-1a ↑ -
IL-10rb ↑ 0 Ltb ↑ -
IL-11 Ø 0 Osm ↑ -
IL-12b ↑ 0 CXCL3 ↑ –
IL-17a Ø 0 IL-33 ↑ –
IL-1rn ↑ 0 IL-19 ↑ (-)
IL-20ra Ø 0 Serpina3g ↑ (-)
IL-20rb Ø 0 Tnfrsf1a ↑ (-)
IL-28b Ø 0 CCL9 ↑ (+)
IL-4 Ø 0 Serpina5 ↑ (+)
IL-6st ↑ 0 CD14 ↑↑ +
Lbp ↑ 0 Csf1r ↓ +
Lta Ø 0 Hamp ↑ +
Met ↓ 0

Im folgenden werden die zentralen Ergebnisse dieser Studie eingehender beleuchtet.
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3.1 Einfluss der MK2 auf die LPS induzierte

Expression von Entzündungsmediatoren in der

Leber

Die der p38MAPK nachgeschaltete MK2 wurde in einer Reihe von Studien als essenziel-
les intrazelluläres Molekül der entzündungsspezifischen Signaltransduktion beschrieben,
das in verschiedenen Entzündungsmodellen ein zentraler Regulator verschiedener Ent-
zündungsmediatoren wie IL-6, TNFα und IL-1β ist [107,116,123–125]. Die Sezernierung
dieser Mediatoren durch Lebermakrophagen gilt aufgrund der engen räumlichen Verge-
sellschaftung mit den, für die Expression der APP verantwortlichen Hepatozyten, als
wesentliches Signal in der Orchestrierung der hepatischen APR [39]. Ein Ziel dieser
Arbeit war es daher den Einfluss der MK2 auf die intrahepatische Expression von Ent-
zündungsmediatoren während einer LPS induzierten APR in ihrer zeitlichen Abfolge
und der erreichten Expressionslevel zu charakterisieren.

3.1.1 MK2 reguliert in der Leber die LPS induzierte Expression

der IL-6 Typ Zytokine IL-6, LIF und OSM sowie die basale

Expression des OSMR.

Es ist bekannt, dass IL-6 in verschiedenen Entzündungsmodellen in vitro und in vivo
MK2 abhängig reguliert wird [107,116,123,124,126]. Um zu klären, ob diese Abhängigkeit
für IL-6 und andere IL-6 Typ Zytokine auch in der Leber besteht, wurde die Expression
dieser Zytokine intrahepatisch auf Transkriptlevel und systemisch auf Ebene der Serum
Proteinkonzentration in Abhängigkeit der LPS Dosis in Wildtyp (WT) Mäusen und in
MK2-/- sowie MK2/3-/- Tieren untersucht.
Wie in Abb. 3.1A dargestellt, erfolgt die Induktion der Transkription von IL-6 nach der
Stimulation mit LPS in allen Gruppen sehr schnell und erreicht im WT unabhängig von
der LPS Dosis bereits nach 1h ihr Maximum. Nach 24h wird in allen Gruppen wieder die
basale, niedrige Expressionsrate erreicht. Für Kontrolltiere konnte keine Induktion von
IL-6 gemessen werden. Das Expressionslevel in behandelten Tieren ist zu frühen Zeit-
punkten bis 4h sensitiv gegenüber der LPS Dosis und liegt in der Gruppe der niedrig
dosiert behandelten WT Tiere bei etwa 50% der hoch dosiert behandelten Mäuse. Auch
in MK2-/- Mäusen sind die Transkriptlevel im frühen Verlauf der IL-6 Expression bis
2h stark vermindert. Das Maximum ist in diesen Mäusen bereits nach 0,5h erreicht und
liegt etwa bei 30% des Wertes der gleich behandelten WT Mäuse (1 µg LPS / g KGW).
Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurde RNA aus Leberlysaten der hoch dosiert be-
handelten WT Mäuse und der MK2-/- Mäuse mittels RT-qPCR mit IL-6 spezifischen
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Primern analysiert. Zum Vergleich wurden MK2/3-/- Mäuse in diese Untersuchung mit
aufgenommen, um den Einfluss der MK3 auf die residuale LPS induzierte IL-6 Expres-
sion in MK2-/- Tieren zu untersuchen (Abb. 3.1B). Die Ergebnisse aus der Fluidigm
Analyse für WT und MK2-/- Mäuse konnten in diesem Versuch bestätigt werden. Der
Verlauf und die Expression von IL-6 in den Lebern von MK2/3-/- Mäusen ist vergleichbar
mit den entsprechenden Werten in MK2-/- Tieren, sodass diese Daten darauf hinweisen,
dass die verbleibende IL-6 Expression in MK2-/- Mäusen unabhängig von der MK3 ver-
läuft.
In der Serum Proteinkonzentration äußert sich der Einfluss der MK2 noch deutlicher
(Abb. 3.1C). 2h nach der Stimulation erreicht die IL-6 Serum Proteinkonzentration in
WT Tieren etwa 200 ng/ml. Danach fällt die Konzentration schnell wieder ab, liegt je-
doch nach 8h noch in der Größenordnung von 1 ng/ml. Hingegen verläuft die Expression
in niedrig dosiert behandelten WT Mäusen langsamer und schwächer, erreicht nach 4h
aber das Niveau der hoch dosiert behandelten WT Mäuse (Abb. 3.1D). In MK2-/- und
MK2/3-/- Tieren ist die Expression von IL-6 über den gesamten untersuchten Zeitraum
stark eingeschränkt, sodass die Serum Proteinkonzentration in diesen Mäusen 9 ng/ml
nicht überschreitet (Abb. 3.1C). Zusammengenommen deuten diese Daten darauf hin,
dass die beschriebene MK2 abhängige Regulation von IL-6 auch in der Leber während
der LPS induzierten APR einen wichtigen Regulationsmechanismus darstellt.

Neben IL-6 spielt auch der Leukämie hemmende Faktor (leukemia inhibitory factor,
LIF) als Mitglied der IL-6 Familie und als potenter Aktivator STAT3 abhängiger Signal-
übertragung eine Rolle in der hepatischen APR [127]. Um zu überprüfen, inwieweit die
MK2 auch in die Expression von LIF involviert ist, wurde die Expression dieses IL-6
Typ Zytokins in der Leber und systemisch im Serum LPS behandelter Tiere untersucht
(Abb. 3.2). Während in Kontrolltieren keine Änderung der LIF Expression gemessen
werden kann, erreicht die Induktion von LIF in LPS behandelten Mäusen nach 1h ihr
Maximum, fällt dann innerhalb von 3h stark ab und erreicht fast basale Transkriptlevel
(Abb. 3.2A). Daran schließt sich eine zweite Welle der LIF Transkription an, die 6h nach
LPS Behandlung ihr Maximum erreicht und bis 24h wieder abklingt. Diese Kinetik ist
für alle drei Behandlungsgruppen gleichermaßen zu erkennen. Unterschiede im Verlauf
der LIF Expression ergeben sich zwischen den Gruppen vor allem während der ersten
Welle der Transkription, wo die Transkriptlevel in MK2-/- und niedrig dosiert behandel-
ten WT Mäusen niedriger liegen. Diese Unterschiede erreichen jedoch keine statistische
Signifikanz.
Obwohl auf Transkriptebene nur geringfügige Unterschiede zwischen den Genotypen zu
beobachten sind, ist auf Proteinebene eine deutlich abgeschwächte Expression von LIF
im Serum von MK2-/- und MK2/3-/- Tieren messbar (Abb. 3.2B). In WT Mäusen steigt
die LIF Konzentration im Serum innerhalb von 6h nach Behandlung auf 500 pg/ml an,
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Abbildung 3.1: MK2 ist essenziell für die LPS induzierte Expression von IL-6 in
der Leber und reguliert systemisch die Serum Proteinkonzentration von IL-6.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten
LPS Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil beschrie-
ben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels (A) Fluidigm qPCR und (B) RT-qPCR
mit IL-6 spezifischen Primern analysiert. Datenpunkte repräsentieren den Mittelwert der gegen
GAPDH bzw. SDHA normalisierten Werte (2-Δct, n≥3, ±SEM). (C, D) Wie im Material und
Methodenteil beschrieben, wurde den Tieren bei Versuchsende Blut zur Gewinnung von Serum
entnommen. Die Proteinkonzentration im Serum wurde mittels Luminex untersucht. Daten-
punkte stellen Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen dar (n=1 für MK2/3-/- 4h, n=2
für WT 0,5 µg LPS / g KGW 2h, n≥3 sonst, ±SEM).
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Abbildung 3.2: MK2 ist essenziell für den ungehemmten LPS induzierten Anstieg
der LIF Serum Proteinkonzentration.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genann-
ten LPS Dosen behandelt. (A) Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels Fluidigm qPCR analysiert. Da-
tenpunkte repräsentieren den Mittelwert der gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct, n≥3,
±SEM). (B) Wie im Material und Methodenteil beschrieben, wurde den Tieren bei Versuch-
sende Blut zur Gewinnung von Serum entnommen. Die Proteinkonzentration im Serum wurde
mittels Luminex untersucht. Datenpunkte stellen Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen
dar (n=2 für MK2/3-/- 4h, WT 0,5 µg LPS / g KGW, n≥3 sonst, ±SEM).

fällt dann leicht ab und ist auch nach 8h noch auf hohem Niveau messbar. Diese ho-
hen Konzentrationen werden in niedrig dosiert behandelten Tieren und in MK2-/- und
MK2/3-/- Tieren nicht erreicht. Diese Daten lassen auf eine post transkriptionelle Regu-
lation von LIF schließen, die MK2 abhängig reguliert wird, da sich die Unterschiede in
der LIF Expression erst auf Proteinebene manifestieren.

Auch OSM wurde im Zusammenhang mit der Regulation der APR in verschiedenen
Studien als wichtiger Mediator beschrieben [128–130]. Zudem konnte in Arbeiten der
eigenen Arbeitsgruppe eine MK2 abhängige Regulation von OSM in Zellkultursystemen
nachgewiesen werden [131], weshalb die Expression von OSM in der Leber nach LPS
Stimulation auch Gegenstand dieser Arbeit war. Das OSM Transkriptlevel steigt in LPS
behandelten Tieren über einen Zeitraum von 6h in der Leber an und erreicht dann
ein Maximum. Danach fällt die Expression wieder ab und erreicht nach 24h das basale
Expressionslevel. Das maximale Transkriptlevel ist in niedrig dosiert behandelten WT
Mäusen vermindert, dieser Unterschied erreicht jedoch keine statistische Signifikanz. In
MK2-/- Mäusen ist das OSM Transkriptlevel in der Leber bereits nach 2h signifikant
reduziert und erreicht im Maximum nur die Hälfte der im WT gemessenen Werte.

In einer aktuellen Studie konnte ein Einfluss der MK2 auf die Expression des OSM
Rezeptors (OSMR) in Zellkultursystemen nachgewiesen werden [131]. Um den Einfluss
der MK2 auf die basale OSMR Expression zu untersuchen, wurde das Transkriptlevel in
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Abbildung 3.3: MK2 beeinflusst die LPS
induzierte OSM Expression in der Le-
ber.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die an-
gegebenen Zeiträume mit den genannten LPS
Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde,
wie im Material und Methodenteil beschrie-
ben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert
und mittels Fluidigm qPCR untersucht. Da-
tenpunkte repräsentieren den Mittelwert der
gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct,
n≥3).

Leberlysaten unbehandelter Mäuse mittels Fluidigm qPCR analysiert (Abb. 3.4A). Diese
Untersuchung zeigt, dass die Expression des OSMR in den Lebern von MK2-/- Tieren
signifikant gegenüber WT Tieren erhöht ist. Dies deutet auf eine in vivo Relevanz der
in der Zellkultur beobachteten MK2 abhängigen Regulation des OSMR hin.
Neben OSMR konnte auch für die Rezeptoruntereinheit gp130, die für alle IL-6 Typ
Zytokine zur Signaltransduktion genutzt wird, in Zellkulturexperimenten eine MK2 ab-
hängige Regulation gezeigt werden [101]. Um zu untersuchen ob diese MK2 Abhängigkeit
in der LPS induzierten APR intrahepatisch relevant ist, wurden die Transkriptlevel von
gp130 in den Leberlysaten von LPS behandelten Mäusen analysiert (Abb. 3.4B). Die
gp130 Expression wird durch LPS induziert und erreicht nach 4h ihr Maximum. Die
Stärke der Expression ist dabei abhängig von der Konzentration, nicht aber vom Ge-
notyp der Tiere. Dies deutet darauf hin, dass die MK2 für die Regulation der LPS
induzierten gp130 Expression in der Leber auf transkriptioneller Ebene keinen Einfluss
hat.
Insgesamt deuten diese Daten darauf hin, dass MK2 sowohl auf Ebene der Liganden, als
auch auf Ebene der Rezeptoren Einfluss auf die IL-6 Typ Zytokin vermittelte Signal-
transduktion nimmt, indem die maximale Expression der Familienmitglieder IL-6, LIF
und OSM steuert und die Verfügbarkeit von OSMR begrenzt.

3.1.2 MK2 hat keinen Einfluss auf die LPS induzierte

intrahepatische STAT3 Aktivierung

Die Familienmitglieder der IL-6 Zytokine sind potente Aktivatoren von STAT3 das für
die Expression von APPs in der Leber eine herausragende Rolle spielt. Auch im Rahmen
der Sepsis galten diese Zytokine lange Zeit als zentrale STAT3 Aktivatoren, weshalb die-
ser Transkriptionsfaktor zunächst als Akut-Phase responsives Element bezeichnet wur-
de. Um zu untersuchen, ob sich die verminderte Expression von IL-6 Typ Zytokinen
in MK2-/- Tieren auch auf die STAT3 Phosphorylierung auswirkt wurde die Aktivie-
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Abbildung 3.4: MK2 beeinflusst basal die Expression von OSMR, hat aber keinen
Einfluss auf die LPS induzierte Expression von gp130 in der Leber.
(A) Aus der Leber unbehandelter WT und MK2-/- Mäuse wurde, wie im Material und Me-
thodenteil beschrieben, RNA gewonnen und mittels Fluidigm qPCR analysiert. Die Balken
repräsentieren den Mittelwert der gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct, n≥3, ±SEM).
(B) WT und MK2-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten LPS
Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil beschrieben,
aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels Fluidigm qPCR untersucht. Datenpunkte
repräsentieren den Mittelwert der gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct, n≥3, ±SEM).

rung von STAT3 in den Lebern LPS behandelter WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäusen
bestimmt (Abb. 3.5).

Die Phosphorylierung von STAT3 nimmt in den Lebern LPS behandelter Tiere unab-
hängig vom Genotyp in gleicher Weise zu, erreicht nach 1h bis 2h ein für alle Gruppen
vergleichbares Maximum und nimmt dann wieder ab, bleibt aber bis zum Ende des be-
obachteten Zeitraums von 6h erhöht (Abb. 3.5B). Die vergleichbaren Level der STAT3
Phosphorylierung zu den Zeitpunkten der maximalen Aktivierung bei 1h und 2h konnte
im Westernblot bestätigt werden (Abb. 3.5A). Während es nach der Behandlung mit
LPS zu einer gesteigerten Aktivierung von STAT3 in der Leber kommt, kann für das
Gesamtniveau von STAT3 auf Proteinebene keine Veränderung gemessen werden (Abb.
3.5A).

Diese Daten geben einen Hinweis darauf, dass die STAT3 Aktivierung in MK2-/- und
MK2/3-/- Tieren nicht differenziell reguliert ist und dass die verminderte Expression der
IL-6 Typ Zytokine nicht in einer reduzierten Aktivierung von STAT3 resultiert.
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Abbildung 3.5: Normale STAT3 Aktivierung in Lebergewebe LPS behandelter
MK2-/- und MK2/3-/- Tiere.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Tiere wurden mit 1 µg LPS / g KGW für die angegebenen Zeiträume
behandelt. Nach Versuchsende wurden aus den blutleer perfundierten Lebern, wie im Material
und Methodenteil beschrieben, Proteinlysate hergestellt. (A) Lysate wurden in gleicher Potein-
menge (80 µg / Probe) mittels Western-Blot untersucht. Mit spezifischen Antikörpern wurde
phosphoryliertes STAT3 (pSTAT3), totales STAT3 (STAT3) und GAPDH (Beladungskontrol-
le) nachgewiesen. (B) Je 2 µg / Probe wurden mittels STAT3 und pSTAT3 spezifischem ELISA
analysiert. Datenpunkte repräsentieren Mittelwerte der Absorptionswerte (450nm) für pSTAT3
normalisiert gegen STAT3 (n≥3).

3.1.3 MK2 reguliert in der Leber die LPS induzierte Expression

der IL-1 Typ Zytokine IL-1-beta, IL-1-alpha und IL-33, hat

aber systemisch keinen Einfluss auf die IL-1-beta Serum

Proteinkonzentration.

In verschiedenen Studien wurde IL-1β als MK2 abhängiges Zytokin beschrieben [107,
116, 125]. Um zu untersuchen inwieweit diese Abhängigkeit in der LPS induzierten he-
patischen APR eine Rolle spielt, wurde das Expressionsprofil von IL-1β in Leberlysaten
LPS behandelter WT Tiere in Abhängigkeit der LPS Dosis charakterisiert und mit Da-
ten aus MK2-/- und MK2/3-/- Tieren verglichen (Abb. 3.6A und B).
In Kontrolltieren ist die Expression von IL-1β nicht beeinflusst. Das Transkriptlevel von
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IL-1β steigt nach Stimulation mit LPS jedoch unabhängig von der Dosis schnell an,
erreicht zwischen 0,5h und 1h maximale Werte, geht dann langsam wieder zurück und
erreicht nach 24h wieder das ursprüngliche Level. Das erreichte Niveau der IL-1β Ex-
pression ist dosisabhängig und erreicht in niedrig dosiert behandelten WT Tieren etwa
30% der entsprechenden Werte hoch dosiert behandelter Mäuse. Auch in MK2-/- Tieren
ist das erreichte Transkriptlevel im Vergleich zu den gleich behandelten WT Mäusen
signifikant reduziert.
Zur Verifikation dieser Daten wurden RNA Proben aus Lebergewebe von WT, MK2-/-

und MK2/3-/- Tieren mit IL-1β spezifischen Primern mittels RT-qPCR untersucht (Abb.
3.6B). Die verminderte IL-1β Induktion in MK2-/- Tieren im Vergleich zu WT Mäusen
konnte für frühe Zeitpunkte in diesem Versuch bestätigt werden, obwohl die Reduktion
in dieser Analyse weniger stark ausgeprägt ist. In MK2/3-/- Mäusen kann keine signifi-
kante Reduktion der LPS induzierten IL-1β Expression gemessen werden.
Die RNA Daten wiesen auf einen Einfluss der MK2 und der LPS Dosis auf die Expres-
sionsstärke von IL-1β in der Leber hin, jedoch kann systemisch auf Ebene der Serum
Proteinkonzentration keine differenzielle Expression zwischen den Gruppen gemessen
werden (Abb. 3.6C). Alle Gruppen erreichen zwischen 1h und 4h eine maximale Kon-
zentration von etwa 50 pg/ml. Danach fällt die Konzentration leicht ab und ist auch 8h
nach LPS Injektion noch mit etwa 25 pg/ml messbar.
Neben IL-1β wurde bislang kein weiteres Mitglied der IL-1 Typ Zytokine als MK2 ab-
hängig beschrieben. Um den Einfluss von MK2 auf die Familie der IL-1 Typ Familie
zu untersuchen, wurde neben IL-1β auch die LPS induzierte Expression von IL-1α und
des kürzlich identifizierte Mitglied IL-33 in Leberlysaten analysiert (Abb. 3.7). Wie für
IL-1β wird die Expression von IL-1α sehr schnell induziert (Abb. 3.7C). Das maximale
Expressionslevel wird zwischen 0,5h und 1h nach LPS Stimulation erreicht und kehrt
nach 24h wieder auf das ursprüngliche Niveau zurück. Dabei sind die erreichten Tran-
skriptionslevel sowohl abhängig von der MK2, als auch von der LPS Dosis. So ist in
MK2-/- und niedrig dosiert behandelten WT Tieren, die maximale Expression von IL-
1α um etwa 50% im Vergleich zu den hoch dosiert behandelten WT Mäusen reduziert.
In den mit NaCl behandelten Kontrolltieren kann keine Induktion von IL-1α gemessen
werden.
Die Kinetik der IL-33 Expression nach LPS Stimulation erfolgt deutlich langsamer, als
für die beiden anderen analysierten IL-1 Typ Zytokine und erreicht erst nach 4h bis 8h
maximale Level (Abb. 3.7A und B). Die erreichten Transkriptlevel in niedrig dosiert be-
handelten Tieren sind im Vergleich zur hoch dosiert behandelten Gruppe weniger stark
induziert, dieser Unterschied erreicht aber keine statistische Signifikanz (Abb. 3.7A).
Dagegen geht die LPS induzierte IL-33 Expression in MK2-/- (Abb. 3.7A und B) und
MK2/3-/- (Abb. 3.7B) deutlicher zurück, sodass diese Daten einen Hinweis auf die MK2
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abhängige Regulation von IL-33 im Kontext der hepatischen APR liefern.
Insgesamt weisen diese Daten auf eine Beteiligung der MK2 in der transkriptionellen
Regulation der LPS induzierten Expression der Mitglieder der Familie der IL-1 Typ
Zytokine IL-1β, IL-1α und IL-33 in der Leber hin.

3.1.4 MK2 ist für die Expression von TNF-alpha in der Leber

essenziell und reguliert die Expression von LTB und

TNFRSF1.

Für TNFα wurde in verschiedenen Studien in vivo und in vitro eine MK2 Abhängigkeit
gezeigt [107,116]. Diese Abhängigkeit wurde bislang jedoch nicht spezifisch für die Leber
gezeigt, sodass die Analyse der Expression von TNFα Gegenstand dieser Studie war. Da-
zu wurden die Transkriptlevel für TNFα in Leberlysaten LPS behandelter WT, MK2-/-

und MK2/3-/- Mäuse bestimmt (Abb. 3.8A und B). Die Expression von TNFα wird nach
LPS Injektion sehr schnell induziert, erreicht zwischen 0,5h und 1h ihr Maximum in al-
len Gruppen und erreicht nach 48h wieder das basale Expressionsniveau (Abb. 3.8A).
In Kontorolltieren kommt es zu keiner Induktion. Dabei ist die Expression in niedrig
dosiert behandelten WT Tieren auf RNA Ebene signifikant reduziert und erreicht etwa
60% der Werte, die in hoch dosiert behandelten WT Tieren erreicht werden. Für MK2-/-

Tiere ist das Expressionsprofil in Stärke und Dauer vergleichbar mit der Situation in
WT Mäusen. Diese Daten konnten für Zeitpunkte bis 8h mittels RT-qPCR verifiziert
werden (Abb. 3.8B). Der Expressionsverlauf in MK2/3-/- Tieren ist vergleichbar mit der
Situation in MK2-/- Mäusen.
Demgegenüber ist die TNFα Expression auf Proteinebene im Serum der Tiere für MK2-/-

und MK2/3-/- deutlich vermidert (Abb. 3.8C). Diese Beobachtung deckt sich dabei mit
anderen Studien, die einen posttranskriptionellen Mechanismus der MK2/3 abhängigen
TNFα Expression zeigen [106,116]. Die Serum Proteinkonzentrationen für TNFα, die in
Abbildung 3.8C dargestellt sind, zeigen einen schnellen Anstieg der TNFα Konzentration
in WT und MK2-/- Tieren, der nach 1h ein Maximum erreicht. Die Expression ist dabei
in gering dosiert behandelten WT Tieren und in MK2-/- Mäusen gleichermaßen um etwa
50% reduziert. In MK2/3-/- Tieren ist die maximale Serum Proteinkonzentration noch
weiter reduziert.
Neben TNFα wurde auch die Expression von Lymphotoxin alpha (LTA) und beta (LTB)
in dieser Arbeit untersucht. Während für die Expression von LTA weder eine Abhän-
gigkeit von der LPS Dosis, noch von der MK2 ermittelt werden konnte (Daten nicht
gezeigt), ist die späte Phase der LTB Expression MK2 abhängig reguliert (Abb. 3.9).
Die Behandlung mit NaCl in den Kontrolltieren hat dabei keinen Einfluss auf die Ex-
pression von LTB. Die Expression von LTB steigt nach der Stimulation mit LPS in der

40



3 Ergebnisse

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 E

x
p

re
ss

io
n

  

IL
-1
β

/G
A

P
D

H
 

Zeit [h] 

Wildtyp 1 µg LPS / g KGW

Wildtyp 0,5 µg LPS / g KGW

Wildtyp Kontrolle

MK2-/- 1 µg LPS / g KGW

* 

A 

* *          * 
* * 

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0 2 4 6 8

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 E

x
p

re
ss

io
n

 

IL
-1
β

/S
D

H
A

 

Zeit [h] 

Wildtyp 1 µg LPS / g KGW

MK2-/- 1 µg LPS / g KGW

MK2/3-/- 1µg LPS / g KGW

B         *    

        *    

0

50

100

150

0 2 4 6 8

S
er

u
m

 P
ro

te
in

k
o
n

ze
n

tr
at

io
n

 

IL
-1
β

 [
p

g
/m

l]
 

Zeit [h] 

Wildtyp 1 µg LPS / g KGW

Wildtyp 0,5 µg LPS / g KGW

MK2-/- 1 µg LPS / g KGW

MK2/3-/- 1µg LPS / g KGW

C 

Abbildung 3.6: MK2 reguliert transkriptionell die Expression von IL-1β in der
Leber, hat aber keinen Einfluss auf die systemische Serum Proteinkonzentration.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten
LPS Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil beschrie-
ben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels (A) Fluidigm qPCR und (B) RT-qPCR
mit IL-1β spezifischen Primern analysiert. Datenpunkte repräsentieren den Mittelwert der ge-
gen GAPDH bzw. SDHA normalisierten Werte (2-Δct, n=2 für MK2/3-/- 4h, n≥3 sonst, ±SEM).
(C) Wie im Material und Methodenteil beschrieben, wurde den Tieren bei Versuchsende Blut
zur Gewinnung von Serum entnommen. Die Proteinkonzentration im Serum wurden mittels Lu-
minex untersucht. Datenpunkte stellen Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen dar (n=2
für MK2/3-/- 4h, WT 0,50,5 µg LPS / g KGW, n≥3 sonst, ±SEM).
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Abbildung 3.7: MK2 reguliert tran-
skriptionell die Expression von IL-1α
und IL-33 in der Leber.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden
für die angegebenen Zeiträume mit den ge-
nannten LPS Dosen behandelt. Nach Ver-
suchsende wurde, wie im Material und Me-
thodenteil beschrieben, aus den Leberlysaten
RNA extrahiert und mittels (A, C) Fluidigm
qPCR und (B) RT-qPCR mit IL-33 spezifi-
schen Primern analysiert. Datenpunkte reprä-
sentieren den Mittelwert der gegen GAPDH
bzw. SDHA normalisierten Werte (2-Δct, n≥3,
±SEM).

Leber an und erreicht nach 2h bis 4h ihr Maximum. Dabei ist die Kinetik in gering
dosiert behandelten und MK2-/- Mäusen schneller als in hoch dosiert behandelten WT.
Während die Expression in diesen Gruppen bereits nach 2h wieder deutlich absinkt,
ist die Expression in hoch dosiert behandelten WT Mäusen deutlich länger und fällt
erst nach 4h ab, sodass diese Mäuse deutlich länger LTB exprimieren und dabei höhere
Transkriptlevel erreichen.

Um Hinweise auf die Verfügbarkeit der Rezeptoren für TNF Typ Zytokine zu erhal-
ten, wurde die LPS induzierte Expression der TNF Rezeptor Superfamilienmitglieder
(TNFRSF) 1A und 1B in den Lebern der LPS behandelten Tiere auf RNA Ebene un-
tersucht. Die Transkription von TNFRSF1B zeigt dabei auf sehr geringem Expressions-
niveau keinen Einfluss der Konzentration oder des Genotyps (Daten nicht gezeigt). Für
TNFRSF1A ändert sich die Expression in den Kontrolltieren nicht, steigt aber in allen
LPS behandelten Tieren langsam an (Abb. 3.10). In WT Tieren wird das maximale
Expressionslevel dosisunabhängig nach 6h erreicht und fällt dann bis 24h wieder auf ein
niedrigeres Niveau. Dabei sind die erreichten Transkriptlevel in den unterschiedlichen
Behandlungsgruppen vergleichbar. Im MK2-/- Tieren wird die maximale Expression da-
gegen bereits nach 4h erreicht, bevor das Transkriptlevel in den Lebern wieder abnimmt,
sodass die späte Expression von TNFRSF1A in MK2-/- Tieren nicht aufrecht erhalten
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Abbildung 3.8: MK2 ist für die Expression von TNFα auf Ebene der Serum Pro-
teinkonzentration essenziell.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten
LPS Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil beschrie-
ben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels (A) Fluidigm qPCR und (B) RT-qPCR
mit Tnfα spezifischen Primern analysiert. Datenpunkte repräsentieren den Mittelwert der ge-
gen GAPDH bzw. SDHA normalisierten Werte (2-Δct, n≥3). (C) Wie im Material und Me-
thodenteil beschrieben, wurde den Tieren bei Versuchsende Blut zur Gewinnung von Serum
entnommen. Die Proteinkonzentration im Serum wurde mittels Luminex untersucht. Daten-
punkte stellen Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen dar (n=2 für MK2/3-/- 4h, WT
0,50,5 µg LPS / g KGW, n≥3 sonst, ±SEM).
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Abbildung 3.9: MK2 beeinflusst die LPS
induzierte LTB Expression in der Leber.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die an-
gegebenen Zeiträume mit den genannten LPS
Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde,
wie im Material und Methodenteil beschrie-
ben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert
und mittels Fluidigm qPCR untersucht. Da-
tenpunkte repräsentieren den Mittelwert der
gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct,
n≥3, ±SEM).
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Abbildung 3.10: MK2 beeinflusst die Ki-
netik der LPS induzierten TNFRSF1A
Expression in der Leber.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die an-
gegebenen Zeiträume mit den genannten LPS
Dosen behandelt. Nach Versuchsende wur-
de, wie im Material und Methodenteil be-
schrieben, aus den Leberlysaten RNA ex-
trahiert und mittels Fluidigm qPCR unter-
sucht. Datenpunkte repräsentieren den Mit-
telwert der gegen GAPDH normalisierten
Werte (2-Δct, n=2 für MK2-/- und WT
0,5 µg LPS / g KGW, n≥3 sonst, ±SEM).

wird.
Zusammen deuten diese Daten darauf hin, dass die Expression der TNF Familienmit-
glieder TNFα und LTB nach LPS Behandlung durch MK2 reguliert wird, wobei der
Einfluss für TNFα posttranskriptioneller Natur ist, während LTB bereits auf Transkrip-
tebene reguliert wird. Zusätzlich scheint MK2 für die uneingeschränkte LPS induzierte
Expression von TNFRSF1A eine wichtige Rolle zu spielen.

3.1.5 MK2 und MK3 haben unterschiedliche Funktionen in der

Regulation der LPS induzierten Interferon Expression.

Interferone (IFN) spielen vor allem in der viralen Immunantwort des Organismus eine
Rolle, werden aber auch im Kontext bakterieller Infektionen exprimiert und sind dabei
potente Stimulatoren verschiedener APPs [53,132,133]. In verschiedenen in vitro und in
vivo Studien konnte bereits eine MK2/3 abhängige Regulation der Expression für IFNβ
und IFNγ gezeigt werden [120, 134]. Inwieweit IFNβ und IFNγ auch in dem in dieser
Arbeit verwendeten Entzündungsmodell MK2/3 abhängig reguliert werden, war Teil der
Studie.
Die Konzentration von IFNβ wurde nach der Behandlung von WT, MK2-/- und MK2/3-/-

Mäusen mit 1 µg LPS / g KGW im Serum der Tiere mittels ELISA gemessen (Abb.
3.11A). Messbare IFNβ Konzentrationen werden in den Tieren nur zwischen 1h und
2h nach LPS Injektion erreicht. Basal und zu späteren Zeitpunkten bleibt die Serum
IFNβ Konzentration unterhalb der Detektionsgrenze von 15,6 pg/ml. Die Konzentration
in WT Tieren steigt in diesem Zeitraum an, während die Konzentration in MK2/3-/-

Mäusen stagniert und in MK2-/- Mäusen bereits nach 2h die Detektionsgrenze nicht
mehr erreicht wird. Dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen einer in Makrophagen
durchgeführten Studie, in der ein inhibitorischer Effekt der MK2 auf die MK3 vermittelte
Suppression der IFNβ Expression beschrieben wird [120].
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Abbildung 3.11: MK2 und MK3 haben unterschiedlichen Einfluss auf die LPS in-
duzierte Expression von IFNβ und IFNγ in vivo.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genann-
ten LPS Dosen behandelt. Wie im Material und Methodenteil beschrieben, wurde den Tieren
bei Versuchsende Blut zur Gewinnung von Serum entnommen. Die Proteinkonzentration im
Serum wurde mittels (A) ELISA und (B) Luminex untersucht. Datenpunkte und Balkendia-
gramm stellen Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen dar (n=2 für MK2/3-/- 2-4h, WT
0,5 µg LPS / g KGW, n≥3 sonst, ±SEM).

Ein ähnliches Bild der Regulation zeigt sich auch für IFNγ (Abb. 3.11B). Die Konzen-
tration von IFNγ im Serum der Tiere nimmt in allen Gruppen nach 4h zu. Während die
Expression in hoch dosiert behandelten WT Mäusen und MK2/3-/- Mäusen dann über
den gesamten beobachteten Zeitraum weiter ansteigt, fällt die Konzentration in gering
dosiert behandelten WT Mäusen und MK2-/- Tieren nach 6h deutlich ab. Dies deutet
auf eine dosissensitive Regulation von IFNγ hin und deckt sich mit den Ergebnissen frü-
herer Studien, die einen inhibitorischen Einfluss der MK3 auf die Expression von IFNγ

gezeigt haben [135].

Zusätzlich wurde auf Ebene der mRNA die Expression der Interferon Rezeptoren IFNαR1
und IFNαR2 untersucht, die einen heterodimeren Komplex bilden und so als Rezeptoren
für Typ I Interferone wie IFNβ dienen [136] (Abb. 3.12). LPS induziert kommt es in
der Leber zu einer sehr geringen Steigerung der Expression von INFαR1 und INFαR2
(Abb. 3.12B). Die Expression von INFαR1 steigt über einen Zeitraum von 8h in allen
behandelten Gruppen gleichermaßen an und fällt dann langsam wieder ab, sodass nach
36h wieder das basale Expressionslevel erreicht wird (Abb. 3.12A). Die Expression von
IFNαR1 ist basal (Abb. 3.12C) und nach dem Rückgang der LPS induzierten Expression
zum 48h Zeitpunkt (Abb. 3.12A) in MK2-/- Mäusen gegenüber WT Mäusen erhöht. Die
Expression von IFNαR2 erreicht ihr Maximum bereits nach 4h und fällt dann langsam
wieder ab. Dabei ist die Kinetik abhängig von der LPS Dosis und der MK2. In MK2-/-

Tieren und in WT Mäusen, die mit 0,5 µg LPS / g KWG behandelt wurden, ist be-
reits nach 8h das basale Expressionsniveau erreicht, während die Transkriptlevel in hoch
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Abbildung 3.12: MK2 reguliert basal die
Expression von IFNαR1 und steuert die
LPS induzierte Expression von IFNαR2.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die an-
gegebenen Zeiträume mit den genannten LPS
Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde,
wie im Material und Methodenteil beschrie-
ben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert
und mittels Fluidigm qPCR die Expression
von (A und C) IFNαR1 und (B) IFNαR2 ana-
lysiert. Datenpunkte repräsentieren den Mit-
telwert der gegen GAPDH bzw. SDHA nor-
malisierten Werte (2-Δct, n≥3 für basal und
WT 1 µg LPS / g KGW, n=2 sonst, ±SEM).

dosiert behandelten WT Mäusen deutlich länger erhöht bleiben.

Diese Daten deuten auf einen Einfluss von MK2 und MK3 auf die LPS induzierte In-
terferon Antwort in vivo hin, der sich auf die Expression von IFNβ und IFNγ einerseits
und im Fall von MK2 auf die Verfügbarkeit des Typ I Interferon Rezeptorkomplexes
andererseits erstreckt.

3.1.6 MK2 hat keinen Einfluss auf die LPS induzierte Expression

von CSF-1, reguliert aber transkriptionell die Expression

des CSF-1 Rezeptors

Ein wichtiger Modulator der Immunabwehr ist das Zytokin CSF-1, das die Aktivität und
Mobilität von Makrophagen reguliert. Um den Einfluss der MK2 auf die LPS induzierte
intrahepatische Expression von CSF-1 zu untersuchen, wurden die Transkriptlevel in Le-
bergewebe von LPS behandelten WT und MK2-/- Tieren analysiert. Wie in Abbildung
3.13A dargestellt, steigen die Transkriptlevel von CSF-1 in der Leber nach LPS Behand-
lung in allen Gruppen an, erreichen nach 1h bis 2h ihr Maximum und fallen dann bis
zum Zeitpunkt von 24h wieder auf das ursprüngliche Level zurück. Dabei ergeben sich
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keine signifikanten Unterschiede zwischen WT und MK2-/- Mäusen, wobei die Expressi-
onsrate in MK2-/- Tieren leicht erhöht ist. Die maximale Expression in niedrig dosiert
behandelten Tieren ist leicht verringert.

Um die Ergebnisse für hoch dosiert behandelte WT und MK2-/- Mäuse zu verifizieren,
wurden die CSF-1 Transkriptlevel zusätzlich mittels RT-qPCR und spezifischen CSF-
1 Primern analysiert (Abb. 3.13B). Die erhöhten Werte in MK2-/- Mäusen konnten in
dieser Analyse nicht bestätigt werden und liegen sogar leicht vermindert gegenüber der
WT Situation. In beiden Gruppen steigt die CSF-1 Expression in der Leber an und
erreicht in MK2-/- Tieren nach 1h, in WT Mäusen nach 2h maximale Werte. Danach
nimmt die Expressionsrate in beiden Gruppen wieder ab, wobei die Werte in MK2-/-

Tieren bis 6h nach LPS Injektion leicht unter den Werten der WT Mäuse liegen.

Um den Einfluss der MK2 auf Proteinebene zu untersuchen wurde die Serum Protein-
konzentration von CSF-1 in LPS behandelten Tieren mittels Luminex analysiert. Wie
in Abbildung 3.13C dargestellt, steigt die Konzentration an CSF-1 im Serum hoch do-
siert behandelter WT und MK2-/- Tiere über den gesamten untersuchten Zeitraum ohne
signifikante Unterschiede an. In niedrig dosiert behandelten Mäusen steigt die Serum
CSF-1 Konzentration initial bis 4h nach LPS Injektion gleichermaßen an, sinkt dann
aber im weiteren Verlauf ab, sodass die CSF-1 Proteinkonzentrationen in diesen Tieren
zu späten Zeitpunkten leicht erniedrigt sind.

Diese Daten deuten darauf hin, dass die MK2 auf die LPS induzierte CSF-1 Expression
im vorgestellten Entzündungsmodell keinen Einfluss hat.

Da die Responsivität von Immunzellen gegenüber CSF-1 durch LPS herabgesetzt wird,
indem der CSF-1 Rezeptor (CSF-1R) degradiert und die Expression herunterreguliert
wird, wurde auch die Expression von CSF-1R in Abhängigkeit von der MK2 in der
Leber untersucht (Abb. 3.13D). Die Expression von CSF-1R ist in MK2-/- Tieren bereits
basal im Vergleich zu WT Mäusen signifikant reduziert (Abb. 3.13D und E). Nach der
Behandlung mit LPS wird die Expression von CSF-1R in allen Gruppen negativ reguliert.
Diese negative Regulation der CSF-1R Expression erfolgt in niedrig dosiert behandelten
WT Tieren und MK2-/- Mäusen zu frühen Zeitpunkten bis 2h bzw. 4h deutlich stärker als
in hoch dosiert behandelten WT Mäusen. Danach ist in beiden Gruppen das Minimum
der CSF-1R Expression erreicht, während in hoch dosiert behandelten WT Tieren das
Transkriptlevel bis 8h nach LPS Injektion weiter fällt. Danach steigt die Expression von
CSF-1R wieder an und erreicht 36h nach der Behandlung wieder das Niveau der mit
NaCl behandelten Gruppe.

Diese Daten weisen zusammengenommen darauf hin, dass die MK2 auf die Modulati-
on der Immunantwort durch CSF-1 nicht durch die Steuerung der CSF-1 Expression,
sondern über die Verfügbarkeit des CSF-1R Einfluss nehmen könnte.
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Abbildung 3.13: MK2 hat keinen Einfluss auf die Expression von CSF-1, reguliert
aber die LPS induzierte Herabsetzung der CSF-1R Transkriptlevel.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten
LPS Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil beschrie-
ben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels (A, D und E) Fluidigm qPCR und (B)
RT-qPCR mit CSF-1 spezifischen Primern analysiert. Datenpunkte repräsentieren den Mit-
telwert der gegen GAPDH bzw. SDHA normalisierten Werte (2-Δct, n≥3, ±SEM). (D) Wie
im Material und Methodenteil beschrieben, wurde den Tieren bei Versuchsende Blut zur Ge-
winnung von Serum entnommen. Die Proteinkonzentration im Serum wurde mittels Luminex
untersucht. Datenpunkte stellen Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen dar (n=2 für WT
0,5 µg LPS / g KGW, n≥3 sonst, ±SEM.
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3.1.7 MK2 ist essenziell für die LPS induzierte Expression von

IL-10 und SOCS3 in der Leber.

Obwohl die meisten Studien eine MK2 abhängige Expression von IL-10 postulieren
[120, 135], existieren auch Arbeiten, in denen IL-10 unabhängig von MK2 exprimiert
wird [137]. Um den Einfluss der MK2 auf die Expression im Entzündungsmodell dieser
Studie in der Leber zu untersuchen, wurde die Expression von IL-10 in Leberlysaten
LPS behandelter Tiere analysiert (Abb. 3.14).

IL-10 wird, wie in Abbildung 3.14A dargestellt, nach der Behandlung mit LPS sehr
schnell induziert. Bereits nach 0,5h wird das maximale Transkriptlevel in allen Gruppen
erreicht. Danach geht die Expression auf 25% bis 50% der maximalen Werte zurück und
wird auf diesem Niveau bis 24h nach der Behandlung gehalten. Danach geht sie noch
weiter zurück, bleibt aber bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes bei 48h signifikant
erhöht. Obwohl die Transkriptlevel in MK2-/- und niedrig dosiert behandelten Tieren
leicht erniedrigt sind, können keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
gemessen werden.

Um den Einfluss der MK2 auf Proteinebene zu bestimmen, wurde die Konzentration
an IL-10 im Serum der Tiere nach Versuchsende gemessen (Abb. 3.14B). In WT Tieren
steigt die IL-10 Konzentration im Serum steil an und erreicht unabhängig von der LPS
Dosis nach 1h ihr Maximum bei etwa 4 ng/ml. Danach fällt die Konzentration wieder
ab und erreicht 8h nach Behandlung 100 pg/ml. In MK2-/- Tieren ist die Expression
von IL-10 auf Proteinebene im Serum stark vermindert und erreicht nur 25% der in
WT gemessenen Werte. Dabei bleiben die gemessenen Konzentrationen in MK2-/- bis
zum Ende des beobachteten Zeitraumes hinter den Werten zurück, die im WT gemessen
werden. In MK2/3-/- Tieren geht die maximale Serum Proteinkonzentration für IL-10
noch weiter zurück und erreicht etwa 10% der vergleichbaren Werte in hoch dosiert
behandelten WT Mäusen. Die Serum IL-10 Konzentrationen bleiben bis 8h nach LPS
Behandlung signifikant gegenüber den WT Tieren reduziert.

Neben IL-10 wurden im Rahmen dieser Studie weitere anti-inflammatorische Zytokine
auf Ebene der Transkripte in der Leber LPS behandelter Tiere gemessen wie IL-11, IL-4
und IL-13. Für diese Zytokine konnte jedoch keine signifikante Induktion nach Stimu-
lation mit LPS in Lebergewebe nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Um den
Einfluss der MK2 auf weitere Mitglieder der IL-10 Familie zu untersuchen, wurden die
Transkriptlevel von IL-19 nach Stimulation mit LPS in Leberlysaten der behandelten
Mäuse gemessen (Abb. 3.15). Die Expression von IL-19 erreicht dabei in allen behan-
delten Gruppen nach 4h ihr Maximum und fällt dann schnell wieder ab. Dabei sind die
erreichten Werte in niedrig dosiert behandelten WT und MK2-/- Mäusen gegenüber den
hoch dosiert behandelten WT Tieren um etwa 25% bzw. 50% reduziert, dieser Unter-
schied erreicht jedoch keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 3.14: MK2 und MK3 sind essenziell für die LPS induzierte IL-10 Ex-
pression.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genann-
ten LPS Dosen behandelt. (A) Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels Fluidigm qPCR. Datenpunk-
te repräsentieren den Mittelwert der gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct, n≥3). (B)
Wie im Material und Methodenteil beschrieben, wurde den Tieren bei Versuchsende Blut zur
Gewinnung von Serum entnommen. Die IL10 Proteinkonzentration im Serum wurde mittels Lu-
minex analysiert. Datenpunkte stellen Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen dar (n=2
für MK2/3-/- 4h, WT 0,5 µg LPS / g KGW, n≥3 sonst, ±SEM).

Diese Daten deuten darauf hin, dass MK2 und MK3 einen entscheidenden Einfluss auf
die Expression von IL-10 nach einer Behandlung mit LPS haben und im Fall von MK2
ein untergeordneter Einfluss auf die LPS induzierte Transkription von IL-19 vorliegt.
Ein weiteres für die Herunterregulation der pro-inflammatorischen Reaktionen wichti-
ges Gen ist SOCS3, das während einer Entzündung durch IL-6 aber auch durch anti-
inflammatorische Zytokine wie IL-10 exprimiert wird und das die anhaltende STAT3 Ak-
tivierung durch pro-inflammatorische Mediatoren durch Bindung an JAK2 verhindert.
In Abbildung 3.16 sind die Transkriptlevel für SOCS3 in WT, MK2-/- und MK2/3-/-
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Abbildung 3.15: MK2 hat einen mode-
raten Einfluss auf die transkriptionelle
Regulation von IL-19 in der Leber nach
LPS Behandlung.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die an-
gegebenen Zeiträume mit den genannten LPS
Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde,
wie im Material und Methodenteil beschrie-
ben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert
und mittels Fluidigm qPCR untersucht. Da-
tenpunkte repräsentieren den Mittelwert der
gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct,
n=2 für WT 0,5 µg LPS / g KGW 0,5h, 4-
8h, n≥3 sonst, ±SEM).
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Abbildung 3.16: MK2 ist entscheidend
an der LPS induzierten Expression von
SOCS3 beteiligt.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für
die angegebenen Zeiträume mit den genann-
ten LPS Dosen behandelt. Nach Versuchsen-
de wurde, wie im Material und Methoden-
teil beschrieben, aus den Leberlysaten RNA
extrahiert und mittels RT-qPCR mit SOCS3
spezifischen Primern untersucht. Datenpunk-
te repräsentieren den Mittelwert der gegen
SDHA normalisierten Werte (2-Δct, n=2 für
MK2/3-/- 4h, n≥3 sonst, ±SEM).

Tieren dargestellt, wie sie sich nach der Behandlung mit LPS in den Lebern der Mäu-
se einstellen. Die Expression von SOCS3 steigt innerhalb 1h auf ein Maximum an und
wird dann über 5h auf diesem hohen Niveau gehalten. Nach 6h fällt das Expressionslevel
ab, bleibt aber deutlich erhöht gegenüber den basalen Werten. In MK2-/- und MK2/3-/-

Tieren sind die Transkriptlevel deutlich gegenüber den WT Werten reduziert. Nach 4h
wird zwar in beiden Genotypen kurzzeitig das WT Niveau erreicht, die Expression ist
jedoch über den gesamten Zeitraum betrachtet um etwa 50% erniedrigt. Dies deutet auf
einen Einfluss der MK2 auf die Expression des wichtigen anti-inflammatorischen SOCS3
hin.

3.1.8 MK2 reguliert in der Leber die LPS induzierte Expression

von Chemokinen der CCL Familie 2, 3, 7, 8 und 11.

Neben den Zytokinen spielen Chemokine für die Regulation der APR eine wichtige Rolle,
indem sie Immunzellen rekrutieren und aktivieren. Für die Vertreter der CCL Chemokin
Familie CCL-2 [138, 139], CCL-3 [140] und CCL-5 [139, 141] konnte in verschiedenen in
vitro und in vivo Experimenten in diversen Geweben mit unterschiedlichen Stimulatio-
nen eine MK2 abhängige Regulation nachgewiesen werden. Inwieweit die MK2 für die
Regulation dieser Chemokine auch nach LPS Stimulation in der Leber von Relevanz
ist, wurde bislang noch nicht beschrieben und war deshalb Gegenstand der vorliegenden
Arbeit.
Nach Stimulation von WT und MK2-/- Mäusen kommt es in der Leber zu einer Induktion
von CCL-2, CCL3 und CCL-5, die zwischen 2h und 4h ihr Maximum erreicht und nach
24h wieder abgeklungen ist (Abb. 3.17). Die dabei erreichten Transkriptlevel sind zum
Zeitpunkt der maximalen Expression für niedrig dosiert behandelte WT Tiere für die
drei untersuchten Analyte um etwa 30% reduziert, dieser Unterschied erreicht jedoch
keine statistische Signifikanz (Abb. 3.17A, C und E). Die in MK2-/- ermittelten Werte
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unterscheiden sich für CCL-2 und CCL-5 auf RNA Ebene nicht signifikant von den
entsprechend behandelten WT Tieren, während die Transkriptlevel für CCL-3 in MK2-/-

zum Zeitpunkt der maximalen Transkription signifikant reduziert sind und auch bis 8h
nach der LPS Behandlung hinter den im WT erreichten Werten zurück bleiben.
Um den Einfluss der MK2 auf die systemische Expression von CCL-2, CCL-3 und CCL-
5 auf Proteinebene zu untersuchen, wurden die Konzentrationen dieser Chemokine im
Serum der Tiere analysiert (Abb. 3.17B, D und F). Die Konzentration von CCL-2 (Abb.
3.17B) und CCL-3 (Abb. 3.17D) steigt im Serum der LPS behandelten Tiere rasch an,
erreicht nach 2h maximale Werte und fällt dann wieder ab. In MK2-/- und MK2/3-/-

Tieren ist die Expression dabei deutlich reduziert und erreicht in beiden Genotypen nur
etwa 30% der maximal in hoch dosiert behandelten WT Mäusen gemessenen Werte.
Für CCL-3 (Abb. 3.17D) ist auch die maximal erreichte Serum Proteinkonzentration
in niedrig dosiert behandelten Mäusen stark reduziert und erreicht vergleichbare Werte
wie in MK2-/- und MK2/3-/- Tieren. Die CCL-5 Serum Proteinkonzentration steigt im
Vergleich zu CCL-2 und CCL-3 langsamer an und erreicht erst nach 6h maximale Werte
(Abb. 3.17F). Danach fällt die Konzentration wieder ab, ist aber nach 8h im Vergleich
zum basalen Expressionsniveau noch deutlich erhöht. Die Serum Proteinkonzentration
von CCL-5 ist dabei sowohl im zeitlichen Verlauf, als auch in der erreichten Konzentra-
tion in WT und MK2-/- Tieren vergleichbar. MK2/3-/- Tiere erreichen dagegen bereits
nach 4h die maximale Konzentration, die zu diesem Zeitpunkt vergleichbar zu den an-
deren Genotypen ist. Danach fällt die Konzentration um etwa 50% zurück und wird auf
diesem Niveau gehalten, sodass die Konzentrationen 8h nach LPS Behandlung in allen
Genotypen wieder vergleichbar sind. Der sich daraus ergebende Unterschied in der CCL-
5 Serum Proteinkonzentration zwischen MK2/3-/- Mäusen und den übrigen Genotypen
erreicht jedoch keine statistische Signifikanz.
Diese Daten deuten zusammengenommen darauf hin, dass die MK2 systemisch einen
Einfluss auf die Expression der Chemokine CCL-2 und CCL-3 im Kontext LPS indu-
zierter Entzündung spielt und dass die beschriebene MK2 Abhänigkeit der CCL-5 in
diesem Modell keine Rolle spielt.
Darüber hinaus wurde bislang noch kein Zusammenhang zwischen der Expression von
Mitgliedern der CCL Chemokin Familie in der LPS induzierten Entzündung und der
MK2 beschrieben. Deshalb wurde in dieser Studie die LSP induzierte Expression weiterer
CCL Chemokine untersucht.
Abbildung 3.18 stellt die Expressionsprofile der Mitglieder der CCL Chemokin Familie
CCL-4 (Abb. 3.18A), CCL-7 (Abb. 3.18B), CCL-8 (Abb. 3.18G), CCL-9 (Abb. 3.18C
und D) und CCL-11 (Abb. 3.18E und F) auf Ebene der Transkripte in den Lebern LPS
behandelter Tiere dar. Nach der Behandlung mit LPS steigt die Expression dieser CCL
Chemokine mit sehr differenzierter Kinetik an.
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Abbildung 3.17: MK2 ist essenziell für die LPS induzierte Expression von CCL-2
und CCL-3, nicht aber für CCL-5.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten
LPS Dosen behandelt. (A, C, E) Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels Fluidigm qPCR analysiert. Da-
tenpunkte repräsentieren den Mittelwert der gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct, n≥3,
±SEM). Wie im Material und Methodenteil beschrieben, wurde den Tieren bei Versuchsende
Blut zur Gewinnung von Serum entnommen. Die Proteinkonzentration im Serum wurde mittels
Luminex für (B) CCL-2 (MK2/3-/- 4h n=1, MK2/3-/- 0,5h, 6h, MK2-/- 0,5h, 2-4h n=2, n≥3
sonst), (D) CCL-3 (MK2/3-/- 0h, 4h und WT 0,5 µg LPS / g KGW n=2, sonst n≥3) und
(E) CCL-5 (MK2/3-/- 4h n=1, MK2/3-/- 0,5h, 6h, MK2-/- 0,5h n=2, n≥3 sonst) untersucht.
Datenpunkte stellen Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen dar (±SEM).

53



3 Ergebnisse

Die Expression von CCL-4 erreicht nach 2h maximale Werte und nimmt dann schnell
wieder ab, sodass die Expression 8h nach Behandlung mit LPS nur noch leicht erhöht ist
und nach 24h wieder das basale Level erreicht (Abb. 3.18A). Die maximale Expression
erreicht dabei in gering dosiert behandelten WT Mäusen und MK2-/- Tieren nur etwa
50% im Vergleich zu hoch dosiert behandelten WT Mäusen (Abb. 3.18A).
Auch die Expression von CCL-7 erreicht nach 2h ihr Maximum, nimmt aber langsamer ab
als bei CCL-4 und ist 48h nach der LPS Behandlung wieder auf basalem Expressionslevel
(Abb. 3.18B). Auch für CCL-7 ist die maximale Expression in gering dosiert behandelten
WT und MK2-/- Tieren um 50% im Vergleich zu den hoch dosiert behandelten WT
Tieren reduziert.
Für CCL-9 werden in der Untersuchung mittels Fluidigm qPCR 2h nach der Behandlung
mit LPS maximale Werte gemessen (Abb. 3.18C). Die Transkriptlevel gehen in der Folge
langsam zurück und bleiben bis zum Zeitpunkt von 6h auf hohem Expressionsniveau.
8h nach der Behandlung werden wieder basale Expressionslevel gemessen. Diese Kinetik
und auch die erreichten Expressionslevel sind dabei für beide LPS Konzentrationen ver-
gleichbar. In MK2-/- Mäusen steigen die Transkriptlevel in der Leber bis 4h nach der LPS
Stimulation an und erreichen so signifikant erhöhte Werte im Vergleich zu den behan-
delten WT Gruppen. Um diese Daten zu verifizieren und eventuelle Einflüsse der MK3
auf die Expression von CCL-9 zu untersuchen, wurden RNA Proben aus Lebergewebe
von WT, MK2-/- und MK2/3-/- Tieren mittels RT-qPCR analysiert (Abb. 3.18D). Die
Kinetik der CCL-9 Expression unterscheidet sich in WT Tieren in dieser Untersuchung
deutlich von den Beobachtungen der Fluidigm Analyse (Abb. 3.18C). Im WT steigt die
Expression im Lebergewebe LPS behandelter Tiere über einen Zeitraum von 6h (Abb.
3.18D) an. Danach fällt die Expression schnell ab und erreicht 8h nach LPS Behandlung
wieder basale Werte. In MK2-/- Tieren bleibt die Expressionsrate nach LPS Stimulation
für 2h auf niedrigem Niveau, bevor sie zum 4h Zeitpunkt sprunghaft ansteigt und die
entsprechenden Werte in WT Tieren deutlich übersteigt, obwohl der Unterschied keine
statistische Signifikanz erreicht. Danach fällt die Expression in MK2-/- Tieren ab und
verläuft dann vergleichbar zu den WT Tieren. Demgegenüber kann in MK2/3-/- Tie-
ren über den gesamten untersuchten Zeitraum keine signifikante Steigerung der CCL-9
Expression gemessen werden.
Die Expression von CCL-11 nimmt in WT Tieren unabhängig von der LPS Dosis über
einen Zeitraum von 8h zu und erreicht nach 36h wieder basales Niveau (Abb. 3.18E).
In MK2-/- Tieren wird das Maximum dagegen bereits nach 4h erreicht und nimmt dann
bereits wieder ab, sodass die maximalen Werte der WT Tiere um etwa 30% signifikant
unterschritten werden. Die basale Expression von CCL-11 in MK2-/- Mäusen ist signi-
fikant gegenüber den in WT gemessenen Werten erhöht (Abb. 3.18F). Auch nachdem
die Transkriptlevel nach der LPS induzierten Expression wieder auf basales Niveau zu-
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rückgefallen sind, wird in MK2-/- Tieren zum Zeitpunkt von 48h erneut eine erhöhte
Expressionsrate an CCL-11 in der Leber gemessen (Abb. 3.18F).
Die Expression von CCL-8 erreicht in LPS behandelten Tieren nach 8h maximale Werte
und bleibt über den gesamten untersuchten Zeitraum erhöht (Abb. 3.18G). In gering
dosiert behandelten WT Tieren und MK2-/- Tieren ist die maximale Expresionsrate um
etwa 50% im Vergleich zu den hoch dosiert behandelten WT Mäusen reduziert.
Um einen Einfluss der MK2 auf die systemische Expression dieser Chemokine zu unter-
suchen, wurde repräsentativ für die übrigen Mitglieder die Serum Proteinkonzentration
von CCL-4 und CCL-11 in LPS behandelten WT, MK2-/- und MK2/3-/- Tieren bestimmt
(Abb. 3.19). Systemisch ist der Einfluss der MK2 auf Ebene der Serum Proteinkonzen-
tration von CCL-4 weniger deutlich ausgeprägt als auf Transkriptebene in Lebergewebe.
Die Konzentration nimmt in hoch dosiert behandelten WT Mäusen in den ersten 2h
stark zu und hält sich dann bis 4h auf diesem hohen Niveau, bevor sie wieder abfällt
(Abb. 3.19A). Obwohl die Konzentrationen in MK2/3-/- (1h, 4h, 6h) in MK2-/- (2h, 4h,
6h) und gering dosiert behandelten WT Mäusen (2h, 6h) zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten niedriger ist als in hoch dosiert behandelten Mäusen, erreichen diese Unterschiede
keine statistische Signifikanz.
Die Serumproteinkonzentration von CCL-11 erreicht nach 2h ein hohes Niveau, das für
4h nur noch leicht ansteigt und dann stark abfällt. In MK2-/- Tieren und MK2/3-/- Tieren
steigt die Konzentration im Serum der Tiere ebenfalls an, wird aber nicht auf hohem
Niveau gehalten, sondern nimmt nach Erreichen der maximalen Konzentration schnell
wieder ab. In niedrig dosiert behandelten WT Tieren bleibt die Konzentration an CCL-
11 über den gesamten untersuchten Zeitraum auf niedrigerem Level. Auch hier erreichen
die Unterschiede mit Ausnahme des 6h Wertes in MK2/3-/- Tieren keine statistische
Signifikanz.
Insgesamt deuten diese Daten auf eine MK2 abhängige Regulation der CCL Chemokin
Familienmitglieder CCL-3, 4, 7, 8, 9 und 11 nach LPS Stimulation in der Leber be-
handelter Tiere hin. Dieser Einfluss wirkt sich jedoch nur teilweise auf die systemische
Verfügbarkeit dieser Chemokine aus.

3.1.9 MK2 beeinflusst basal die CXCL-10 Serum

Proteinkonzentration sowie die intrahepatische, LPS

induzierte Expression von CXCL-2, CXCL3 und CXCL-12.

Die Familie der CXC Chemokine stellt eine weitere Gruppe von Chemokinen dar, die
regulatorisch auf die APR wirken. Über die MK2 abhängige Regulation dieser Gruppe
als LPS induzierte Antwort ist bislang wenig bekannt. Lediglich CXCL-1, CXCL-2 und
CXCL-10 wurden bisher im Zusammenhang mit der MK2 in der Literatur beschrieben
[142–144]. Ausgehend davon wurde in dieser Arbeit die leberspezifische LPS induzierte
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Abbildung 3.18: MK2 beeinflusst in der
Leber die LPS induzierte Expression der
Mitglieder der CCL Chemokin Familie
4, 7, 8, 9 und 11.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für
die angegebenen Zeiträume mit den genann-
ten LPS Dosen behandelt. Nach Versuchsen-
de wurde, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, aus den Leberlysaten RNA ex-
trahiert und mittels Fluidigm qPCR bzw. (D)
RT-qPCR untersucht. Datenpunkte repräsen-
tieren den Mittelwert der gegen GAPDH nor-
malisierten Werte (2-Δct, n≥3).
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Abbildung 3.19: MK2 hat systemisch auf die Expression von CCL-4 und CCL-11
auf Ebene der Serum Proteinkonzentration keinen Einfluss.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten
LPS Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde den Tieren, wie im Material und Methodenteil
beschrieben, Blut zur Gewinnung von Serum entnommen. Die Proteinkonzentration im Serum
wurde mittels Luminex für (A) CCL-4 und (B) CCL-11untersucht. Datenpunkte stellen Mittel-
werte der gemessenen Konzentrationen dar (n=2 für WT 0,5 µg LPS / g KGW und MK2/3-/-

4h, n≥3 sonst, ±SEM).

Expression verschiedener Mitglieder der Familie der CXC Chemokine in Abhängigkeit
der MK2 untersucht (Abb. 3.20 und 3.21).

Wie in Abbildung 3.20A dargestellt, kommt es in der Leber nach der Behandlung mit
LPS zu einer raschen Induktion der CXCL-2 Expression, die nach 2h ihr Maximum er-
reicht, dann wieder abfällt und nach 24h wieder basale Level erreicht. Sowohl in MK2-/-

und niedrig dosiert behandelten Tieren ist die LPS induzierte Expression von CXCL-
2 signifikant reduziert. Diese MK2 Abhängigkeit der LPS induzierten Expression von
CXCL-2 sowie deren Dosissensitivität kann auch auf systemischer Ebene als Serum Pro-
teinkonzentration bestätigt werden (Abb. 3.20B). Auch in MK2/3-/- Mäusen ist die Ex-
pression von CXCL-2 stark gegenüber der hoch dosiert behandelten WT Mäuse herabge-
setzt. Diese Daten deuten auf eine MK2 abhängige Regulation der CXCL-2 Expression
im LPS induzierten Entzündungsmodell hin.

Abbildung 3.20C stellt die Ergebnisse der LPS induzierten CXCL-10 Expression im Le-
bergewebe behandelter Mäuse dar. Die Transkriptlevel steigen nach LPS Stimulation
unabhängig von der LPS Dosis und dem Genotyp innerhalb von 1h bis 2h auf ein ver-
gleichbares maximales Niveau und fallen dann bis 8h nach der Behandlung wieder auf
das basale Expressionslevel zurück. Dieses Ergebnis wird auch auf systemischer Ebene
durch Messung der CXCL-10 Serum Proteinkonzentration bestätigt (Abb. 3.20D). Diese
steigt nach der Behandlung mit LPS an und erreicht nach 2h bis 4h in allen Genotypen
und unabhängig von der LPS Dosis die maximale Konzentration. Die Konzentrations-
werte für niedrig dosiert behandelte WT Mäuse und die MK2-/- und MK2/3-/- Tiere sind
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zwar zwischen 4h und 6h nach der Behandlung leicht erniedrigt, dieser Unterschied er-
reicht aber keine statistische Signifikanz. Dessen ungeachtet ist jedoch die basale Serum
Proteinkonzentration an CXCL-10 in MK2-/- Tieren signifikant erniedrigt (Abb. 3.20E).
Diese Daten deuten darauf hin, dass die MK2 basal auf die CXCL-10 Expression Einfluss
nimmt, dieser Einfluss aber in der LPS induzierten Entzündungsantwort durch andere
Einflüsse überlagert wird.

Um einen möglichen Einfluss der MK2 auf weitere Vertreter der CXC Chemokin Fa-
milie zu untersuchen, wurde auf Transkriptlevel die LPS indzierte Expression der CXC
Chemokine 1, 3, 5, 11 und 12 in der Leber untersucht (Abb. 3.21). Die Transkriptlevel
von CXCL-1 werden in der Leber, wie in Abbildung 3.21A dargestellt, nach Stimulati-
on mit LPS unabhängig von der Dosis und dem Genotyp schnell erhöht und erreichen
nach 2h ihr Maximum und nehmen dann bis 24h nach der Stimulation wieder ab. Die
Unterschiede im Rückgang der Transkriptlevel zwischen den unterschiedlichen Gruppen
erreichen keine statistische Signifikanz und deuten so nicht auf einen möglichen Einfluss
der MK2 auf die LPS induzierte CXCL-1 Expression hin.

Die LPS induzierte Expression von CXCL-3 in der Leber lässt zwei Transkriptionswellen
erkennen (Abb. 3.21B) mit einem Maximum nach 2h und einem zweiten nach 6h. Beide
Maxima werden abhängig von der LPS Dosis und der MK2 deutlich gegenüber der hoch
dosiert behandelten WT Mäuse unterschritten. Dies deutet auf eine MK2 und Dosis
sensitive Expression der CXCL-3 in der Leber hin. Nach 24h wird wieder das basale
Expressionslevel erreicht.

Die Expression von CXCL-5 (Abb. 3.21C) und CXCL-11 (Abb. 3.21D) lässt dagegen
keine MK2 Abhängigkeit erkennen. Unabhängig von Genotyp werden nach 2h bis 4h
maximale und vergleichbare Transkriptlevel in der Leber erreicht. Für beide Gene ist
das erreichte Expressionsniveau jedoch dosisabhängig und unterschreitet in den gering
dosiert behandelten WT Tieren signifikant die Werte der hoch dosiert behandelten Mäu-
se. Auch hier werden 24h nach der Behandlung wieder basale Expressionswerte erreicht.

CXCL-12 wird als Einziges der untersuchten CXC Chemokine negativ durch LPS regu-
liert (Abb. 3.21E). Die Transkriptlevel nehmen in den LPS behandelten Tieren in den
ersten 8h ab, steigen danach langsam wieder an und erreichen 24h nach der Behandlung
wieder die ursprünglichen Expressionsraten. Dabei wird das Expressionsniveau in MK2-/-

Tieren leicht aber signifikant weniger stark reguliert als in hoch dosiert behandelten WT
Mäusen.

Insgesamt weisen diese Daten auf einen Einfluss der MK2 auf die LPS induzierte Ex-
pression der CXC Chemokine 2, 3 und 12 in der Leber hin. Dies wirkt sich bei CXCL-2
auch auf systemischer Ebene aus. Zudem deuten die Daten eine basale Abhängikeit der
CXCL-10 Expression von der MK2 an.
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Abbildung 3.20: MK2 ist für die LPS induzierte Expression von CXCL-2 essenziell
und reguliert basal die Expression von CXCL-10.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten
LPS Dosen behandelt. (A und C) Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methoden-
teil beschrieben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels Fluidigm qPCR untersucht.
Datenpunkte repräsentieren den Mittelwert der gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct,
n≥3, ±SEM). (B, D) Wie im Material und Methodenteil beschrieben, wurde den Tieren bei
Versuchsende bzw. (E) unstimuliert Blut zur Gewinnung von Serum entnommen. Die Pro-
teinkonzentration im Serum wurde mittels Luminex für (B) CXCL-2 und (C, D) CXCL-10
untersucht. Datenpunkte stellen Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen dar (n=2 für
WT 0,5 µg LPS / g KGW und MK2/3-/- 4h, n≥3 sonst, ±SEM).
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Abbildung 3.21: MK2 beeinflusst die LPS induzierte Expression von CXCL-3 und
CXCL-12 in der Leber.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten
LPS Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil beschrie-
ben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels Fluidigm qPCR untersucht. Daten-
punkte repräsentieren den Mittelwert der gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct, n≥3,
±SEM).
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3.2 Einfluss der MK2 auf die LPS induzierte

Expression von Akutphase Proteinen in der Leber

MK2-/- Mäuse zeigen nach einer Infektion mit Listerien eine erhöhte Sterblichkeitsrate
sowie Beeinträchtigungen in der Bekämpfung des Pathogens und der lokalen Begrenzung
der Pathogeninfiltraton [134]. In STAT-3/rel65 defizienten Tieren, die keine hepatische
APR nach einer Infektion mit Pneumokokken entwickeln, werden ähnliche Beobachtun-
gen beschrieben [42]. Inwieweit die MK2 auch in der Regulation der APPs im Verlauf
einer akuten Entzündung eine Rolle spielt wurde bislang noch nicht untersucht. Ein we-
sentliches Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss der MK2 auf die APP Expression
in der Leber nach einer LPS induzierten systemischen Entzündung zu untersuchen.

3.2.1 MK2 hat Einfluss auf die Kinetik der LPS induzierten

Expression von CD14 und beeinflusst die Expression des

LPS Bindeproteins nicht.

LPS wird im Serum durch das LPS Bindeprotein (LBP) mit hoher Affinität gebunden.
Der Komplex bindet dann an CD14, einen membrangebundenen Co-Rezeptor für LPS.
Dieser Komplex aktiviert in der Folge TLR-4 und löst so die APR auf zellulärer Ebene
aus [145]. Neuere Ergebnisse zeigen, dass CD14 während der APR in Abhängigkeit von
IL-6 in der Leber synthetisiert und als APP ins Blut abgegeben wird [25]. Auch LBP wird
während einer akuten Entzündung in der Leber IL-6 induziert synthetisiert. IL-1β und
TNFα verstärken synergistisch die IL-6 vermittelte LBP Synthese, ohne eigenständig die
Expression zu induzieren [146]. Der Einfluss der MK2 auf die Expression dieser APPs
ist noch nicht bekannt, sodass dies Gegenstand dieser Studie war.

Der zeitliche Verlauf der CD14 Expression im Lebergewebe LPS behandelter Mäuse
ist in Abbildung 3.22A dargestellt. In hoch dosiert behandelten WT Mäusen nimmt
die Expressionsrate von CD14 über einen Zeitraum von 8h zu, bevor sie ein Maximum
erreicht und dann bis 24h nach LPS Behandlung wieder auf das basale Level abnimmt. In
MK2-/- Tieren sind die erreichten Transkriptlevel vergleichbar mit den Werten der hoch
dosiert behandelten WT Mäuse, jedoch wird das Maximum früher erreicht. Zu frühen
Zeitpunkten ist die Expression in MK2-/- Tieren signifikant erhöht. Die Transkription in
niedrig dosiert behandelten Tieren folgt der Kinetik der hoch dosiert behandelten WT
Mäuse, ist im Vergleich zu diesen jedoch signifikant erniedrigt.

Um den Einfluss von MK2 und MK3 auf die Expression von LBP als zweiten wichtigen
Faktor zur Erkennung von LPS zu analysieren, wurden die Transkriptraten für LBP in
den Lebern der Tiere gemessen (Abb. 3.22B). Die Expression von LBP steigt unabhängig
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Abbildung 3.22: MK2 beeinflusst die Kinetik der LPS induzierten CD14 Expression
in der Leber und hat keinen Einfluss auf die LBP Expression.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten LPS Dosen
behandelt. Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil beschrieben, aus den
Leberlysaten RNA extrahiert und mittels (A) Fluidigm qPCR für CD14 bzw. (B) RT-qPCR
mit LBP spezifischen Primern analysiert. Datenpunkte repräsentieren den Mittelwert der gegen
GAPDH bzw. SDHA normalisierten Werte (2-Δct, n=2 für MK2/3-/- 4h, n≥3 sonst, ±SEM).

vom Genotyp der Tiere in gleicher Kinetik und vergleichbarer Intensität über 6h nach der
Behandlung an. In WT und MK2-/- Tieren nehmen die Werte zum 8h Zeitpunkt dann
langsam ab, während sie in MK2/3-/- Tieren auf dem hohen Niveau gehalten werden.
Diese Daten deuten darauf hin, dass die MK2 einen Einfluss auf die Kinetik der CD14
Expression in der Leber hat, die Regulation der LPS induzierten LBP Expression aber
unabhängig von der MK2 verläuft. Zudem scheint die CD14 Expression dosisabhängig
reguliert zu werden.

3.2.2 MK2 hat keinen Einfluss auf die LPS induzierte Expression

von Orosomucoid.

Ein APP, dessen Expression in einer kürzlich erschienenen Arbeit als Effektor des Gal-
lensalzrezeptors FXR beschrieben wurde [147], ist Orosomucoid (ORM1). ORM1 wird
außerdem durch Glycocorticoide, IL-1β, IL-6 und TNFα reguliert und zählt zu den Typ
I APPs [148]. Eine Abhängigkeit von der MK2 wurde bislang für ORM1 noch nicht
beschrieben. Um dies zu untersuchen wurden die ORM1 Transkriptlevel in Lebergewebe
LPS behandelter Mäuse bestimmt (Abb. 3.23). Das ORM1 Transkriptlevel steigt über
einen Zeitraum von 24h in MK2-/- und hoch dosiert behandelten WT Mäusen an und
erreicht dann ein Maximum. Danach sinkt die Expressionsrate von ORM1 bleibt aber
bis 48h nach der Behandlung deutlich über dem basalen Transkriptlevel messbar. In
niedrig dosiert behandelten WT Tieren unterscheidet sich die Expressionsstärke nach 6h
deutlich und 8h sowie 24h nach der Behandlung signifikant von den übrigen Gruppen.
Dies deutet darauf hin, dass die Expression von ORM1 nach einer Behandlung mit LPS
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Abbildung 3.23: MK2 hat keinen Ein-
fluss auf die LPS induzierte ORM1 Ex-
pression.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die an-
gegebenen Zeiträume mit den genannten LPS
Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde,
wie im Material und Methodenteil beschrie-
ben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert
und mittels Fluidigm qPCR analysiert. Da-
tenpunkte repräsentieren den Mittelwert der
gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct,
n≥3, ±SEM).

dosisabhängig reguliert wird. Der vergleichbare Verlauf der Expression von ORM1 in
MK2-/- und WT Mäusen weist außerdem darauf hin, dass die MK2 in der LPS induzier-
ten ORM1 Transkription keinen regulatorischen Einfluss hat.

3.2.3 MK2 hat keinen Einfluss auf die LPS induzierte Expression

von Serum Amyloid A 1-3 und Serum Amyloid P.

Die Serum Amyloid Komponenten SAA und SAP gelten als die wichtigsten APPs der
hepatischen APR der Maus und zählen zu den Typ 1 APPs. Um zu überprüfen, ob die
LPS induzierte Expression dieser Proteine MK2 abhängig reguliert wird, wurden die
Transkriptlevel in Leberlysaten LPS behandelter Tiere gemessen.
Wie in Abbildung 3.24A dargestellt, steigt die Expression von SAP unabhängig von der
Dosis und dem Genotyp in allen behandelten Gruppen in gleicher Stärke über einen
Zeitraum von 24h an und nimmt dann bis 48h nach der Stimulation wieder ab, erreicht
aber nicht die basalen Konzentrationen.
Ob die Expression von SAP auch auf Proteinebene von der MK2 unabhängig verläuft,
wurde durch die Analyse der Serum Proteinkonzentrationen mittels Luminex untersucht
(Abb. 3.24B). Die SAP Konzentration im Serum der Tiere steigt entsprechend des Ver-
laufs der Transkriptlevel in der Leber über einen Zeitraum von 24 h an und nimmt dann
langsam wieder ab. Kinetik und erreichte Konzentration sind dabei unabhängig vom
Genotyp. 48h nach der Behandlung ist die Konzentration an SAP in MK2-/- Tieren im
Vergleich zu den WT Mäusen signifikant erniedrigt, aber ebenso wie in WT Mäusen
gegenüber der basalen Expression noch erhöht.
Um den Einfluss der MK2 auf die Expression von SAA2 und SAA3 zu untersuchen
wurden die Transkriptlevel dieser APPs in den Lebern LPS behandelter Tiere gemes-
sen (Abb. 3.24C und D). Die Expression dieser APPs steigt in den Lebern über einen
Zeitraum von 4h bis 6h an und wird dann auf diesem hohen Niveau gehalten. In MK2-/-

und hoch dosiert behandelten WT Mäusen ist das erreichte Transkriptlevel in der Leber
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Abbildung 3.24: MK2 hat keinen Einfluss auf die LPS induzierte Expression von
SAP, SAA2 und SAA3.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten LPS Dosen
behandelt. (A, C, D) Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil beschrieben,
aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels Fluidigm qPCR analysiert. Datenpunkte
repräsentieren den Mittelwert der gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct, n≥3, ±SEM).
(B) Wie im Material und Methodenteil beschrieben, wurde den Tieren bei Versuchsende Blut
zur Gewinnung von Serum entnommen. Die Proteinkonzentration im Serum wurde mittels
Luminex untersucht. Datenpunkte stellen Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen dar
(n≥3, ±SEM).

vergleichbar, während es in niedrig dosiert behandelten Tieren sowohl für SAA2 als auch
für SAA3 signifikant reduziert ist. Nach 24h sind die Transkriptlevel in allen behandelten
Gruppen vergleichbar und sinken dann bis zum Zeitpunkt von 48h wieder ab.

Diese Daten deuten darauf hin, dass die MK2 für die Regulation der LPS induzierten
Expression von SAA und SAP keinen essenziellen Einfluss hat, die LPS Dosis jedoch im
gewählten Konzentrationsbereich die erreichten Transkriptlevel für SAA beeinflusst.

64



3 Ergebnisse

3.2.4 MK2 hat keinen Einfluss auf die LPS induzierte Expression

von Fibrinogenen.

Die Serum Proteinkonzentration von Fibrinogenen wird nahezu ausschließlich transkrip-
tionell in Hepatozyten reguliert [149]. Dabei erfolgt die Induktion im Kontext einer APR
hauptsächlich durch IL-6 [150], wobei in diesem Fall IL-1β die IL-6 induzierte Fibrinogen
Expression in Hepatozyten hemmt [62]. Inwieweit die MK2 in die transkriptionelle Re-
gulation von Fibrinogen nach Behandlung mit LPS in vivo involviert ist, wurde bislang
noch nicht untersucht.
In den Lebern LPS behandelter WT und MK2-/- Tiere kommt es nach der Behandlung
mit LPS zu gesteigerten Transkriptlevel für alle drei Fibrinogen Untereinheiten (FGα,
FGβ, FGγ) (Abb. 3.25). Das Maximum der Transkription wird nach 6h erreicht und
ist für alle Untereinheiten unabhängig vom Genotyp. In gering dosiert behandelten WT
Mäusen sind die zum Zeitpunkt der maximalen Transkriptlevel erreichten Werte für FGα
und FGγ signifikant gegenüber den hoch dosiert behandelten WT Tieren reduziert (Abb.
3.25A und C). Für FGβ ist diese Reduktion der maximalen Transkription tendenziell
vorhanden, erreicht aber keine statistische Signifikanz (Abb. 3.25B). Um den Einfluss
der MK3 auf die Fibrinogen Expression zu untersuchen, wurden die intrahepatischen
Transkriptlevel für FGγ in hoch dosiert behandelten WT, MK2-/- und MK2/3-/- Tieren
mittels RT-qPCR bis 8h nach LPS Behandlung untersucht (Abb. 3.25D). Die für WT
und MK2-/- Tiere gemessenen Werte der Fluidigm Analyse Abb. 3.25C) konnten dabei
bestätigt werden. Die Werte für MK2/3-/- Mäuse sind über den gesamten beobachteten
Zeitraum vergleichbar mit den Beobachtungen in WT Tieren.
Diese Daten weisen darauf hin, dass die Fibrinogen Expression sensitiv gegenüber der
LPS Dosis erfolgt. MK2 und MK3 scheinen dabei keinen Einfluss auf die LPS induzierte
Fibrinogen Expression zu haben.

3.2.5 MK2 hat keinen Einfluss auf die LPS induzierte Expression

von Haptoglobin und Hemopexin.

Haptoglobin (HP) und Hemopexin (HPX) stellen wichtige Typ II APPs in der muri-
nen Immunantwort dar [151, 152]. Um den Einfluss der MK2 zu untersuchen wurde die
Expression dieser APPs nach in vivo Stimulation mit LPS in Lebergewebe behandelter
Tiere analysiert.
Abbildung 3.26A stellt die Transkriptlevel für HP im Lebergewebe LPS behandelter
Mäuse dar. Die Expression in MK2-/- und hoch dosiert behandelten WT Mäusen nimmt
in den ersten 6h nach Behandlung gleichermaßen zu und bleibt anschließend bis 24h auf
dem erreichten hohen Niveau, bevor die Expressionsrate wieder zurück geht. In niedrig
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Abbildung 3.25: MK2 und MK3 haben keinen Einfluss auf die LPS induzierte
Expression von Fibrinogen.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten LPS Dosen
behandelt. Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil beschrieben, aus den
Leberlysaten RNA extrahiert und mittels (A, B, C) Fluidigm qPCR bzw. (D) RT-qPCR analy-
siert. Datenpunkte repräsentieren den Mittelwert der gegen GAPDH bzw. SDHA normalisierten
Werte (2-Δct,n=2 für MK2/3-/- 4h, n≥3 sonst, ±SEM).

dosiert behandelten Tieren ist das Maximum bereits nach 2h erreicht und wird bis 36h
nach Behandlung gehalten. Die maximalen Werte liegen etwa bei 60% der erreichten
maximalen Level in hoch dosiert behandelten WT Tieren. Die Transkriptlevel bleiben
bis zum Ende des beobachteten Zeitraumes bei 48h in allen Gruppen erhöht messbar.

Um den Einfluss der MK2 auf systemischer Ebene zu bestimmen, wurde die Konzentra-
tion von HP im Serum hoch dosiert behandelter WT und MK2-/- Tiere gemessen (Abb.
3.26B). Auf Proteinebene im Serum steigt die Konzentration nach 8h langsam an und
wird bis 36h nach der Behandlung weiter gesteigert, bevor sie zum 48h Zeitpunkt wieder
abfällt, aber dabei gegenüber basalen Werten erhöht bleibt. Obwohl die Konzentration
absolut im Mittel in MK2-/- Tieren höher liegt, als in den entsprechenden WT Mäusen,
erreicht dieser Unterschied zu keinem Zeitpunkt statistische Signifikanz.

Die Transkriptlevel für HPX im Lebergewebe LPS behandelter Tiere erreichen 6h nach
der Behandlung ein Maximum und werden dann unter leichtem Rückgang bis zum Ende
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Abbildung 3.26: MK2 hat keinen signifikanten Einfluss auf die LPS induzierte Ex-
pression von HP und HPX.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten LPS Dosen
behandelt. (A, C) Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil beschrieben,
aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels Fluidigm qPCR analysiert. Datenpunkte
repräsentieren den Mittelwert der gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct, n≥3, ±SEM).
(B) Wie im Material und Methodenteil beschrieben, wurde den Tieren bei Versuchsende Blut
zur Gewinnung von Serum entnommen. Die Proteinkonzentration im Serum wurde mittels
Luminex untersucht. Datenpunkte stellen Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen dar
(n≥3, ±SEM).

der beobachteten Zeitreihe auf hohem Niveau gehalten. Zwischen den Genotypen und
den Behandlungsgruppen mit unterschiedlicher LPS Dosis ist dabei kein signifikanter
Unterschied in den erreichten Konzentrationen zu messen.

Diese Daten weisen darauf hin, dass die MK2 auf die Expression von HP und HPX im
Kontext einer LPS induzierten APR keinen Einfluss hat.
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3.2.6 MK2 hat keinen Einfluss auf die LPS induzierte Expression

der Komponenten des Komplementsystems C3 und C4b

reguliert aber basal die Expression von C4b.

Wichtige APPs für die Immunabwehr gegen eindringende Pathogene sind auch Kom-
ponenten des Komplementsystems, für die noch keine MK2 Abhänigkeit beschrieben
wurde. Abbildung 3.27 stellt die Transkriptlevel für die Komponenten des Komplement-
systems C3 (Abb. 3.27A) und C4b (Abb. 3.27B) in Lebergewebe LPS behandelter bzw.
unbehandelter (Abb. 3.27C) Tiere dar.
C3 wird auf Transkriptebene in der Leber nach LPS Behandlung innerhalb von 4h bis
8h etwa um den Faktor 3 hochreguliert, nimmt dann leicht ab und bleibt bis zum Ende
des untersuchten Zeitraums auf hohem Niveau exprimiert (Abb. 3.27A). Unterschiede
zwischen den Genotypen und den unterschiedlichen LPS Behandlungen erreichen dabei
keine statistische Signifikanz.
C4b wird sowohl in den LPS behandelten Tieren, als auch in den Kontrolltieren in sehr
geringem Umfang induziert (Abb. 3.27B). 4h nach der Behandlung fällt das Transkript-
level in den Kontrolltieren leicht ab und bleibt dann stabil exprimiert, während es in
den behandelten WT und MK2-/- Mäusen weiter ansteigt und 6h nach der Behandlung
signifikant erhöht ist. Nach 8h fällt auch in behandelten Tieren die Expressionsrate von
C4b wieder ab und ist dann über den restlichen betrachteten Zeitraum bis 48h nicht
mehr signifikant gegenüber den Kontrolltieren erhöht. Der Verlauf in MK2-/- und hoch
dosiert behandelten WT Tieren ist dabei vergleichbar (Abb. 3.27B), obwohl die C4b Ex-
pression in MK2-/- Tieren basal signifikant supprimiert ist (Abb. 3.27C). Unterschiede
zu den niedrig dosiert behandelten Tieren erreichen keine statistische Signifikanz.
Diese Daten deuten darauf hin, dass die Expression der Komplement Komponenten in
der inflammatorischen Antwort der Maus auf einen LPS Stimulus nicht von der MK2
abhängen.

3.2.7 MK2 hat keinen Einfluss auf die LPS induzierte Expression

von CRP.

In Mäusen ist CRP im Gegensatz zu anderen Säugern ein APP von untergeordneter
Bedeutung [43]. Ob für die Regulation von CRP in der LPS induzierten APR in der
Maus die MK2 eine Rolle spielt wurde noch nicht beschrieben, weshalb dies in dieser
Arbeit untersucht wurde.
Abbildung 3.28 stellt die Ergebnisse der Analyse der LPS induzierten CRP Expression
dar. In hoch dosiert behandelten Mäusen steigt das Transkriptlevel über einen Zeitraum
von 6h an. In MK2-/- Mäusen wird das maximale Transkriptlevel bereits nach 2h erreicht.
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Abbildung 3.27: MK2 hat keinen Ein-
fluss auf die LPS induzierte Expression
von C3 und C4b beeinflusst aber basal
die Expression von C4b.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die an-
gegebenen Zeiträume mit den genannten LPS
Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde,
wie im Material und Methodenteil beschrie-
ben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert
und mittels Fluidigm qPCR analysiert. Da-
tenpunkte repräsentieren den Mittelwert der
gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct,
n≥3, ±SEM).

Danach sinkt die Konzentration in der Leber ab. Die beobachteten Unterschiede zwi-
schen den WT Mäusen und MK2-/- Tieren erreichen dabei keine statistische Signifikanz.
In gering dosiert behandelten WT Mäusen ist der zeitliche Verlauf der Transkriptlevel
vergleichbar mit der MK2-/- Situation. Die Konzentration sinkt nach Erreichen der ma-
ximalen Transkriptkonzentration schnell ab und ist 8h nach der Behandlung singifikant
gegenüber den hoch dosiert behandelten WT Mäusen erniedrigt. 36h bzw. 48h nach der
Behandlung sind die Transkriptlevel in der Leber wieder auf basalem Niveau.

Die Unabhängigkeit der LPS induzierten CRP Synthese von der MK2 konnte auf Prote-
inebene bestätigt werden (Abb. 3.28B). Die CRP Konzentration im Serum LPS behan-
delter WT und MK2-/- Tiere steigt bis 8h nach der Stimulation unabhängig von Genotyp
und in vergleichbarer Stärke an und nimmt danach langsam wieder ab.

Diese Daten deuten darauf hin, dass die MK2 in der Regulation der LPS induzierten
CRP Expression im murinen System keine Rolle spielt.
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Abbildung 3.28: MK2 hat keinen Einfluss auf die LPS induzierte Expression von
CRP.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten LPS Do-
sen behandelt. (A) Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil beschrieben,
aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels Fluidigm qPCR analysiert. Datenpunkte
repräsentieren den Mittelwert der gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct, n≥3, ±SEM).
(B) Wie im Material und Methodenteil beschrieben, wurde den Tieren bei Versuchsende Blut
zur Gewinnung von Serum entnommen. Die Proteinkonzentration im Serum wurde mittels Lu-
minex untersucht. Datenpunkte stellen Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen dar(n≥3,
±SEM).

3.2.8 MK2 beeinflusst die alpha-2-Makroglobulin Synthese auf

transkriptioneller Ebene, aber nicht auf Ebene der Serum

Proteinkonzentration.

Alpha-2 Makroglobulin (α2M) ist ein Typ II APP, dessen IL-6 vermittelte Induktion
durch IL-1β supprimiert wird [100]. Für die Regulation von α2M in Abhängigkeit von
MK2 liegen noch keine Studien vor, sodass die Expression von α2M im Lebergewebe LPS
behandelter WT und MK2-/- Tiere in dieser Arbeit untersucht wurde (Abb. 3.29A).

Die α2M Transkription nimmt in allen behandelten Gruppen nach der LPS Stimulation
zu und erreicht nach 6h bis 8h ein Maximum. Danach nimmt die Expressionsrate in der
Leber wieder ab. In gering dosiert behandelten WT Tieren ist das maximal erreichte
Transkriptlevel im Mittel niedriger, als in hoch dosiert behandelten WT Mäusen, dieser
Unterschied erreicht jedoch keine statistische Signifikanz. In MK2-/- Tieren ist die α2M
Transkription nach LPS Stimulation erheblich eingeschränkt und erreicht nur Werte
um 50% der entsprechend behandelten WT Mäuse. Auch der Rückgang der erhöhten
Transkriptlevel erfolgt in MK2-/- Tieren schneller als in WT Mäusen. So erreichen MK2-/-

Mäuse bereits 24h nach der Behandlung wieder basale Expressionslevel, während dies
für WT Mäuse erst 12h später zum 36h Zeitpunkt der Fall ist. Diese Ergebnisse konnten
mittels RT-qPCR für den Zeitraum zwischen 0h und 8h für hoch dosiert behandelte WT
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und MK2-/- Tiere bestätigt werden (Abb. 3.29C). Zum Vergleich und um den Einfluss
der MK3 auf die verbleibende Expression von α2M in MK2-/- defizienten Tieren zu
untersuchen wurden in dieser Analyse MK2/3-/- Mäuse mit untersucht. Dabei werden
für MK2/3-/- Tiere ähnliche Werte gemessen wie für MK2-/- Mäuse.
Um den Einfluss der MK2 auf die α2M Expression auch auf systemische Ebene zu unter-
suchen, wurden die Serum Proteinkonzentrationen in hoch dosiert behandelten WT und
MK2-/- Tieren bestimmt (Abb. 3.29B). Die Konzentration von α2M liegt bereits basal
sehr hoch bei 3 µg/ml in WT Mäusen. Nach LPS Behandlung steigt die Konzentration
innerhalb von 4h auf etwa 4,5 µg/ml an und wird bis zum Ende des Versuchszeitraumes
auf diesem Niveau gehalten. In MK2-/- Tieren liegen die α2M Konzentrationen im Se-
rum bereits basal mit 4 µg/ml höher als bei WT Mäusen, wobei dieser Unterschied keine
statistische Signifikanz erreicht. Nach der Stimulation mit LPS steigt die α2M Konzen-
tration im Serum von MK2-/- Tieren nur noch leicht an und erreicht Werte wie sie in
den WT Mäusen gemessen werden.
Die Daten weisen darauf hin, dass die maximale Expression von α2M in der Leber nach
Behandlung mit LPS von der MK2 abhängig ist, obwohl aufgrund erhöhter basaler
Werte eine Serum Proteinkonzentration von α2M erreicht wird, die zu der in WT Tieren
vergleichbar ist.

3.2.9 MK2 und MK3 haben in der LPS induzierten Hepcidin

Expression in der Leber unterschiedlichen Einfluss

Hepcidin ist ein APP das für die Regulation des Eisenstoffwechsels unverzichtbar ist.
Basal wird es durch TGF und BMP vermittelte SMAD Signale reguliert, während in
Entzündungssituationen STAT3 die Regulation übernimmt. In Hepatozyten konnte für
IL-1β und IL-6 außerdem ein synergistischer Effekt für die Hepcidin Expression gezeigt
werden [39]. Der Einfluss der MK2 auf die LPS induzierte Expression von Hepcidin sollte
in dieser Arbeit untersucht werden.
Abbildung 3.30 stellt die Transkriptlevel von Hamp in den Lebern LPS behandelter Mäu-
se dar. Die Expression von Hamp schwankt dabei in den unbehandelten Kontrolltieren
bereits stark im Tagesgang. In hoch dosiert behandelten WT Mäusen steigt die Konzen-
tration nach 2h stark an und erreicht nach 6h ein Maximum, bevor die Expressionsrate
wieder abnimmt und nach 24h basale Werte erreicht. In niedrig dosiert behandelten
Mäusen sind die Transkriptlevel zum Zeitpunkt maximaler Expression signifikant nied-
riger und liegen fast auf basalem Niveau. Die in MK2-/- Mäusen erhobenen Daten zeigen
eine große Schwankungsbreite und liegen zu frühen Zeitpunkten bis 8h höher als in hoch
dosiert behandelten WT Tieren.
Um ein differenzierteres Bild von der Hepcidin Expression in Abhängigkeit von der MK2
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Abbildung 3.29: MK2 ist für die LPS induzierte Expression von α2M in der Leber
essenziell, beeinflusst aber nicht die erreichten Serum Proteinkonzentration.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten LPS Dosen
behandelt. Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil beschrieben, aus den
Leberlysaten RNA extrahiert und mittels (A) Fluidigm qPCR bzw. (C) RT-qPCR analysiert.
Datenpunkte repräsentieren den Mittelwert der gegen GAPDH bzw. SDHA normalisierten Wer-
te (2-Δct, n=2 für MK2/3-/- 4h, n≥3 sonst, ±SEM). (B) Wie im Material und Methodenteil
beschrieben, wurde den Tieren bei Versuchsende Blut zur Gewinnung von Serum entnommen.
Die Proteinkonzentration im Serum wurde mittels Luminex untersucht. Datenpunkte stellen
Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen dar (n≥3, ±SEM).

zu bekommen, wurden RNA Proben aus Lebergewebe von hoch dosiert behandelten WT,
MK2-/- und MK2/3-/- Mäusen mittels RT-qPCR untersucht (Abb. 3.30B). Die Expres-
sion in WT Tieren nimmt 2h nach der Behandlung mit LPS zu und steigt bis zum Ende
des Untersuchungszeitraumes von 8h weiter an. In MK2-/- Tieren liegt die Expression
von Hepcidin basal leicht aber statistisch nicht signifikant höher als in WT Mäusen.
Nach der Stimulation mit LPS steigt die Expressionsrate in diesen Tieren schneller an,
als in WT Tieren, sodass die Expression im MK2-/- bis zum 6h Zeitpunkt höher liegt als
im WT. In MK2/3-/- Tieren kann in der Leber keine signifikante Induktion von Hepcidin
nach der Behandlung mit LPS gemessen werden.
Um die biologische Relevanz der differenziellen Hepcidin Expression zu untersuchen,
wurden in den Mäusen die Serum Eisenkonzentrationen und die Transferrinsättigung
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Abbildung 3.30: MK2 und MK3 haben für die Expression von Hepcidin in der
Leber nach LPS Stimulation unterschiedliche Funktionen.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten
LPS Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde, wie im Material und Methodenteil beschrie-
ben, aus den Leberlysaten RNA extrahiert und mittels (A) Fluidigm qPCR bzw. (B) RT-qPCR
analysiert. Datenpunkte repräsentieren den Mittelwert der gegen GAPDH bzw. SDHA norma-
lisierten Werte (2-Δct, n=2 für MK2/3-/- 4h, n≥3 sonst, ±SEM).

gemessen. Wie in Abbildung 3.31A dargestellt, sinkt die Eisenkonzentration im Serum
von WT Tieren nach LPS Behandlung bis zum 8h Zeitpunkt graduell auf 45% der Aus-
gangskonzentration ab. In MK2-/- Tieren werden bereits nach 4h signifikant niedrigere
Werte um 45% der Ursprungskonzentration erreicht und dann bis zum 8h Zeitpunkt
gehalten. In MK2/3-/- Tieren sinkt die Eisenkonzentration maximal auf 75% der unbe-
handeleten Kontrolle ab und bleibt signifikant gegenüber den anderen Genotypen erhöht.

Die Transferrinsättigung (Abb. 3.31B) nimmt in den WT Tieren 2h nach der Behand-
lung ab und erreicht nach 8h 60% der ursprünglichen Werte. In MK2-/- Tieren ist die
Transferrinsättigung nach 4h bereits signifikant gegenüber der WT Situation erniedrigt
und erreicht 60%, die bis zum 8h Zeitpunkt gehalten werden. In MK2/3-/- Tieren nimmt
die Sättigung des Transferrins ebenfalls ab. Die erreichte minimale Sättigung von 70%
liegt gegenüber den WT Tieren zwar leicht höher, dieser Unterschied erreicht aber keine
statistische Signifikanz. Seine biologische Wirkung in der Regulation der Serum Eisen-
konzentration entfaltet Hepcidin über die Bindung an Ferroportin (FPN), das daraufhin
internalisiert und degradiert wird. Zusätzlich zu dieser Regulation über das Entfernen
bereits bestehenden FPNs, wird in der Leber während der APR auch die Expression
von FPN herunterreguliert. Um zu überprüfen, ob die Unterschiede in der Serum Ei-
senkonzentration zwischen den Genotypen auch durch eine differenzielle Regulation von
FPN hervorgerufen werden könnten, wurden die FPN Transkriptlevel in Leberlysaten
LPS behandelter Tiere gemessen (Abb. 3.32). Nach der Behandlung mit LPS nehmen
die FPN Transkriptlevel in allen Genotypen gleichermaßen ab und erreichen nach 8h
den geringsten gemessenen Wert.

73



3 Ergebnisse

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0 2 4 6 8

S
er

u
m

 E
is

en
k

o
n

ze
n

tr
ai

o
n

 

%
 d

er
 K

o
n

tr
o
ll

e 
[x

1
0

2
] 

Zeit [h] 

Wildtyp 1 µg LPS / g KGW

MK2-/- 1 µg LPS / g KGW

MK2/3-/- 1µg LPS / g KGW

A 

        *    

         *   

0,0

0,5

1,0

1,5

0 2 4 6 8

T
ra

n
sf

er
ri

n
 S

ät
ti

g
u

n
g

 

%
 d

er
 K

o
n

tr
o
ll

e 
[x

1
0

2
] 

Zeit [h] 

Wildtyp 1 µg LPS / g KGW

MK2-/- 1 µg LPS / g KGW

MK2/3-/- 1µg LPS / g KGW

B 

        *  

Abbildung 3.31: MK2 und MK3 haben unterschiedliche Einflüsse auf die Regula-
tion der Serum Eisenkonzentration.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für die angegebenen Zeiträume mit den genannten
LPS Dosen behandelt. Nach Versuchsende wurde den Tieren Blut zur Gewinnung von Serum
entnommen. Serum Eisenkonzentration und Transferrinsättigung wurden, wie im Material- und
Methodenteil beschrieben, gemessen. Datenpunkte stellen Mittelwerte der gemessenen Konzen-
trationen normalisiert gegen die unbehandelte WT Kontrolle dar (n=2 für MK2/3-/- 4h, n≥3
sonst, ±SEM).
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Abbildung 3.32: MK2 hat keinen Ein-
fluss auf die LPS induzierte Herabregu-
lation von FPN in der Leber.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden für
die angegebenen Zeiträume mit den genann-
ten LPS Dosen behandelt. Nach Versuchsende
wurde, wie im Material und Methodenteil be-
schrieben, aus den Leberlysaten RNA extra-
hiert und mittels RT-qPCR analysiert. Daten-
punkte repräsentieren den Mittelwert der ge-
gen SDHA normalisierten Werte (2-Δct, n≥3,
±SEM).

Diese Daten deuten darauf hin, dass die unterschiedliche Regulation der Hepcidin Kon-
zentration in den verschiedenen Genotypen biologische Relevanz hat und sich auch auf
systemischer Ebene in einer differenziell gesteuerten Serum Eisenregulation äußert. Die-
se Unterschiede in der Eisenkonzentration im Serum lassen sich dabei nicht auf eine
differenzielle Regulation von FPN zurückführen.
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Abbildung 3.33: MK2 beeinflusst die Expression der SMAD1/5/8 Aktivatoren
BMP4 und INHBB in unterschiedlicher Weise.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Tiere wurden über die angegebenen Zeiträume mit
1 µg LPS / g KGW behandelt. Nach Versuchsende wurde aus den Lebern RNA extrahiert
und mittels RT-qPCR mit (A) BMP4 und (B) INHBB spezifischen Primern untersucht. Da-
tenpunkte repräsentieren Mittelwerte der gegen SDHA normalisierten Werte (2-Δct, n=2 für
MK2/3-/- 4h, n≥3 sonst, ±SEM).

3.3 Einfluss der MK2 auf die Regulation der

Hepcidin Expression

3.3.1 MK2 beeinflusst die Expression von BMP4 im Kontext

einer LPS induzierten Entzündungsantwort.

Da für die basale Regulation von Hepcidin vor allem die SMAD1/5/8 vermittelte Signal-
transduktion im Komplex mit dem gemeinsamen Signalmolekül SMAD4 diskutiert wird,
wurde untersucht, ob Aktivatoren dieser Signalkaskade MK2 abhängig reguliert werden.
Zur Klärung des Einflusses der MK2 auf die Expression dieser Signalmoleküle wurden
repräsentativ BMP4 und Aktivin B (INHBB) in den Lebern LPS behandelter Mäuse
bestimmt (Abb. 3.33). Die Expression von BMP4 ist im Verlauf der APR intrahepatisch
sowohl im WT als auch im MK2-/- negativ reguliert (Abb. 3.33A). Die Transkriptle-
vel sinken in MK2-/- Tieren über einen Zeitraum von 2h ab und bleiben dann bis zum
spätesten analysierten Zeitpunkt von 6h auf diesem niedrigen Niveau. In WT Mäusen
nimmt die Expressionsrate über 4h auf 40% der ursprünglichen Transkriptlevel ab und
ist damit signifikant niedriger als in den MK2-/- Tieren.
Im Gegensatz dazu steigt die Expression von INHBB über den gesamten beobachteten
Zeitraum von 8h in WT Mäusen an (Abb. 3.33B). Auch in MK2-/- und MK2/3-/- Tieren
steigt die INHBB Expressionsrate initial an, fällt aber nach 4h bis 6h wieder ab und ist
nach 2h und 8h signifikant gegenüber der Situation in WT Tieren erniedrigt.
SMAD4 dient auch als Signalmolekül für die SMAD2/3 vermittelte Signaltransduktion
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Abbildung 3.34: MK2 hat keinen Ein-
fluss auf die Expression von TGFβ im
Kontext der LPS induzierten APR.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Tiere wur-
den über die angegebenen Zeiträume mit
1 µg LPS / g KGW behandelt. Nach Ver-
suchsende wurde aus den Lebern RNA extra-
hiert und mittels Fluidigm qPCR untersucht.
Datenpunkte repräsentieren Mittelwerte der
gegen GAPDH normalisierten Werte (2-Δct,
n≥3, ±SEM).

von TGFβ. Die TGFβ Expression in Lebergewebe im Kontext einer LPS induzierten APR
ist in Abbildung 3.34 dargestellt. Nach der Behandlung mit LPS kommt es innerhalb von
2h im Lebergewebe zu einer Induktion von TGFβ um den Faktor 3. Die Transkriptlevel
gehen in der Folge etwas zurück und bleiben bis zum Ende des Untersuchungszeitraums
von 8h leicht erhöht. Dabei weisen die Verläufe zwischen WT und MK2-/- Tieren keine
signifikanten Unterschiede auf.

Diese Daten geben einen Hinweis darauf, dass die Regulation von BMP4 im Verlauf
der LPS induzierten APR auf transkriptioneller Ebene beeinflusst wird. Die negative
Regulation als Reaktion auf LPS deutet jedoch darauf hin, dass dies nicht die Ursache
für die verstärkte Hepcidin Expression in MK2-/- Tieren ist.

3.3.2 MK2 und MK3 beeinflussen die Expression der für die

Hepcidin Expression inhibitorischen Erythrokine TWSG1

und GDF15.

Hepcidin spielt als Eisenregulator eine wichtige Rolle in der Erythropoiese. Erythro-
blasten exprimieren deshalb sogenannte Erythrokine wie TWSG1 und GDF15 um die
Hepcidin Expression zu steuern. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob diese Erythrokine
nach einer Stimulation mit LPS auch in der Leber exprimiert werden und ob MK2 einen
einen Einfluss auf diese Expression hat (Abb. 3.35).

Abbildung 3.35A stellt die Expression von TWSG1 im Lebergewebe LPS behandelter
Mäuse dar. Die Expression wird nach Stimulation in allen Genotypen initiiert. In MK2-/-

Tieren ist die Expression gegenüber WT Mäusen erhöht. Dieser Effekt wird in MK2/3-/-

Tieren noch weiter verstärkt.

Auch die Expression von GDF15 wird nach der Behandlung mit LPS in allen Genotypen
induziert. Dabei sind zwei Transkriptionswellen zu erkennen, die ihr Maximum nach 0,5h
bis 1h und nach 6h erreichen. Das zweite Maximium ist dabei in allen Genotypen stärker
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Abbildung 3.35: MK2 und MK3 beeinflussen die Expression der Erythrokine
TWSG1 und GDF15 in der LPS induzierten hepatischen APR.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Tiere wurden über die angegebenen Zeiträume mit
1 µg LPS / g KGW behandelt. Nach Versuchsende wurde aus den Lebern RNA extrahiert
und mittels RT-qPCR mit (A) TWSG1 und (B) GDF15 spezifischen Primern untersucht. Da-
tenpunkte repräsentieren Mittelwerte der gegen SDHA normalisierten Werte (2-Δct, n≥3).

ausgeprägt. Ebenso wie für die Expression von TWSG1 ist die Expression von GDF15
in der Leber in MK2-/- Tieren leicht erhöht und dieser Effekt wird in MK2/3-/- Tieren
noch weiter verstärkt.
Diese Daten deuten auf einen Einfluss der MK2 auf die Erythrokinsynthese in der Leber
während der LPS induzierten APR hin. Hingegen weist die gleichsinnige Regulation in
MK2-/- und MK2/3-/- Tieren darauf hin, dass diese differenzielle Regulation der Ery-
throkinsynthese nicht die Ursache für die beobachteten Unterschiede in der Hepcidin
Expression während der LPS induzierten APR darstellen.

3.3.3 MK2 beeinflusst die LPS induzierte Hepcidin Expression

durch einen intrazellulären Mechanismus in Hepatozyten.

Um den Mechanismus der MK2 abhängigen Hepcidin Expression im Rahmen der he-
patischen APR genauer zu untersuchen und den Einfluss der MK2 Zelltyp spezifisch
zu bestimmen, wurde ein geeignetes Zellkultursystem etabliert. Dafür wurden BMDMs
aus WT und MK2-/- Mäusen 48h mit LPS inkubiert. Der Zellkulturüberstand wurde
zellfrei gesammelt und mittels Luminex auf die Konzentration der Zytokine IL-6, IL-1β
und TNFα untersucht (Abb. 3.36). Die Konzentration an TNFα ist in konditioniertem
Medium von MK2-/- BMDMs signifikant herabgesetzt und erreicht nur 10% der Konzen-
tration, die in WT BMDMs erreicht wird (Abb. 3.36A). Auch die IL-6 Konzentration ist
in MK2-/- BMDM Überstand erniedrigt (Abb. 3.36B). Die IL-1β Konzentration weist
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen auf (Abb. 3.36C).
Mit den so konditionierten Medien wurden primäre Hepatozyten aus WT und MK2-/-
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Abbildung 3.36: TNFα und IL-6 sind
in konditioniertem Medium LPS behan-
delter MK2-/- Makrophagen erniedrigt.
Wie im Material und Methodenteil beschrie-
ben, wurden BMDMs aus Knochenmark
von MK2-/- und WT Mäusen differenziert.
Die ausdifferenzierten BMDMs wurden mit
100 ng LPS / ml Zellkulturmedium behan-
delt. Nach 48h wurde das Medium zellfrei ab-
genommen und mittels Luminex auf die Kon-
zentration von (A) TNFα, (B) IL-6 und (C)
IL-1β untersucht. Balken stellen Mittelwerte
von technischen Triplikaten dar (±SEM).

Tieren behandelt und die Expression von Hepcidin auf mRNA Ebene bestimmt. Abbil-
dung 3.37 stellt den Expressionsverlauf von Hepcidin in den primären murinen Hepato-
zyten nach dem Überstandstranfer dar. Die Hepcidin Expression steigt sowohl in WT als
auch in MK2-/- Hepatozyten durch die Behandlung mit konditioniertem Medium LPS
behandelter Makrophagen an und erreicht nach 4h bis 6h maximale Transkriptlevel. Die
Expressionsrate in MK2-/- Hepatozyten ist unabhängig vom Genotyp der Makrophagen,
die zur Konditionierung des Mediums verwendet wurden, signifikant höher als in WT
Hepatozyten. Eine Behandlung mit konditioniertem WT BMDM Medium bewirkt dabei
in beiden Genotypen eine signifikante Steigerung der Hepcidin Expression im Vergleich
zu den mit MK2-/- BMDM Medium behandelten Hepatozyten gleichen Genotyps.

Diese Daten deuten darauf hin, dass die MK2 abhängige LPS induzierte Hepcidin Ex-
pression in dem in dieser Arbeit etablierten Zellkultursystem simuliert werden kann.
Zudem geben die Daten einen Hinweis darauf, dass sich die höheren Hepcidin Expres-
sionsraten am wahrscheinlichsten auf einen intrahepatozellulären Mechanismus zurück-
führen lassen.
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Abbildung 3.37: MK2 beeinflusst die
Hepcidin Expression während der APR
intrahepatozellulär.
Primäre Hepatozyten wurden, wie im Materi-
al und Methodenteil beschieben, aus MK2-/-

und WT Mäusen gewonnen und im Kollagen-
sandwich kultiviert (siehe Material und Me-
thoden). Die Zellen wurden mit dem zuvor
beschriebenen konditionierten Medium LPS
behandelter Makrophagen für die angegebe-
nen Zeitpunkte behandelt. Datenpunkte stel-
len Mittelwerte der gegen SDHA normalisier-
ten Werte dar (2-Δct, n≥3, ±SEM).
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Abbildung 3.38: MK2 beeinflusst die
Expression von ID1 im Kontext der
LPS induzierten APR
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Tiere wur-
den über die angegebenen Zeiträume mit
1 µg LPS / g KGW behandelt. Nach Versuch-
sende wurde aus den Lebern RNA extrahiert
und mittels RT-qPCR mit spezifischen Pri-
mern für ID1 untersucht. Datenpunkte reprä-
sentieren Mittelwerte der gegen SDHA nor-
malisierten Werte (2-Δct, n=2 für MK2/3-/-

4h, n≥3 sonst, ±SEM).

3.3.4 MK2 beeinflusst die LPS induzierte Regulation von

SMAD4 und des Inhibitor der DNA Bindung 1 (ID1)

Um den hepatozyten spezifischen intrazellulären Mechanismus der MK2 abhängigen
Hepcidin Regulation zu untersuchen, wurde die Expression von Inhibitor of DNA Bin-
ding 1 (ID1) untersucht. ID1 wird in Hepatozyten wie auch Hepcidin durch den BMP-
/SMAD1/5/8 Signalweg reguliert. Um einen Hinweis auf die SMAD1/5/8 vermittelte
Genexpression in der Leber zu erhalten, wurde die Expression von ID1 untersucht (Abb.
3.38). Die ID1 Expression nimmt nach der LPS Behandlung über einen Zeitraum von
2h in allen untersuchten Genotypen ab. Danach steigen die Transkriptlevel in den Le-
bern behandelter MK2-/- und MK2/3-/- Tiere zum 4h Zeitpunkt sprunghaft an, wäh-
rend die Expression in WT Tieren nur langsam wieder zunimmt. Bis zum Ende des
Untersuchungszeitraums bleiben die Transkriptlevel in den MK2-/- und MK2/3-/- Tiere
signifikant höher als in WT Mäusen.
Um den Einfluss der MK2 auf die SMAD vermittelte Genexpression während der LPS
induzierten APR weiter zu charakterisieren wurde der Verlauf der Expression des ge-
meinsamen Signaltransduktionsmoleküls SMAD4 bestimmt (Abb. 3.39A). Die Expressi-
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Abbildung 3.39: MK2 beeinflusst im Verlauf der APR die Expression von SMAD4
aber nicht SMAD7 in der Leber.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Tiere wurden über die angegeben Zeiträume mit 1 µg LPS / g KGW
behandelt. Nach Versuchsende wurde aus den blutleer perfundierten Lebern RNA extrahiert
und mittels RT-qPCR mit (A) SMAD4 und (B) SMAD7 spezifischen Primern untersucht.
Datenpunkte repräsentieren Mittelwerte der gegen SDHA normalisierten Werte (2-Δct, n=2 für
MK2/3-/- 4h, n≥3 sonst, ±SEM).

on von SMAD4 in Lebergewebe LPS behandelter WT Mäuse nimmt über einen Zeitraum
von 4h ab, bevor die Transkriptlevel langsam ansteigen. Die basalen Transkriptlevel wer-
den in WT Mäusen dabei zu keinem Zeitpunkt signifikant überschritten. In MK2-/- und
MK2/3-/- Tieren bleibt die Transkriptionsrate über 2h konstant, steigt dann an und
ist nach 6h sowohl gegenüber der basalen Expression, als auch gegenüber WT Mäusen
signifikant erhöht.

Vor dem Hintergrund der erhöhten SMAD4 Expression im Verlauf der APR in MK2-/-

Tieren wurde auch die Expression des Inhibitors der SMAD Singlatransduktion SMAD7
untersucht. Abbildung 3.39B stellt die Expressionslevel von SMAD7 in Lebergewebe LPS
behandelter Tiere dar. SMAD7 Transkriptlevel sinken im Verlauf der APR schnell ab
und erreichen nach 2h eine minimale Expressionsrate von etwa 20% der Ausgangswerte.
Danach steigt die Transkriptzahl in allen Genotypen leicht an, bleibt aber über den
gesamten beobachteten Zeitraum von 8h im Vergleich zur basalen Situation erniedrigt.

Diese Daten deuten darauf hin, dass die MK2 in der Leber transkriptionell einen Einfluss
auf die SMAD Signalvermittlung im Verlauf einer LPS induzierten APR hat, indem es
die Expression des gemeinsamen Signalmoleküls SMAD4 reguliert. Die Hochregulation
von SMAD4 sowohl in MK2-/- als auch in MK2/3-/- Tieren weisen jedoch darauf hin,
dass dieser Mechanismus nicht für die beobachtete differenzielle Regulation von Hepcidin
in diesen Mäusen verantwortlich ist.
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Abbildung 3.40: MK2 beeinflusst nicht
die intrahepatische HFE Expression im
Rahmen der LPS induzierten APR.
WT und MK2-/- Mäuse wurden für die ange-
geben Zeiträume mit den genannten LPS Do-
sen behandelt. Nach Versuchsende wurde aus
den blutleer perfundierten Lebern RNA ex-
trahiert und mittels RT-qPCR mit HFE spe-
zifischen Primern analysiert. Datenpunkte re-
präsentieren Mittelwerte der gegen SDHA
normalisierten Werte (2-Δct, n≥3, ±SEM).
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Abbildung 3.41: MK2 hat auf die Ex-
pression von TMPRSS6 während der
LPS induzierten APR keinen Einfluss.
WT, MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse wurden
für die angegeben Zeiträume mit den genann-
ten LPS Dosen behandelt. Nach Versuchsen-
de wurde aus den blutleer perfundierten Le-
bern RNA extrahiert und mittels RT-qPCR
mit TMPRSS6 spezifischen Primern analy-
siert. Datenpunkte repräsentieren Mittelwer-
te der gegen SDHA normalisierten Werte
(2-Δct, n=2 für MK2/3-/- 4h, n≥3, ±SEM).

3.3.5 MK2 beeinflusst nicht die Regulation von HFE und

Matripase-2 während der LPS induzierten APR

Weitere wichtige Regulatoren der Eisenhomöostase und Hepcidin Expression sind die
Membranproteine HFE und Matripase-2. Hepcidin wird als wichtiger Eisenregulator
auch durch die Serum Eisenkonzentration reguliert. Ein wichtiger Mediator ist dabei der
Transferin Rezeptor 2, der durch das HFE Gen codiert wird. Im Rahmen der APR wird
HFE intrahepatisch negativ reguliert (Abb. 3.41). Während des Beobachtungszeitraums
von 6h nimmt die Expressionsrate unabhängig vom Genotyp kontinuierlich ab. Nach 6h
sind die Werte in MK2-/- Tieren dabei gegenüber WT Mäusen leicht aber signifikant
erhöht.
Matripase-2, die durch das Gen TMPRSS6 codiert wird, ist als negativ Regulator von
Hepcidin beschrieben und wird in der Leber nach Stimulation mit LPS ebenfalls negativ
reguliert (Abb. 3.41). Die Expressionsrate nimmt dabei im Verlauf des Beobachtungs-
zeitraums von 8h unabhängig vom Genotyp in gleicher Kinetik und gleicher Stärke ab.
Diese Daten wurden dahingehend interpretiert, dass die MK2 auf die Regulation der
Hepcidinregulatoren Transferrin Rezeptor 2 und Matripase-2 während der hepatischen
APR keinen Einfluss hat.
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Die APR ist die erste unspezifische Reaktion des Organismus auf einen inflammatori-
schen Stimulus wie Trauma, Tumorerkrankungen, Entzündungen oder Infektionen. Diese
Stimuli werden zunächst im betroffenen Gewebe von Immunzellen erkannt und in Koope-
ration mit anderen gewebsständigen Zellen lokal bekämpft. Sind diese lokalen Prozesse
nicht ausreichend um den Stimulus zu beseitigen, kommt es über das Blut zu einer syste-
mischen Ausdehnung der APR. Ein Charakteristikum dieser systemischen APR ist eine
qualitative und quantitative Veränderung des Serumproteoms, die vor allem durch eine
adaptierte Syntheseleistung der Leber für die betreffenden Proteine hervorgerufen wird.
Diese als APP bezeichneten Proteine helfen im Kollektiv dabei den Stimulus einzudäm-
men sowie eine weitere Ausbreitung von Pathogenen und fortschreitende Gewebeschä-
digung zu verhindern. Die Orchestrierung der APP Expression in der Leber wird vor
allem durch Lebermakrophagen vermittelt, die durch Zytokine, Chemokine und Wachs-
tumsfaktoren auf die Hepatozyten regulierend einwirken. Dabei gelten dem aktuellen
Stand der Literatur zufolge IL-6 und die anderen IL-6 Typ Zytokine als Hauptregulato-
ren, durch die die Expression der meisten APPs initiiert wird. IL-1β und TNFα gelten
dagegen als Modulatoren der IL-6 vermittelten APP Synthese, indem sie die Expression
abhängig von der Spezies und dem jeweiligen APP synergistisch oder additiv verstärken
oder hemmen [39].
Ziel dieser Arbeit war es, die hepatische APR zu charakterisieren und dabei den Einfluss
der MK2 auf die intrahepatische Synthese von Entzündungsmediatoren wie IL-6, IL-1β
und TNFα einerseits und auf die Expression von APPs andererseits zu untersuchen.
Die p38MAPK abhängige Proteinkinase MK2 ist im Kontext der hepatischen APR deshalb
von Interesse, da die Zytokine, denen wie oben ausgeführt eine zentrale Rolle in der Re-
gulation der APR zugesprochen wird, MK2 abhängig reguliert werden und MK2-/- Tiere
in Reaktion auf LPS diese Zytokine in deutlich reduzierter Menge produzieren. Demnach
wurde IL-6 als stark MK2 abhängiges Gen beschrieben, das nach der Behandlung mit
unterschiedlichen Stressoren in MK2-/- Mäusen vermindert exprimiert wird [107]. Dies
wurde für unterschiedliche Gewebe und Zellpopulationen gezeigt und konnte im Rahmen
dieser Arbeit auch für die Leber während der LPS induzierten systemischen APR be-
stätigt werden (Abb. 3.1). Die Familie der IL-6 Typ Zytokine umfasst neben IL-6 noch
10 weitere Vertreter, die ihre biologische Wirkung alle über die gleiche signaltransduzie-
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rende Rezeptoruntereinheit gp130 und die Aktivierung von STAT3 vermitteln [153]. In
IL-6 defizienten Tieren, die nach einer Stimulation mit LPS keine Beeinträchtigung der
APP Synthese zeigen [45], wird deshalb für einen Teil der IL-6 Typ Zytokine diskutiert,
ob diese stimulusabhängig die Aufgaben von IL-6 übernehmen können. Um ein differen-
zierteres Bild der MK2 Abhängigkeit der IL-6 Familie zu erhalten, wurden LIF (Abb.
3.2) und OSM (Abb. 3.3) in dieser Studie analysiert. Dabei konnte sowohl für LIF, als
auch für OSM erstmals in vivo eine klare Abhängigkeit der LPS induzierten Expression
dieser Gene von der MK2 belegt werden. Für OSM konnten damit Ergebnisse aus Zell-
kultursystemen bestätigt werden, die zuvor in der Arbeitsgruppe erhoben wurden [131].
Neben der Expression dieser Liganden, beeinflusst die MK2 außerdem die Signalwege,
die diese auslösen. So wurde ein Mechanismus beschrieben, nach dem die aktivierte MK2
die Rezeptoruntereinheit gp130 phosphoryliert, woraufhin diese internalisiert und degra-
diert wird [101]. Dadurch ist es möglich, dass die MK2 die Verfügbarkeit des Rezeptors
der IL-6 Familie limitiert und so einer anhaltenden Signaltransduktion über diesen Weg
entgegen wirkt. OSM nimmt dabei eine Sonderrolle innerhalb der IL-6 Typ Zytokine
ein, da es als einziger Vertreter dieser Familie nicht ausschließlich auf gp130 angewiesen
ist. So kann OSMR auch den Erk1/2 Signalweg aktivieren und trägt darüber zur effi-
zienten Aktivierung von APPs wie α2M bei [154]. Zellkulturexperimente haben gezeigt,
dass die MK2 auch die Verfügbarkeit dieses Rezeptors limitiert, indem es die Expression
auf transkriptioneller Ebene herunterreguliert [131]. Diese Ergebnisse konnten in dieser
Arbeit in vivo bestätigt werden (Abb. 3.3). So ergibt sich für die IL-6 Zytokin Familie
im MK2-/- die Situation, dass die Expression dieser Liganden nach einer Behandlung
mit LPS stark eingeschränkt ist (Abb. 3.1, 3.2, 3.3), die Verfügbarkeit der signaltrans-
duzierenden Rezeptoren hingegen erhöht ist [101,131] (Abb. 3.3).

Ein weiterer für die Regulation der APP Synthese zentraler Faktor ist IL-1β. Für die-
ses Zytokin konnte nachgewiesen werden, dass es die IL-6 induzierte Aktivierung von
STAT3 in zwei Phasen in Hepatozyten des Menschen und der Ratte zu hemmen ver-
mag [62,155]. Die erste Phase der STAT3 Aktivierung wird dabei durch einen p38MAPK

abhängigen Signalweg unterdrückt, wohingegen die Inhibierung der späten STAT3 Ak-
tivierung durch NFκB vermittelt wird. So konnte gezeigt werden, dass IL-1β über die
Regulation der IL-6 vermittelten STAT3 Aktivierung die Expression der APPs FGγ und
α2M supprimiert und so entscheidend in die hepatische APR eingreift. Andere APPs wie
beispielsweise Hepcidin werden hingegen vor allem durch die gleichzeitige Stimulation
mit IL-6 und IL-1β verstärkt exprimiert. Auch IL-1β wurde in früheren Studien als
MK2 abhängiges Zytokin beschrieben, dessen Expression in MK2-/- Tieren in verschie-
denen Modellen der APR unterdrückt wird [118,119,156]. Diese Ergebnisse konnten auf
Transkriptebene in der Leber bestätigt werden (Abb. 3.6). Im Gegensatz dazu werden
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aber systemisch im Serum gemessene IL-1β Konzentrationen erreicht, die denen der WT
Situation entsprechen (Abb. 3.6) was auch in verschiedenen vorangegangenen Studien
beobachtet wurde [134]. Neben IL-1β weist auch die Familie der IL-1 Zytokine weitere
Mitlgieder auf, die in die Regulation der APR involviert sind. Eine Abhängigkeit der
Expression dieser Zytokinfamilie von der MK2 wurde auch für IL-1α beschrieben und
in dieser Arbeit bestätigt [157] (Abb. 3.7). Die in der vorliegenden Arbeit ausgeführten
Daten weisen außerdem auf eine bislang nicht beschriebene Abhängigkeit der LPS ver-
mittelten Expression von IL-33 im Verlauf der systemischen Entzündungsantwort hin
(Abb. 3.7). Neben der bereits in der Literatur veröffentlichten verminderten Expression
von IL-1β und IL-1α in MK2 defizienten Mäusen, die in dieser Arbeit auf transkriptio-
neller Ebene in der Leber bestätigt werden konnte (Abb. 3.6, 3.7), ist IL-33 das dritte
Familienmitglied der IL-1 Zytokin Familie, für das eine MK2 abhängige Regulation be-
schrieben wird. Daher ist eine kürzlich veröffentlichte Studie von Interesse, die zeigt,
dass MK2 durch IL-33 vermittelte Signale aktiviert wird [158]. Dies eröffnet die Mög-
lichkeit eines positiven Rückkopplungsmechanismus, wie er für IL-1β bereits beschrieben
wurde [156], in dem eine ungehinderte Expression von IL-33 durch MK2 vermittelt wird
und MK2 wiederum durch IL-33 aktiviert und so zu einer verstärkten IL-33 Expression
beiträgt. Hervorzuheben ist auch, dass IL-33 in Mastzellen ebenfalls in die Regulation
von STAT3 involviert ist. In diesen Zellen aktiviert IL-33 diesen Signalweg c-Kit abhän-
gig [159]. So könnte auch IL-33 über die Aktivierung von STAT3 direkt in die Expression
von APPs in der Leber einwirken, was jedoch noch nicht untersucht wurde.

Neben den für die APR zentralen IL-6 und IL-1 Zytokinen, wird nach derzeitigem Kennt-
nisstand TNFα als das dritte Schlüsselelement der Regulation der APP Synthese angese-
hen. Dies begründet sich durch Studien, in denen die kombinierte Inaktivierung von IL-6
und TNFα die LPS induzierte Expression von SAA und SAP verhindert [51]. Die MK2
Abhängigkeit der TNFα Expression in unterschiedlichen Entzündungsmodellen ist dabei
schon sehr umfangreich untersucht worden und wird neben post-transkriptionellen, vor
allem auf translationelle Einflüsse zurückgeführt [160]. Das in dieser Arbeit gemessene
Expressionsprofil von TNFα, das auf Transkriptlevel in der Leber wenig durch MK2 be-
einflusst ist, auf Ebene der Serum Proteinkonzentration in MK2-/- Tieren hingegen stark
reduziert exprimiert wird (Abb. 3.8), deutet darauf hin, dass die beschriebenen MK2 ab-
hängigen Regulationsmechanismen auch in der Leber einen entscheidenden Einfluss auf
die TNFα Synthese haben.
Insgesamt deuten diese Daten darauf hin, dass die für die APP Synthese in der Litaratur
als die wichtigsten Regulatoren diskutierten Zytokine IL-6, IL-1β und TNFα auch in der
Leber MK2 abhängig durch LPS induziert werden, sodass wichtige pro-inflammatorische
Signalgeber in MK2-/- Tieren nur in verminderter Stärke exprimiert werden.
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Neben ihren pro-inflammatorischen Effekten sind diese Zytokine jedoch auch maßgeb-
lich in die Initiierung anti-inflammatorischer Signale involviert. So wird beispielsweise
das zentrale anti-inflammatorische Zytokin IL-10 in unterschiedlichen Singalkaskaden
durch IL-1β und TNFα einerseits und durch IL-6 andererseits reguliert. Dabei ist die
IL-6 induzierte Regulation STAT3 abhängig [161, 162], während die Regulation vermit-
telt durch IL-1β und TNFα über p38MAPK und MK2 verläuft [120,163]. Das Fehlen der
MK2 bewirkt, dass die IL-1β und TNFα induzierte Signaltransduktion über p38MAPK

nicht ungestört ablaufen kann und führt so zu einer Verminderung der IL-10 Expressi-
on [120]. Der Befund der herabgesetzten IL-10 Synthese konnte auch in dieser Studie für
die Leber MK2 defizienter Tiere belegt werden (Abb. 3.14).
IL-10 vermittelt seine anti-inflammatorischen Effekte über verschiedene Mechanismen.
Einer der wichtigsten Wege, über die IL-10 und auch IL-6 ihre anti-inflammatorische Wir-
kung vermitteln, ist die STAT3 abhängige Induktion von SOCS3. Dieser negative Rück-
kopplungsmechanismus, über den STAT3 sein eigenes Signal limitiert, ist in der Kontrol-
le der APR von entscheidender Bedeutung [164]. So zeigen SOCS3 defiziente Tiere eine
erhöhte Anfälligkeit für LPS induzierte Sepsis und höhere Level pro-inflammatorischer
Zytokine wie IL-1β und TNFα [164]. Die MK2 spielt in der SOCS3 Expression eine Rolle
in der TNFα vermittelten Transkriptstabilisierung von SOCS3 [165], sodass die Expressi-
on von SOCS3 in MK2-/- Tieren durch die verminderte Transkriptstabilität herabgesetzt
ist. Die in dieser Studie erhobenen Daten deuten dabei darauf hin, dass die SOCS3 Ex-
pression auch in der Leber LPS behandelter MK2-/- Tiere beeinträchtigt ist (Abb. 3.16).
Darüber hinaus wurde mit LTB erstmals ein weiterer Vertreter auch für die TNF Zy-
tokin Familie identifiziert, der MK2 abhängig reguliert wird (Abb. 3.9). Dieser Faktor
wird in der Leber IL-6 und IL-1β abhängig reguliert [166] und reguliert die Aktivität von
NK Zellen während einer APR [167]. Für die Liganden der TNF Familie stehen mehre-
re Rezeptoren zur Verfügung, die im Verlauf der APR LPS induziert reguliert werden.
Die in dieser Studie erhobenen Daten deuten darauf hin, dass die MK2 auf die Kinetik
der Expression von TNFRSF1A Einfluss hat und die Expression dieses Rezeptors über
einen längeren Zeitraum ermöglicht (Abb. 3.10). Damit ist es möglich, dass die MK2 die
pro-inflammatorischen Effekte, die TNFα und andere Mitglieder der TNF Familie auf
TNF sensitive Zellen ausüben, durch die Regulation der Rezeptoren und der Liganden
beeinflusst.

Auch Interferone sind wichtige Immunmodulatoren der LPS induzierten APR. Bei-
spielsweise erhöhen IFNα/IFNβ die Expression von IL-6 und IL-10 und können so den
Übergang der pro-inflammatorischen zur anti-inflammatorischen Phase der APR regu-
lieren [68]. Auch IFNγ ist über die STAT Signalkaskade in die Expression von APPs
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wie Angiotensin und möglicherweise weiterer APPs involviert [71]. In früheren Studien
konnte bereits eine MK2 Abhängigkeit von IFNβ in Makrophagen gezeigt werden [120].
Ein interessanter Aspekt der IFNβ Expression ist dabei, dass die Proteinkinasen MK2
und MK3 für dieses Gen entgegengesetzte Funktionen zu erfüllen scheinen. Dies steht
im Gegensatz zu den übrigen diskutierten Regulatoren der APR, für die MK2 und MK3
redundante Funktionen haben. So wurde gezeigt, dass die MK2 inhibitorische Effekte
der MK3 auf die IFNβ Expression verhindert, wodurch die in MK2-/- Zellen beobachtete
defiziente LPS induzierte IFNβ Expression in MK2/3-/- Zellen wiederhergestellt werden
konnte [120]. Dieses Ergebnis konnte in dieser Arbeit tendenziell auch in vivo bestätigt
werden (Abb. 3.11A). Darüber hinaus konnte in dieser Arbeit erstmals auch gezeigt
werden, dass dieses Zusammenspiel von MK2 und MK3 auch für die LPS induzierte
Expression von IFNγ entscheidend ist, da auch für dieses Gen eine entsprechende Re-
gulation in MK2-/- und MK2/3-/- Tieren gezeigt werden konnte (Abb. 3.11B).
Der Einfluss der MK2 auf IFN Signale scheint sich darüber hinaus auch auf die Rezep-
toren IFNαR1 und IFNαR2 zu erstrecken (Abb. 3.12). Die in dieser Arbeit erhobenen
Daten deuten dabei darauf hin, dass die MK2 die Verfügbarkeit des IFNαR1 basal limi-
tiert, was sich in einer Steigerung der Transkriptlevel in MK2-/- Mäusen äußert (Abb.
3.12A, C). IFNαR2 hingegen wird nach einem LPS Reiz in der Leber teilweise MK2
abhängig reguliert, wodurch die maximale Expression dieses Rezeptors in MK2-/- Tieren
herabgesetzt ist (Abb. 3.12B). Es konnte gezeigt werden, dass Ifnar2 durch Stimula-
tion mit IFNγ hochreguliert wird [168]. Die verminderte Induktion von IFNγ, die in
MK2-/- Tieren beobachtet wird (Abb. 3.11) könnte demnach eine mögliche Ursache für
die schnelle Reduktion von Ifnar2 in diesen Tieren sein.
So weisen diese Daten darauf hin, dass auch die Interferonantwort der Maus auf einen
Entzündungsreiz sowohl auf Ebene der Liganden, als auch auf Ebene der Rezeptoren re-
guliert wird. Inwieweit der Einfluss auf die Rezeptoren der unterschiedlichen Interferone
durch die MK3 reguliert wird, muss darüber hinaus noch untersucht werden.

Darüber hinaus weisen die hier erhobenen Daten darauf hin, dass die MK2 maßgeblich
in der Expression des CSF1 Rezeptors beteiligt ist, da dieser auf Transkriptebene in
MK2-/- Tieren weniger stark exprimiert wird, als in WT Mäusen (Abb. 3.13). CSF1 ist
ein wichtiges pro-inflammatorisches Zytokin, dass über die Bindung an seinen Rezeptor
die Aktivität von Makrophagen reguliert [169,170]. Obwohl die MK2 hier keinen Einfluss
auf die Expression des Liganden hat, könnte sie durch die Regulation der Verfügbarkeit
des Rezeptors auf die maximale Induktion des durch CSF1 vermittelten Signalwegs ein-
wirken und so die Aktivierung von Makrophagen im Verlauf der APR erhöhen. Darüber
hinaus konnte gezeigt werden, das CSF1R für die Genese von Osteoclasten essenziell
ist [171]. Vor diesem Hintergrund ist es interessant, dass gezeigt werden konnte, dass die
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p38MAPK in der TNF induzierten Differenzierung von Osteoclasten eine entscheidende
Rolle spielt [172]. In diesem Experiment zeigten p38MAPK defiziente Tiere eine redu-
zierte Ostoclastenzahl, was auf die fehlende Transduktion der TNF vermittelten Signale
zurückgeführt wurde. Die Experimente in dieser Studie weisen darauf hin, dass über
die Signaltransduktion der TNF, die Defizienz des p38MAPK Signalweges möglicherweise
auch Einfluss auf die Expression des essenziellen CSF1R haben könnte.

Auch Chemokine sind wichtige Modulatoren der angeborenen Immunantwort, durch
die Immunzellen aktiviert und zur gerichteten Zellbewegung angeregt werden. Durch
die Regulation verschiedener Chemokine wie CCL-2 und CCL-5 beeinflusst die MK2
diese Vorgänge und damit den pro-inflammatorischen Status im geschädigten Gewe-
be [139]. Beispielsweise führt eine Inhibierung der MK2 in einem Modell endothelialer
Gewebeschädigung zu einer verminderten Anheftung inflammatorischer Zellen und ei-
ner Beschleunigung des Wundheilungsprozesses, vermutlich durch Herabregulation pro-
inflammatorischer Reize. Neben den bereits bekannten MK2 Abhängigkeiten, die für die
Expression der CCL Chemokine 2, 3 und 5 (siehe Abb. 3.17) sowie der CXCL Chemo-
kine 2 und 10 beschrieben wurden (Abb. 3.20, 3.21) und die in dieser Arbeit auch im
Kontext LPS induzierter APR in der Leber bestätigt werden konnten, wurden in dieser
Studie außerdem eine Reihe neuer MK2 abhängiger Chemokine identifiziert.

Viele der hier diskutierten Mediatoren der APR entfalten ihre biologische Wirkung über
STAT3 oder beeinflussen die STAT3 vermittelte Signaltransduktion, die durch andere
Regulatoren ausgelöst wird. Beispielsweise ist die IL-6 Typ Zytokin vermittelte Signal-
übertragung über gp130 ein wichtiger Faktor für die STAT3 Aktivierung während der
APR. Mäuse, in denen dieser Signalweg durch Mutationen im gp130 unterbunden ist,
zeigen nach einem inflammatorischen Reiz eine reduzierte STAT3 Phosphorylierung und
eingeschränkte APP Synthese [40, 173, 174]. Wie bereits beschrieben beeinflusst IL-1β
vermittelt über p38MAPK und NFκB maßgeblich die Aktivierung von STAT3 im Ver-
lauf der APR und modifiziert darüber die Synthese verschiedener APPs wie α2M und
γ-Fibrinogen [62]. Auch Chemokine können über ihre Rezeptoren STAT3 aktivieren. So
wurde beispielsweise beschrieben, dass die Signale von CXCR-2 teilweise über STAT3
vermittelt werden [175]. Auch die Wirkung von Interferonen in Hepatozyten ist entschei-
dend von STAT3 abhängig [176]. So konnte gezeigt werden, dass das Hepatitis C Virus in
Hepatozyten die Interferon vermittelte Aktivierung von STAT1 und STAT3 verhindert
und so wichtige anti-virale Signale unterdrückt.
Interessanter Weise haben die in dieser Arbeit beschriebenen zahlreichen Abhängigkei-
ten von wichtigen Regulatoren der APR intrahepatisch keinen Einfluss auf die STAT3
Aktivierung (Abb. 3.5). Dies könnte zum Teil auf die höhere Sensitivität MK2 defizien-
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ter Tiere gegenüber Zytokinen der IL-6 Familie zurückgeführt werden. Die verminderte
Expression dieser Zytokine könnte also teilweise durch die fehlende Internalisierung von
gp130 und die basal erhöhte Expression von OSMR kompensiert werden [101] (Abb. 3.3).
Zudem sind auch wichtige Negativregulatoren der STAT3 Aktivierung wie IL-1β [62] und
SOCS3 vermindert exprimiert. In der Summe scheinen sich die unterschiedlichen MK2
Abhängigkeiten für die STAT3 Aktivierung gegenseitig aufzuheben und so eine normale
Signaltransduktion über diesen Transkriptionsfaktor zu ermöglichen.

STAT3 gilt als der Transkriptionsfaktor, der hauptsächlich für die Induktion von AP-
Ps verantwortlich ist. Dabei wird er durch NFκB beeinflusst. Die Beeinflussung kann
zum einen positiv, zum anderen aber auch negativ auf die Expression der unterschiedli-
chen APPs wirken und basiert auf unterschiedlichen Mechanismen wie der Konkurrenz
um überlappende Bindestellen in den Promotoren der APP Gene, Komplexbildung und
Beeinflussung der Aktivierung von STAT3. Dies wird dadurch unterstrichen, dass die
gleichzeitige Hepatozyten-spezifische Defizienz von STAT3 und der NFκB Untereinheit
RelA zu einem Ausbleiben der APP Synthese führt, die Defizienz nur eines dieser Fak-
toren aber nur einen Teil der APPs beeinträchtigt [40,42]. IL-6, IL-1β und TNFα gelten
dabei als die maßgeblichen Induktoren dieser Signalkaskaden. Im hier vorgestellten Sys-
tem ist die LPS induzierte STAT3 Aktivierung in MK2-/- Tieren nicht beeinträchtigt
(Abb. 3.5), obwohl die Expression dieser Mediatoren in der Leber eingeschränkt ist
(Abb. 3.1, 3.6, 3.8).
Überraschender Weise ist auch die Expression der meisten untersuchten APPs nicht diffe-
renziell in MK2-/- Tieren reguliert. Dies ist vor allem vor dem Hintergrund von Interesse,
dass beispielsweise die Expressionsstärke von CD14 (Abb. 3.22), SAA (Abb. 3.24), der
Fibrinogene (Abb. 3.25) und Haptoglobin (Abb. 3.26) zwar nicht vom Genotyp, aber von
der verwendeten LPS Dosis abhängt, obwohl die Expression von TNFα, IL-1β und IL-6
in den niedrig dosiert behandelten Tieren der in MK2-/- Tieren gemessenen Intensität
entspricht (Abb. 3.6, 3.8) und diese wie im Fall von IL-6 sogar teilweise noch übersteigt
(Abb. 3.1). Diese Daten weisen darauf hin, dass nicht die Expression der hauptsächlich
diskutierten Regulatoren IL-6, IL-1β und TNFα alleine über den Ausgang der APP Syn-
these entscheiden, sondern dass die Expression der APPs in der Leber eher das Ergebnis
der Summe einer Vielzahl unterschiedlicher Faktoren ist, über die durch unterschiedliche
Signalkaskaden und Rezeptoren eine Gesamtantwort in der Leber integriert wird. So wä-
re es denkbar, dass ein noch nicht identifizierter Faktor im Kontext der MK2 Defizienz
die Aufgaben von IL-6 als Induktor der APP Synthese übernimmt. Dafür scheinen die
ansonsten diskutierten IL-6 Familien Zytokine LIF und OSM jedoch nicht in Betracht
zu kommen, da auch diese Faktoren in MK2-/- Tieren reduziert exprimiert werden.
Hervorzuheben ist, dass α2M das einzige in dieser Untersuchung analysierte APP Gen
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ist, das im MK2-/- Tieren weniger stark exprimiert wird als in WT Mäusen (Abb. 3.29).
Die Bestimmung der Serum Proteinkonzentrationen von α2M ergab dabei jedoch, dass
trotz der herabregulierten Induktion der α2M Expression in der Leber, die in WT Tieren
gemessenen Konzentrationen im Blut erreicht werden. Hingegen ist die basale α2M Kon-
zentration im Serum MK2 defizienter Tiere höher als in der WT Situation und erreicht
bereits unbehandelt fast die Konzentration, die nach der Behandlung gemessen wird.
Dies könnte auf einen möglichen Rückkopplungsmechanismus hinweisen, der die Kon-
zentration von α2M im Serum kontrolliert und der ein Überschießen dieses APPs während
der APR verhindert. Um sich einem solchen Rückkopplungsmechanismus experimentell
zu nähern, wäre es möglich die α2M Expression in einem Zellkulturexperiment zu indu-
zieren und dabei durch die Zugabe von exogenem α2M die Ausgangskonzentrationen im
Medium zu beeinflussen. Es bleibt abzuwarten, ob durch fortschreitende Forschung ein
solcher Mechanismus für α2M beschrieben werden kann.

Überraschender Weise ist die Expression von Hepcidin in MK2-/- Tieren nach der Injek-
tion von LPS initial sogar stärker als in WT Mäusen, während in MK2/3-/- Tieren keine
signifikante Induktion der Hecpidin Expression gemessen werden kann (Abb. 3.30). Dies
deutet darauf hin, dass der Einfluss der MK2 und der MK3 für dieses APP unterschied-
lich ist. Hepcidin ist ein wichtiger Regulator der Serum Eisenkonzentration, indem er
an Ferroportin (FPN) bindet [177]. FPN ist der einzige bekannte Eisenexporter, der Ei-
sen aus dem Zellinneren in den Extrazellulären Raum befördern kann. Seine Expression
ist auf Hepatozyten, Makrophagen und Enterozyten beschränkt. Nach der Bindung von
Hepcidin wird FPN internalisiert und degradiert [177, 178]. Das noch im Blut verblei-
bende Eisen wird dann zum Beispiel für die Erythropiese von den Zellen aufgenommen.
Durch das Fehlen von FPN und die damit verhinderte Eisenabgabe ins Blut, kommt es
dann zu einer Verringerung der Eisenkonzentration im Serum. Die Transkriptdaten in
den Lebern LPS behandelter Mäuse lassen demnach vermuten, dass die Eisenkonzen-
tration in MK2-/- Mäusen schneller absinkt, als in WT Tieren, während die Regulation
in MK2/3-/- Tieren moderater verlaufen müsste. Tatsächlich entspricht der Verlauf der
Serum Eisenkonzentration in MK2-/- und MK2/3-/- Tieren dieser Vorhersage. Die Ex-
pression von FPN wird neben der Hepcidin vermittelten Degradation auch durch eine
Herabregulation der Neusynthese auf transkriptioneller Ebene beeinflusst. Diese Regu-
lation der FPN Expression ist dabei in allen Genotypen gleichermaßen stark ausgeprägt
(Abb. 3.32), sodass diese Daten darauf hinweisen, dass die Unterschiede in der Serum
Eisenkonzentration tatsächlich auf die differenzielle Regulation von Hepcidin zurückzu-
führen sind.
Für die Regulation der Hepcidin Expression wurden vor allem SMAD und STAT3 ab-
hängige Mechanismen beschrieben. So wird für die basale Regulation ein SMAD ab-
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hängiger Mechanismus über die rezeptorassoziierten SMAD1/5/8 diskutiert [179]. Nach
deren Aktivierung durch TGF/BMP Signalrezeptoren, gehen diese einen Komplex mit
SMAD4 ein, der dann in den Zellkern transloziert und dort die Hepcidin Synthese in-
itiiert. Im Verlauf der APR übernimmt dem derzeitigen Stand der Literatur zur Folge
hauptsächlich die durch IL-6 ausgelöste STAT3 Signalkaskade die Regulation der Hep-
cidin Expression. Dieser STAT3 abhängige Mechanismus konnte in der vorliegenden
Arbeit jedoch als Einflussfaktor für den Befund der differenziellen Hepcidin Regulati-
on in MK2-/- und MK2/3-/- Tieren ausgeschlossen werden (Abb. 3.5). Auch durch die
Expressionslevel der bekannten Hepcidin Regulatoren wie BMP4 , INHBB (Abb. 3.33),
GDF15 und TWSG1 [180, 181] (Abb. 3.35 sowie des SMAD Aktivators TGFβ (Abb.
3.34) können die beobachteten Unterschiede der Regulation von Hepcidin in den MK2-/-

und MK2/3-/- Tieren nicht erklärt werden.
Um den Ursprung der unterschiedlichen Regulation in den verschiedenen Genotypen für
weiterführende Studien zunächst zelltyp-spezifisch zu lokalisieren, wurde ein Zellkultur
basiertes System etabliert, das die Untersuchung der Hepcidin Expression ex vivo er-
laubt. Dafür wurden aus Knochenmark differenzierte Makrophagen (BMDM) für 48h
mit LPS inkubiert und das konditionierte Medium anschließend zellfrei auf primäre
Hepatozyten transferiert. Eine Untersuchung der zentralen Regulatoren der APR IL-6,
IL-1β und TNFα in den konditionierten Medien LPS behandelter BMDMs zeigt eine
deutliche Abhängigkeit der TNFα Expression in MK2-/- BMDMs. Die Expression von
IL-6 ist in diesem System zwar leicht verringert, dieser Effekt ist jedoch im Vergleich zur
in vivo Situation erheblich geringer. Die IL-1β Expression ist unter diesen Bedingungen
nicht von der MK2 abhängig (Abb. 3.36). Werden primäre MK2-/- und WT Hepatozyten
mit Überständen von Makrophagen der jeweils gleichen Genotypen behandelt, wird die
Hepcidin Expression wie in vivo im MK2-/- schneller und stärker induziert als im WT.
Werden WT Hepatozyten mit dem Überstand MK2 defizienter Makrophagen behandelt
und umgekehrt, wird dieser Effekt noch verstärkt. Dies deutet auf einen intrazellulären
Mechanismus hin, der im Hepatozyten MK2 abhängig die Expression von Hepcidin re-
guliert.
Interessanter Weise ist die Regulation des signaltransduzierenden SMAD4 in den Lebern
von MK2-/- und MK2/3-/- Tieren erhöht (Abb. 3.39). Dies könnte mit einer höheren Sen-
sitivität dieses Signalweges einhergehen, wodurch die stärkere Expression von Hepcidin
in MK2-/- Tieren erklärt werden könnte. Um dies zu überprüfen, wurde die Expression
von ID1 gemessen, das wie Hepcidin über den SMAD1/5/8 vermittelten Signalweg re-
guliert wird [179] (Abb. 3.38). Tatsächlich ist die Expression dieses SMAD abhängigen
Gens in MK2-/- Tieren gegenüber WT Mäusen zu späten Zeitpunkten ab 4h erhöht. Die
ebenso verstärkte Expression von ID1 in MK2/3-/- Tieren weist jedoch darauf hin, dass
die für die Hepcidin beobachtet differenzielle Expression in MK2-/- und MK2/3-/- Tieren

90



4 Diskussion

eine andere Ursache haben muss.
Neben den SMAD Aktivatoren ist es auch möglich, die Regulation von Hepcidin über
die Verfügbarkeit von Oberflächenrezeptoren zu regulieren. HFE ist als Co-Rezeptor für
Mitglieder der BMP Familie einer der wichtigsten Faktoren in der Regulation der Se-
rum Eisenkonzentration und ein positiver Regulator von Hepcidin [182]. Ein Defekt in
diesem Gen ist mit Eisenstoffwechselkrankeiten assoziiert die durch eine defiziente Hep-
cidin Regulation hevorgerufen werden [183, 184]. Hingegen ist Matripase-2, die durch
das Gen TMPRSS6 codiert wird, ein Inhibitor der Hepcidin Expression, durch den die
BMP/SMAD Signalkaskade negativ beeinflusst wird [185]. Die Expressionsanalyse die-
ser Regulatoren zeigt allerdings, dass HFE im Kontext der LPS induzierten APR in der
Leber unabhängig vom Genotyp herabreguliert wird und so als möglicher Induktor der
Hepcidin Expression in dieser Situation nicht in Frage kommt. Auch Matripase-2 wird
nicht differenziell in den Genotypen exprimiert.
Somit weisen diese Daten insgesamt darauf hin, dass die Regulation der Hepcidin Ex-
pression im Verlauf der LPS induzierten APR von den Proteinkinasen MK2 und MK3
intrazellulär im Hepatozyten mit gesteuert wird. Der genaue Mechanismus, über den
diese Kinasen dabei ihren Einfluss auf die Hepcidin Expression vermitteln muss dar-
über hinaus in weiterführenden Studien noch untersucht werden. In dieser Untersuchung
konnten den bereits bekannten MK2 abhängigen Zytokinen und Chemokinen eine Reihe
neuer Faktoren hinzugefügt werden, deren Expression im Verlauf der LPS induzierten
APR differenziell reguliert werden. Interessanter Weise ist dabei die STAT3 Phosphory-
lierung in der Leber nicht beeinträchtigt, obwohl die Expression der bislang als zentrale
STAT3 Aktivatoren diskutierten Mitglieder der IL-6 Typ Zytokine IL-6, LIF und OSM,
abhängig von der MK2 reguliert werden. Insgesamt belegen die Ergebnisse dieser Arbeit,
dass die MK2 zwar entscheidend in die Expression einiger der wichtigsten Regulatoren
der APR involviert ist, dieser Einfluss sich jedoch nicht generell auf die Expression von
APPs auswirkt, sondern nur einzelne APPs abhängig von der MK2 sind. Dies deutet
darauf hin, dass für die Schlüsselfunktionen der zentralen Zytokine wie IL-6, IL-1β und
TNFα im Kontext der Defizienz von MK2 und MK3 durch andere Faktoren übernom-
men werden kann. So scheinen für die Regulation der APR nicht einige wenige Faktoren
eine entscheidende Rolle zu spielen, sondern viel mehr die Signale einer großen Anzahl
an Mediatoren im Hepatozyten integriert zur Regulation der APP Synthese zu führen.
Hingegen scheinen die MK2 und MK3 intrazellulär in Hepatozyten unterschiedlich in
die Expression des APP Hepcidin eingebunden zu sein. Auch hier belegen die Daten,
dass der bislang diskutierte zentrale Einfluss von IL-6 auf die LPS induzierte Expres-
sion von Hepcidin im MK2-/- vernachlässigbar ist. Der genaue Mechanismus, über den
die Regulation im MK2-/- und MK2/3-/- stattfindet, muss in weiteren Experimenten
erforscht werden. Das in dieser Arbeit etablierte Zellkultursystem kann dazu beitragen
diese Mechanismen aufzuklären.
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Während der systemischen Akutphase Reaktion kommt es in der Leber und spezifisch
im Hepatozyten zu einer differenziellen Expression verschiedener Serum Proteine, den
sogenannten Akutphase Proteinen. Hauptregulatorenegulation dieser veränderten Syn-
theseleisung sind Zytokine und Chemokine die vor allem von Lebermakrophagen se-
zerniert werden. Für die Zytokin Familien Interleukin (IL)-6, IL-1 und Tumor Nekrose
Faktor (TNF) wird dabei eine Schlüsselrolle diskutiert. Diese regulieren, vermittelt über
die Transkriptionsfaktoren STAT3 und NFκB, die Akutphase Protein Synthese. Die
wichtige Rolle von STAT3 und NFκB wird dadurch unterstrichen, dass die gleichzeitige
Hepatozyten-spezifische Defizienz dieser Faktoren zu einem nahezu vollständigen Fehlen
der APP Synthese führt. Die p38MAPK abhängigen Proteinkinasen MK2 und MK3 sind
wichtige Regulatoren der durch zellulären Stress induzierten Zytokin- und Chemokin-
synthese in Makrophagen, wobei die MK2 größeren Einfluss zu haben scheint. Zahlreiche
Studien belegen, dass die Expression zentraler Entzündungsmediatoren und Regulato-
ren der Akutphase Proteinsynthese wie IL-6, IL-1β, und TNFα MK2 abhängig verläuft.
Ausgehend von diesen Befunden sollte in dieser Arbeit der Einfluss der MK2 auf die
Akutphase Protein Synthese in vivo untersucht werden. Darüber hinaus war ein wichti-
ges Ziel die Identifikation neuer MK2 abhängiger Entzündungsmediatoren in vivo.

Dazu wurden Wildtyp (WT), MK2-/- und MK2/3-/- Mäuse mit LPS behandelt und
anschließend die Expression wichtiger Entzündungsmediatoren und Akutphaseproteine
in der Leber und im Serum analysiert. Dabei konnten die bereits für andere Gewe-
be und Modelle beschriebene MK2 Abhängigkeit einiger Zytokine und Chemokine wie
IL-6, IL-1β, IL-1α, TNFα, IFNβ, IL-10, CCL-2, CCL-3 und CXCL-2 in vivo bestätigt
werden. Darüber hinaus konnten erstmals in vivo MK2 Abhängigkeiten der Expression
von Leukämie Inhibitorischer Faktor (LIF), Oncostatin M (OSM) und dessen Rezep-
tor OSMR, IL-33, Lymphotoxin B (LTB), dem Rezeptor der TNF Familie TNFRSF1A,
IFNγ, CCL-7, CCL-8, CCL-11, CXCL-3, CXCL-10 und CXCL-12 beschrieben werden.
Überraschender Weise haben diese Abhängigkeiten keinen Einfluss auf den Verlauf der
STAT3 Aktivierung und auf die Synthese der meisten untersuchten Akutphase Protei-
ne. Nur α-2-Makroglobulin wird auf transkriptioneller Ebene MK2 abhängig reguliert.
Darüber hinaus wird die Expression von Hepcidin in MK2-/- und MK2/3-/- Tieren diffe-
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renziell reguliert, wobei die Expression in MK2-/- Mäusen verstärkt und in MK2/3-/- Tie-
ren abgeschwächt wird. Überstandstransfermodelle mit kultivierten Hepatozyten legen
hierbei nahe, dass die differentielle Regulation der Hepcidin Expression durch MK2 und
MK3 auf Ebene der intrazellulären Signalübertragung erfolgt und nicht durch MK2 bzw.
MK3 abhängige Veränderungen der interzellulären Kommunikation verursacht wird.

Die vorliegenden Daten belegen somit, dass IL-6 Typ Zytokinen bzw. Zytokinen, die
MK2 abhängig reguliert werden, keine essenzielle Rolle für die LPS induzierte Aktivie-
rung von STAT3 in der Leber zukommt. Auch kommt ihnen in vivo, anders als bisher
angenommen, keine unersetzbare Bedeutung für die Regulation der durch LPS induzier-
ten Synthese von einem Großteil von Akut-Phase Proteinen zu. Hiervon ausgenommen
sind lediglich α-2-Makroglobulin und Hepcidin, wobei letzteres über noch ungeklärte
Mechanismen differentiell durch MK2 und MK3 reguliert wird.
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In the course of a systemic acute phase response, the liver and more specifically the
hepatocyte show differential expression of a certain set of serum proteins, the so cal-
led acute phase proteins. Key regulators of the observed changes of expression of these
proteins are cytokines and chemokines that are mainly synthesized by liver macropha-
ges. Members of the family of IL-6, IL-1 and TNF type cytokines are discussed as the
main regulators of these processes. These cytokines regulate the synthesis of acute phase
proteins, mediated by STAT3 and NFκB. The importance of STAT3 and NFκB is fur-
ther evidenced by experiments showing that simultaneous hepatocyte specific deletion
of these transcription factors lead to an abrogation of acute phase protein synthesis.
The p38MAPK dependent protein kinases MK2 and MK3 are central regulators for stress
induced cytokine and chemokine synthesis in macrophages, where MK2 seems to have
a greater impact. Numerous studies could show a MK2 dependent expression of central
mediators of inflammation and regulators of acute phase protein synthesis such as IL-6,
IL-1β and TNFα. Thus, this study aimed to analyze the influence of MK2 on the synthe-
sis of acute phase proteins in vivo. Additionally, identification of novel MK2 dependent
inflammatory mediators was an objective of this study.

Therefore, WT, MK2-/- and MK2/3-/- mice were treated with LPS with subsequent
analysis of the expression profiles of central inflammatory mediators and acute phase
proteins in the liver and serum of these animals. Dependencies of IL-6, IL-1β, IL-1α,
TNFα, IFNβ, IL-10, CCL-2, CCL-3 and CXCL-2 on MK2, which had been described
previously for other tissues and models, could also be described in this study. In addi-
tion, in vivo dependency of LIF, OSM and its receptor OSMR, IL-33, lymphotoxin B
(LTB), the TNF family receptor TNFRSF1A, IFNγ, CCL-7, CCL-8, CCL-11, CXCL-3,
CXCL-10 and CXCL-12 on MK2 could be shown for the first time. Most surprisingly,
these dependencies did not translate into a differential activation of STAT3 or the syn-
thesis of most analyzed acute phase proteins. The only exception was α-2 macroglobulin
(α2M) that was transcriptionally dependent on MK2. Additionally, expression of hep-
cidin was differentially regulated in MK2-/- and MK2/3-/- animals, in which expression
is enhanced in MK2-/- mice whereas it is suppressed in MK2/3-/- animals. Supernatant
transfer experiments with cultured hepatocytes indicate, that this differential regulati-
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on of hepcidin expression by MK2 and MK3 is based on changes in intracellular signal
transduction pathways rather than a differential intercellular communication.

Hence, these data show that IL-6 type cytokines and MK2 dependent cytokines do not
play an essential role in the LPS induced STAT3 activation in the liver. Additionally,
these cytokines do not exhibit an indispensable role in regulating the LPS induced syn-
thesis of most acute phase proteins, except for α-2-macroglobulin and hepcidin. However,
the mechanism by which the latter of both is differentially regulated by MK2 and MK3
is not yet clarified.
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