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Zusammenfassung

Aufgabe dieser Arbeit war zu klaren, ob LPS in Fibroblasten auch zu einer Aktivierung von
STATS3 fiihrt, wie es fiir Makrophagen beschrieben ist. Dariiberhinaus sollte analysiert werden,
ob diese STAT3 Aktivierung ggf. iiber vergleichbare Mechanismen wie fiir Makrophagen
erfolgt. Die Befunde belegen, dass LPS auch in Fibroblasten eine verzogerte STAT3
Aktivierung induziert, die ebenfalls MK2 abhéngig ist und durch eine zusitzliche Deletion
von MK3 wieder hergestellt werden kann. Im Gegensatz zu Makrophagen erfolgt dies jedoch
nicht liber eine MK2 abhéngige Induktion/Expression von IFN-B und nachfolgend IL-10.
Vielmehr ist es sogar so, dass in Fibroblasten anders als in Makrophagen die Expression von
IFN-B MK2 unabhéngig erfolgt und es zu keiner signifikanten IL-10 Produktion unter
Stimulation mit LPS kommt. Auch sind Fibroblasten nicht responsiv gegeniiber IL-10, so dass
davon ausgegangen werden muss, dass die MK2 abhdngige Aktivierung von STAT3 in
Fibroblasten durch andere MK2 regulierte Faktoren erfolgt. Welche MK2 abhédngigen
Faktoren hierfiir verantwortlich sein konnten, ist unklar und muss in weiterfilhrenden
Arbeiten untersucht werden. So ist z.B. ein relevanter Teil der IL-6-Typ-Zytokine MK2
abhéngig reguliert wie IL-6, OSM[1] und LIF (noch unverdffentlichte Beobachtungen der AG
Bode, dieses Zitat erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. Johannes G.
Bode). Als weiteres MK2 abhingiges STAT3 aktivierendes Zytokin ist IL-12 zu nennen.
Zusammenfassend geht die Identifizierung des Faktors, der in Fibroblasten MK2 abhingig die
LPS induzierte Aktivierung von STAT3 vermittelt, jedoch iiber die Zielsetzung dieser Arbeit
hinaus und muss Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Zielsetzend fiir die siRNA
Experimente war zum einen der knockdown und zum anderen die Feststellung, dass sich
sowohl die groBere als auch die kleinere Bande von derselben RNA ableiten. Es konnten
sowohl fiir MK2 als auch fiir MK3 erfolgreich siRNA etabliert werden, die spezifisch zu
einem knockdown fihren, wobei es unabhingig ist, in welchem Transkript-Teil die MK2-
siRNA bindet. Beide Isoformen werden gleich unterdriickt, so dass beide Isoformen durch das
gleiche Konstrukt kodiert werden. Entsprechend lassen die Ergebnisse der Untersuchungen
annehmen, dass beide Isoformen vom selben Transkript abstammen. Jedoch legen die
Untersuchungen mit einem Expressionsvektor, der fiir das gesamte MK2 Transkript inkl.
regulatorischer und kodierender Sequenzen mit transfizierter FLAG-Markierung kodiert nahe,
dass die Expression des Transkriptes alleine nicht ausreicht, um auch die grofle Isoform zu
exprimieren. Die Entstehung des groBen Signals konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
gekliart werden. Offen bleibt, wie die zweite groBere Isoform entsteht. Denkbar wiren hier

sekundire Modifikationen wie posttranslationale Ereignisse.



Summary

The aim of this study was to investigate whether LPS in fibroblasts also results in an
activation of STAT3, as has been observed in macrophages. Furthermore, possible STAT3
activation via comparable mechanisms as for macrophages was analysed. Results show that
LPS induces a delayed STAT3 activation also in fibroblasts which is MK2-dependent and can
be reproduced by means of an additional MK3 deletion. Unlike in macrophages, this does not
occur via MK2-dependent induction/expression of IFN-B and subsequently of IL-10.
Different to macrophages, the expression of IFN-B MK2 in fibroblasts occurs independently
without significant IL-10 production under LPS stimulation. Moreover, fibroblasts do not
respond to IL-10 so that the MK2- dependent activation of STAT3 in fibroblasts is most likely
induced by other factors regulated by MK2. The question, which MK2-dependent factors
could be responsible, remains unclear and needs to be investigated in further studies. A
relevant part of IL-6-type cytokines is regulated MK2-dependently such as IL-6, OSM[1] and
LIF (unpublished observations by AG Bode, provided with the kind permission of Prof. Dr.
med. Johannes G. Bode). IL-12 is a further MK2-dependent, STAT3 activating cytokine.

In summary, the identification of the factor, which MK2-dependently mediates LPS-induced
activation of STAT3 in fibroblasts, was not within the scope of this study and further studies
are required. The knockdown as well as the observation that both the larger and smaller band
derived from the same RNA constituted the goal of the siRNA experiments. siRNA was
successfully established for MK2 as well as for MK3, which specifically result in a
knockdown, with MK2-siRNA binding independently in the transcribed part. Both isoforms
are equally suppressed so that both are encoded by the same construct. Accordingly, results
imply that both isoforms derive from the same transcript.

However, analyses with an expression vector which encodes for the entire MK2 transcript
including regulatory and coding sequences with transfecting FLAG-markings suggest that the
expression of the transcript does not suffice to additionally express the large isoform. Yet,
further unknown steps are necessary to establish the large signal which could not be
determined in the framework of this study and which need to be assessed in future work. It
remains to be clarified how the second larger isoform develops. In this context, secondary

modifications such as post-translational events could play a role.
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1. Einleitung

1.1 Aligemeine Einfiihrung und Ausgangssituation

Die Initiation der auch als Akute Phase Reaktion bezeichneten Entziindungsreaktion ist
wichtiger Bestandteil der angeborenen wie auch der adaptiven Immunitéit[2]. In diesem
Kontext ist sie auch fiir die Aktivierung und Regulation von Reparaturmechanismen essentiell,
kann zugleich aber auch wesentliche Ursache der durch ein Pathogen oder eine Noxe
ausgelosten Gewebsschddigung sein[2, 3]. Um letzteres nach Moglichkeit zu verhindern oder
so gering wie moglich zu halten, ist eine enge Kontrolle des Entziindungsgeschehens
erforderlich. Eine Storung der hierfiir verantwortlichen Kontrollmechanismen fiihrt entweder
zu einer iiberschieBenden Entziindungsreaktion oder zu einer unzureichenden Aktivierung
derselben. Wihrend ersteres zu einer vermehrten Schidigung von Organismus und Gewebe
fiihren wiirde und damit einen fatalen Verlauf bedingen kann, wiirde letzteres eine
unzureichende Aktivierung von Reparaturmechanismen zur Folge haben sowie mitunter eine
insuffiziente Aktivierung von angeborener und adaptiver Immunitidt[4, 5]. Ein fiir die
Untersuchung der molekularen Regulation von Entziindungsreaktion oft verwendetes
experimentelles Modellsystem ist die durch Lipopolysaccharide (LPS) induzierte
Entziindungsreaktion. LPS ist ein Bestandteil der Bakterienwand gramnegativer Bakterien
und fiihrend fiir die Induktion der Entziindungsreaktion verantwortlich, die im Rahmen einer
Infektion mit gramnegativen Bakterien beobachtet werden kann.

Nach gegenwirtigem Kenntnisstand ist im LPS-induzierten Entziindungsmodell die LPS-
induzierte, IL-10 vermittelte Aktivierung des Transkriptionsfaktors ,,signal transducer and
activator of transcription(STAT)3“ essentiell fir die Hemmung der Freisetzung
inflammatorischer Mediatoren aus Makrophagen und damit Voraussetzung fiir eine
Deeskalation der Entziindungsreaktion[2, 6]. In Makrophagen erfolgt die Aktivierung von
STAT3 indirekt iiber eine Typ I Interferon Rezeptor-abhéngige Produktion von IL-10[7].
Ergebnisse der Arbeitsgruppe konnten belegen, dass in Makrophagen MK2 fiir die LPS-
induzierte Produktion von IFN-B3 und die nachfolgende IL-10 vermittelte STAT3 Aktivierung
wichtig ist[8]. Die Bedeutung von MK2 beruht in diesem Zusammenhang wesentlich auf ihrer
Fahigkeit, negativ-regulatorische Effekte von MK3 auf die Induktion der Genexpression von
IFN-B zu unterdriicken[8] sowie auf ihrer Relevanz fiir die Stabilisierung des IL-10

Transkriptes.



Die vorliegende Arbeit ist in einen ersten experimentellen Teil und einen zweiten methodisch
ausgerichteten Teil gegliedert. Im ersten Teil der Arbeit sollte vor dem oben ausgefiihrten
Hintergrund tiberpriift werden, ob es in anderen Zellpopulationen, die auch in die Regulation
von Entziindungsgeschehen involviert sind, nach Exposition gegeniiber LPS ebenfalls zu
einer Aktivierung von STAT3 kommt. Ferner war zu kléren, ob hierfiir auch die am Modell
der Makrophagen ausgearbeiteten MK2-abhidngigen regulatorischen Mechanismen relevant
sind.

Eine Zellpopulation, die nach gegenwértigem Kenntnisstand auch in vivo an der Regulation
und hierbei insbesondere der Eskalation einer Entziindungsreaktion beteiligt ist, sind
Fibroblasten. Sie sind Bestandteil des mesenchymalen Gewebes und vergleichsweise einfach
bereits aus embryonalem Gewebe isolierbar und kultivierbar. Dariiber hinaus sind sie einer
experimentellen / gentechnischen Manipulation gut zugédnglich und wurden daher in vielen
Arbeiten als bevorzugtes Modellsystem fiir die Abkldrung der intra-zelluldren
Signalverarbeitung im Rahmen von Entziindungsreaktion verwendet. Vor diesem Hintergrund
sollte im Rahmen der Arbeit geklart werden, ob es wie in Makrophagen auch in Fibroblasten
zu einer Aktivierung von STAT3 nach Exposition gegeniiber LPS kommt und ob hierfiir die
gleichen regulatorischen Mechanismen wie in Makrophagen verantwortlich sind.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte gekldrt werden, ob die beschriebene MK2 mRNA in
murinen Zellpopulationen auch fiir die Kodierung der beiden unterschiedlich grofen
Isoformen des MK2-Proteins verantwortlich ist. Hierfiir wurden siRNAs generiert und
getestet, die gegen verschiedene Bereiche des gesamten MK2 Transkriptes inklusive der nicht
translatierten Bereiche gerichtet sind. Dariiber hinaus wurden auch gegen die kodierende
Sequenz der MK3 gerichtete siRNAs generiert und validiert. Dabei sollte gepriift werden, ob
ein siRNA-vermittelter knockdown der mRNA einen Einfluss auf die Protein-Expression von
MK2 und MK3 hat und ob eine iiber unterschiedliche Zielsequenzen vermittelte Degradation
der MK2 mRNA das Expressionsverhiltnis der beiden MK2-Protein-Isoformen zueinander
verdndert. Desweiteren sollte die Expression eines co-transfizierten Plasmides, welches die
vollstindige mRNA-Sequenz der murinen MK2 inklusive der 5" und 3" regulatorischen
Sequenzen enthdlt und im Rahmen dieser Arbeit hergestellt worden ist, getestet werden. Hier
galt es zu kldren, ob die Transfektion des kompletten Transkriptes (und nicht nur der
kodierenden Sequenz) in Fibroblasten zur Expression beider Isoformen fiihrt.
Zusammenfassend war die Zielsetzung dieser Untersuchungen zum einen zu klaren, ob der
Aktivierung von MK2 und MK3 in Fibroblasten fiir die LPS-induzierte Aktivierung von

STAT3 eine vergleichbare Bedeutung zukommt, wie sie fiir Makrophagen beschrieben ist.



Zum anderen sollte mit Hilfe von gegen verschiedene Bereiche des MK2 Transkriptes
gerichteten siRNAs sowie durch Transfektion eines Plasmides, welches fiir die vollstindige
MK2 mRNA kodiert, geklart werden, ob die zwei verschieden gro3en Isoformen der MK2
durch das gleiche Transkript kodiert werden.

1.2 Entziindungsprozesse und ihre Regulation

Entziindungsprozesse spielen im Organismus eine wichtige Rolle. Gelangt ein Pathogen in
den Korper, werden Zellen des angeborenen Immunsystems aktiviert und leiten ein streng
kontrolliertes Entziindungsgeschehen ein[9]. In der Folge werden {iber zum Teil evolutionér
hochkonservierte Abwehrmechanismen, die auch unter dem Begriff angeborene Immunitit
zusammengefasst werden, Krankheitserreger erkannt und die Eliminierung derselben iiber die
adaptive Immunitét in die Wege geleitet[2]. Die Steuerung von Entziindungsprozessen ist in
vielen Bereichen z.B. in der Bedeutung der verschiedenen Zelltypen innerhalb eines Organs
fiir die Immunantwort auf Pathogene noch unzureichend verstanden.

Die Aktivierung von Entziindungsprozessen durch pro-inflammatorische Mediatoren im
Rahmen der Entziindungsantwort ist fiir die suffiziente Elimination von Pathogenen essentiell,
fithrt zugleich jedoch auch zu einer verstirkten Schidigung von Gewebe[2, 3]. Um eine
iiberschieBende Entziindungsantwort zu verhindern, werden regulatorische
Riickkopplungsmechanismen aktiviert, die auch als negative feedback loops (negative
Riickkopplung) bezeichnet werden[2, 10]. Diese Mechanismen deeskalieren das
Entziindungsgeschehen[2, 11-13] und schiitzen auf Organismusebene vor systemic
inflammatory response syndrome (SIRS)[14] mit Multiorganversagen durch sterile

Entziindung.

1.2.1 Lipopolysaccharide — wichtige Mediatoren der Entziindungsreaktion im Rahmen

einer Infektion mit gramnegativen Bakterien

Die auch als Endotoxine bezeichneten Lipopolysaccharide (LPS) entstammen aus der dulleren
Membran gramnegativer Bakterien und werden durch Zerfall freigesetzt[2]. LPS spielt bei der
Induktion von durch gram-negative Bakterien (mit-)verursachte Entziindungsreaktionen eine
wichtige Rolle[15]. Strukturchemisch handelt es sich um Verbindungen, die einen Fett (Lipo-)

und einen Mehrfachzucker (Polysaccharid-) Anteil besitzen[16]. Im Rahmen der
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Entziindungsreaktion bilden responsive Wirtszellen nach Kontakt mit LPS Botenstoffe wie
beispielsweise pro-inflammatorisches TNF-a[2].

Mit der Entdeckung der toll-Gene als wichtige Komponenten zur Erkennung mikrobieller
Bestandteile bei Drosophila melanogaster und der entsprechenden Homologen Gene in
Vertebraten wurde festgestellt, dass toll like receptor (TLR)4 die inflammatorische Antwort
auf LPS in Mdusen vermittelt. Dieser grundlegende Zusammenhang erweiterte das Wissen
iiber die Pathogen-mediierte intrazelluldre Signalkaskade malBigeblich und ist Meilenstein im
Verstindnis iiber die Mechanismen der angeborenen Immunitét[2, 4, 17, 18]. TLR4 ist ein
Transmembran-Rezeptorprotein, das aus einer zytosolischen Region -genannt TIR domain -
sowie einer groflen Leucin-reichen extrazelluldren Region besteht[4, 15, 18]. MD2 (myeloid
differentiation factor-2) assoziiert mit der extrazelluliren Doméne von TLR4 und ist fiir die
Detektion von LPS sowie die Liganden-induzierte Rezeptoranordnung notwendig[2]. Die
downstream Signalweiterleitung iiber den TLR4-Rezeptorkomplex als Antwort auf LPS wird
groBtenteils durch den Einfluss von Adapterproteinen wie MyD88, MAL, TRIF und TRAM
ermOglicht. LPS stimuliert auch die TNF-a Produktion[2, 4, 18], wobei der Aktivierung der
p38-MAPK sowie der durch diese aktivierten Effektorkinasen MK2 und MK3 eine wichtige
Bedeutung zukommt[19, 20]. LPS induziert auch die Produktion von IFN-B, welches in
Makrophagen fiir die Induktion der Produktion von IL10 sowie fiir die Aktivierung von
STAT3 essentiell ist und einer weiteren Eskalation des Entziindungsgeschehens
entgegenwirkt[2, 12].

LPS aktiviert als pathogen associated molecular pattern (PAMP) den TLR4-
Rezeptorkomplex, der als pathogen recognition receptor (PRR) der Pathogen-Erkennung
dient[2, 4, 9, 18]. Es gibt Membran-gebundene und zytosolische Rezeptorstrukturen, die
durch ihre Féhigkeit, extrazelluldre und intrazelluldire Pathogene oder auch durch
Gewebeschiadigung assoziierte molekulare Strukturen zu erkennen, angeborene Immunitét
initiieren[2, 4, 9, 18]. In Makrophagen beispielsweise aktiviert LPS Makrophagen-typische
Effektorfunktionen wie die Produktion von Zytokinen und Chemokinen. Aber auch andere an
der Entziindungsreaktion beteiligte Zellpopulationen wie Fibroblasten erkennen LPS als
PAMP iiber die Aktivierung des LPS/TLR4-Rezeptorkomplexes als PRR. Die weitergehende
Charakterisierung der LPS-Signalgebung speziell in Fibroblasten und vergleichend dazu in

Makrophagen soll in dieser Arbeit weiter untersucht werden.



1.2.2 Toll Like Rezeptoren — zentrale Sensoren fiir von Pathogenen abstammende

molekulare Signaturen

LPS und TLR4 bilden eine evolutionér konservierte Einheit zur Weiterleitung extrazelluldrer
Stimuli in das Zellinnere, die durch von Pathogenen abstammende Molekiile wie LPS
aktiviert wird[15]. Bruce Beutler erhielt 2011 mit der Entdeckung des LPS-aktivierten TLR4
im Rahmen der angeborenen Immunantwort den Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin[5].
Diese Entdeckung ist ein Meilenstein im Verstdndnis des septischen Schocks, der unverdndert
eine wesentliche Ursache fiir Morbiditdt und Mortalitdt darstellt[21]. TLR sind wichtige
Pathogen erkennende Rezeptoren des angeborenen Immunsystems[2, 4, 9, 17]. Die TLR sind
als Membran-stindige Rezeptorfamilie eine Rezeptor-Untergruppe der PRR, deren Fihigkeit
Pathogene zu erkennen darunter subsummiert wird. Diese Rezeptorfamilie ist zentrales
Element der angeborenen Immunitit und erkennt natiirlich vorkommende von Pathogenen
abstammende molekulare Signaturen (PAMP)[2, 9]. TLRs erkennen dabei Bestandteile von
Viren, Bakterien und Pilzen, die eine Kaskade von inter- und intrazelluldren Signalereignissen
in Gang setzen, die zum einen direkt gegen das jeweilige Pathogen gerichtete
Effektormechanismen aktivieren, zum anderen essentiell fiir die Aktivierung und Prigung
einer adaptiven Pathogen-spezifischen Immunantwort des Wirtes sind[22]. Die gemeinsamen
Strukturmerkmale aller 7oll-like-Rezeptoren sind die N-terminalen LRR (leucine-rich-repeats)
Sequenzen und die TIR-Domain (7oll/IL-1R homology domain)[23].

Dabei besetzen PAMP fiir sie spezifische TLR und l6sen eine bereits gerichtete
Entziindungsreaktion, d.h. eine durch das Muster der aktivierten Rezeptorstrukturen schon
Erreger-spezifische initiale Reaktion gegen eintretende Mikroorganismen aus[2, 24]. In der
Folge werden sowohl Signalmolekiile als auch weitere Zellen des Immunsystems aktiviert
oder in ihrer Expression gesteigert, die eine essentielle Rolle in der Ausbildung eines
erworbenen Immunsystems spielen[2, 25]. So wird unter anderem die p38/MK2/3-

Signalkaskade aktiviert[2, 26-28].



1.2.3 Relevanz von p38/MK2/3 fiir die Regulation der Entziindungsantwort

Inflammatorische Stimuli wie LPS aktivieren iiber den TLR4/CD14/MD2-Rezeptorkomplex
ein weitverzweigtes intrazelluldres Signal-Netzwerk[2]. Dieser Rezeptorkomplex aktiviert u.a.
MAPK-Signalwege, die neben Entwicklungs-, Differenzierungs-, Alterungs- und
Proliferationsprozessen in eukaryotischen Zellen auch in die Kontrolle der Genexpression im
Rahmen von Entziindungsreaktionen involviert sind[2, 29]. Das aktivierte p3 gMAPK -Signal ist
dabei Ausdruck einer Stressantwort wie unter anderem Hitzeschock, UV-Strahlung oder LPS
[30], welche mit der Induktion der Expression zahlreicher pro-inflammatorischer Zytokine
wie IL-1p oder TNF-a[31] einhergeht. Die p38MA™® aktiviert u.a. die ihr untergeordneten
Proteinkinasen MK2 und MK3[2, 19, 28, 32]. In Makrophagen fiihrt die LPS induzierte

Aktivierung der p38MAT

sowohl zur Initiierung der inflammatorischen Zytokinantwort als
auch zur Beendung des Entziindungsgeschehens (Resolutionsphase)[2, 19, 28, 32].

Der hier beschriebene TLR4 abhingige p38 Signalweg weist in Abhéngigkeit vom Zelltyp im
Rahmen des inflammatorischen Geschehens einen ausgepréagten intrazelluldren cross-talk zu
anderen Signalwegen beispielsweise NFxB, IRF3, STAT3 oder JNK und ERK sowie SAPK
und BMKlauf[2, 33-39]. Diese verschiedenen Signaltransduktionsmechanismen steuern im
staindigen Zusammenspiel die Genexpression von inflammatorischen Proteinen, welche auf
Transkriptionsebene, mRNA Stabilitdt, Translation, post-translationale Modifikation und
Protein Stabilitét reguliert sind[2, 19, 28, 32].

MK2 und MK3 sind funktionell und strukturell einander verwandt, wobei sie sowohl
synergistische als auch antagonistische Effekte in der Entziindungsreaktion haben[32]. Die
Aktivierung des p38 Signalweges fiihrt neben der Phosphorylierung von downstream Kinasen
(MK2 und MK3[19]) aber auch zur Aktivierung weiterer Transkriptionsfaktoren wie z.B.
ATF2, der Entziindungsprozesse, Zellteilung, Apoptose und Karzinogenese reguliert[19, 32,
40-43].

Zur Rolle der MKs: MKs regulieren die Genexpression u.a. in Makrophagen durch
transkriptionelle[2, 8] und posttranskriptionelle Modifikation[2, 20, 32]. Sie kontrollieren die
Zytoarchitektur[20], nehmen Einfluss auf den Zellzyklus und sind in Entziindungsprozesse
sowie der Tumorentstehung involviert[19]. MK2 ist fiir die LPS-induzierte Hochregulierung
der Zytokin-mRNA-Stabilitdt[2, 32, 44], translationale Prozesse und der Zytokinbiosynthese
bedeutsam[27, 32]. MK2 defiziente Tiere sind zwar fiir bakterielle Infektionen suszeptibler

aber gegeniiber Endotoxin-induziertem SIRS resistenter[19, 45]. In einigen Arbeiten konnte



bereits belegt werden, dass MK2 und MK3 mit einer vergleichbaren Kinetik parallel aktiviert
werden[8, 44] und kontextspezifisch dhnliche Funktionen haben, wobei das Aktivititslevel
der MK2 in der Regel signifikant hoher als das der MK3 ist[28]. Hierbei war fraglich, ob
MK3 signifikante moglicherweise neue Effekte in einer MK2 freien Umgebung zeigt[20].
Beim Doppel-knockout sind entgegen der Erwartung die Méuse lebensfihig und zeigen keine

zusatzlichen Defekte im Vergleich zum MK2-K.O.[28].

1.2.4 Relevanz von STAT3-abhiingiger Signaliibertragung fiir die Akutphase- und

die Endotoxin-induzierte Entziindungsreaktion

STATS3 ist ein Transkriptionsfaktor, der durch das STAT3 Gen kodiert wird, und vermittelt
die Effekte von Stimuli oder wird indirekt durch diese aktiviert, wodurch die Genexpression
wihrend Entziindungsprozessen ansteigt[46]. Diese Arbeit charakterisiert die Regulation von
STAT3 im Entziindungsgeschehen. Der bei der Akutphasereaktion und Endotoxin-induzierten
Entzlindungsreaktion intrazelluldre Signaltransduktionsmechanismus ist u.a. IL-6 abhingig
und an die Anwesenheit von STAT3 und auch NFkB gebunden[47-49]. Uber Importin a/b[50]
werden aktivierte STAT-Dimere in den Zellkern transportiert. Die durch nukledre
Phosphatasen inaktivierten STAT-Proteine werden z.B. iiber Exportin crm1/RanGTP wieder
aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert[51]. Daneben gibt es zur Regulation
endogene Inhibitoren, die STATs selbst hemmen (z.B. durch protein inhibitor of activated
STAT, PIAS Proteine) oder die Aktivierung von STATs hemmen (z.B. durch suppressor of
cytokine signaling, SOCS- Proteine)[2, 52]. Arbeiten konnten belegen, dass beispielsweise
STAT3-defiziente Makrophagen und andere Immunzellen exzessiv Zytokine auf LPS
exprimieren, wodurch es zu einer liberschieenden Entziindungsreaktion kommt[2]. STAT3
vermittelt u.a. in der Entziindungsreaktion die protektiven und anti-inflammatorischen Effekte
von IL-10[6]. IL-10 ist hierbei fiir die verzogert anhaltende STAT3 Aktivierung in
Makrophagen verantwortlich, welche im Gegensatz zur STAT3 Aktivierung durch andere
Zytokine wie IL-6, welches nur transient pro-inflammatorisch wirkt, oder IFN-f nicht durch
endogene Inhibitoren der STAT3 vermittelten Zytokin-Signalwege wie SOCS gehemmt
werden kann[2, 53].



1.2.4.1 Der JAK-STAT-Signalweg in der STAT3-abhingigen Signaliibertragung

In Hepatozyten spielt u.a. der IL-6-Rezeptorkomplex eine wichtige Rolle bei der
inflammatorischen Antwort auf externe Stimuli[49]. Hierbei ist der JAK-STAT-Signalweg
involviert: Der Ligand IL-6 bildet den Rezeptorkomplex, wobei die sterische Néhe der JAKs
eine Autophosphorylierung bewirkt, welche zur Dimerisierung von phosphorylierten STAT3
Molekiilen fiihrt. Die STAT-Dimere erkennen im Zellkern spezifische Promotorsequenzen
iiber DNA-Bindungsdominen (DBD), wodurch die Transkriptionsrate stark ansteigt[48].

Die Zytokinrezeptoren, welche via STAT signalisieren, weisen in diesem Zusammenhang
verschiedene fiir sie typische Liganden auf. So sind neben Zytokinen wie beispielsweise
Interferone und Interleukine auch Hormone wie Erythropoetin (Epo) und Wachstumshormone
(growth hormon, GH) Zielstrukturen fiir Tyrosinkinase-Rezeptoren[46, 54]. Es gibt allerdings
auch Hinweise, die von einer Hemmung der STAT abhéngigen Transkription ausgehen [55,

56].

1.2.4.2 Relevanz von STAT3 fiir die Signaliibertragung von IL-10

Basierend auf den oben erlduterten Transduktionsmechanismen der STAT3 abhingigen
Signaliibertragung auf externe Stimuli induziert LPS Faktoren, die STAT3 aktivieren. STAT3
ist hierbei wichtig flir die Resolutionsphase der inflammatorischen Reaktion, also der
Beendung der inflammatorischen Zytokinproduktion[2, 6, 57]. IL-10 spielt grundsétzlich eine
wichtige Rolle bei der Regulation des Immunsystems und wurde friiher als Cytokine-synthesis
inhibitory factor (CSIF) bezeichnet[58], dessen Hauptproduzenten leukozytire und
lymphozytdre Zellen, Monozyten, TH2-Lymphozyten und aktivierte Makrophagen sind. Als
wichtiger Negativregulator der inflammatorischen Antwort ist IL-10 ein Schliisselmediator
der Gegenregulation von Entziindungsprozessen[57, 59, 60]. IL-10 vermittelt seine Effekte
fiihrend tiber den JAK/STAT-Signalweg (vgl.1.2.4.1)[2, 57, 60, 61].

Mechanistisch aktiviert IL-10 autokrin den IL-10 Rezeptor an der Zelloberfliche von
Makrophagen, wodurch in der Folge eine verzogert anhaltende STAT3 Aktivierung eintritt,
welche wiederum die proinflammatorische Genexpression von beispielsweise TNF-a, 1L-1,
IL-6, IL-12 und IFN-y hemmt[2, 57, 60]. Andererseits vermittelt IL-10 verstirkt die

Degradation der Transkripte von proinflammatorischen Zytokinen, was zur Verminderung



deren Translation fiihrt[2]. Eine verminderte oder gar fehlende IL-10-Aktivitit wiirde
dementsprechend zu einer verstirkten bzw. iiberschieBenden Entziindungsreaktion fiihren[59,
60, 62].

Auf der Grundlage von knockout-Tiermodellen konnte in Makrophagen belegt werden, dass
LPS iiber die Induktion der Expression von IL-10 zu einer Aktivierung von STAT3 fiihrt,
welches die Effekte von IL-10 vermittelt[2, 7, 8, 57]. Zudem regulieren STAT3 Proteine aber
auch das Zellwachstum beispielsweise durch Antiapoptose p21/Kaspasen hoch, so dass
STAT3 Molekiile durch die Beeinflussung von Cyclinen und Proteinen der Bcl-2 Familie

Tumor aktivierende Prozesse beeinflussen[46, 55].

1.2.5 Einteilung der Typ I und Typ II Interferone mit Relevanz fiir die TLR4-abhiingige

Zytokinexpression im Kontext der Resolutionsphase des Entziindungsgeschehens

Typ I Interferone (IFNo/B) sind v.a. als antivirale Faktoren wichtig[63, 64] und sind
dariiberhinaus auch fiir andere Prozesse wie die Induktion der IL-10 Produktion durch LPS
relevant[8]. Interferone sind Glykoproteine, die antivirale, antitumordse und
immunmodulierende Funktionen im zelluldren Apparat auf Stress-Reize hin vermitteln[63-65].
Als Gewebshormone, die von Fibroblasten, T-Lymphozyten und Monozyten sezerniert und in
Typ 1 (IFN-a und IFN-B) sowie Typ II Interferone unterteilt werden, wobei letzteres nur
Interferon-y ist[66, 67], sind zwischenzeitlich Typ III Interferone im Rahmen von
Mycobacterium tuberculosis Infektionen entdeckt worden[68], von denen insgesamt 3
humane Subtypen IFN-A1, -A2 und-A3 klassifiziert werden. Typ I Interferone inkludieren 17
Subtypen, von denen 13 Subtypen IFN a neben IFN-B, IFN-¢, [FN-k und IFN-® beschrieben
werden[64]. Typ 1 Interferone signalisieren tiiber den aus IFNAR1 und IFNAR2
zusammengesetzten (IFNAR)1[65], Typ II Interferone signalisieren iiber die
zusammengesetzte Rezeptorkomplex Untereinheit IFN-yR1 und IFN-yR2.

Fiir Makrophagen-Zellpopulationen 16st der LPS gebundene TLR4-Rezeptorkomplex
(PAMP-sensing) eine intrazelluldre Signalkaskade aus, die durch eine verdnderte
Genexpression die Produktion inflammatorischer Zytokine wie IFN-f, IL-1f, IL-6, IL-12 und
TNFa steigert[2]. Im Rahmen dessen setzen Makrophagen u.a. IFN-B frei, welches als Typ I
Interferon den an der Zelloberfliche befindlichen Interferon-o-Rezeptor(IFNAR)I bindet,
wodurch autokrine/parakrine Riickkopplungsschleifen u.a. auch JAK/STAT-Signalwege
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aktiviert werden[2, 8]. Hierbei sind auch die Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7
beteiligt[ 69, 70].

IFN-B wird u.a. von Fibroblasten und anderen Zellpopulationen wie Makrophagen[2, 7, 8],
Zellen der glatten GefidBmuskulatur[71], dendritischen Zellen[72] oder humane periphere
mononukledre Leukozyten exprimiert[73]. IFN-f wird von Virus-infizierten Fibroblasten
exprimiert[74]. Aber auch bakterielle Bestandteile wie das Endotoxin LPS induzieren in
Fibroblasten die IFN-B Expression[75-78].

IFN-fB bindet an den gleichen Interferon-Rezeptor wie IFN-a[79]. Dabei handelt es sich um
den IFNAR1 Rezeptor (Interferon-a/B-Rezeptor 1), der nach Aktivierung durch IFN-B und
IL-10 u.a. das STAT3 Signal vermittelt [2]. y-Interferon ist das einzige Mitglied der Typ-II-
Interferone. Es wird v.a. von T-Lymphozyten (CD4 THI-Zellen) nach Kontakt mit
phagozytierenden und Antigen-prisentierenden Makrophagen gebildet[64]. Es hat vorrangig
immunmodulierende Funktionen wirkt aber auch antiviral, antineoplastisch und aktiviert

Makrophagen, welche Stickoxide und reaktive Oxygen-Spezies freisetzen[64, 80].

LPS aktiviert iiber TLR4/CD14/MD2 u.a. die p38M*"™ (s.0.), welche als klassische
downstream-targets MK2 und MK3 aktiviert[19, 20, 32, 45, 81]. Unter dem Einfluss der
MK3 in MK2-freier Umgebung hélt IkB-§ beispielsweise den Faktor p65 durch verzogerte
Degradation ldnger im Zytosol, wodurch die NF«xB/p65 vermittelte Signalgebung gestérkt
wird[8]. Im Rahmen der Entziindungsreaktion auf externe Stimuli ist die IRF3 und p65/p50
Aktivierung fiir die IFN- Expression (vgl. 1.2.6) als wichtiger Schritt in der Regulation des
STAT3 Molekiils mitverantwortlich. Ergédnzend zudem ist IFN-f aktiviertes STAT3 wichtig
fiir die nachhaltige Expression von IL-10. Desweiteren unterliegt IL-10 einer MK2-

abhingigen Transkriptstabilitét[2, §].

1.2.6 Rolle von IRF3 fiir die Regulation der Interferon-p Expression

In Makrophagen fiihrt der LPS induzierte TLR4/MD2 Rezeptorkomplex im Rahmen der
inflammatorischen Antwort neben der Aktivierung von IKK/IkBo/NF«kB und der p38 MAPK
auch zur Aktivierung des IRF3 Signals, dessen FEinfluss in der Kontrolle der
inflammatorischen IFN-3 Genexpression liegt[8]. Im Zuge dessen bilden IRF3 zusammen mit
NF«B einen Transkriptionskomplex, welcher mafBgeblich an der Regulation der IFN-

Gentranskription beteiligt ist[82]. IRF3 ist einer der insgesamt neun Transkriptionsfaktoren,
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die zur Familie der IFN-o/f induzierenden Gene gehdren. Im Kontext der Interferon-Antwort
in Virus-infizierten Fibroblasten ist die Anwesenheit der beiden Faktoren IRF3 und IRF7 fiir
die Generierung einer antiviralen Immunantwort wichtig[83]. Andere Transkriptionsfaktoren
wie c-Jun/ATF2 binden ebenfalls am IFN-Promotor, wodurch sie die Regulation der IFN-f3

Expression kontrollieren[43].

1.3 Rolle von Makrophagen im Kontext des Entziindungsgeschehens

Makrophagen sind Zellen des Immunsystems und spielen sowohl im Rahmen der
angeborenen Immunitit als auch in der Pragung einer adaptiven Immunantwort eine wichtige
Rolle[2, 26]. Wie auch fiir andere Zellpopulationen (z.B. dendritische Zellen) sind Monozyten
die Vorstufen fiir Makrophagen, die aus in das Gewebe rekrutierte Monozyten entstehen[84].
Je nach Lokalisation unterteilt man sessile also ortsstindige/residente Makrophagen: in der
Leber die Kupffer-Zellen, im Zentralen Nervensystems (ZNS) die Mikroglia und in der Lunge
die Alveolarmakrophagen[85]. Residente Makrophagen wie Kupffer-Zellen sind permanent
im Gewebe vor Ort, um als erstes auf Krankheitserreger reagieren zu konnen[86]. Thre
Ortsgebundenheit ist unabhingig von einem entziindlichen Stimulus, was sie von den
Makrophagen unterscheidet, die aus infiltrierenden Monozyten ausdifferenziert sind[87].
Makrophagen phagozytieren im Rahmen der unspezifischen Immunabwehr Pathogene, indem
Lysosomen mit lytischen Enzymen die phagozytierten Erregerbestandteile inaktivieren[88].
Die phagozytierten Partikel werden an MHC-Proteine gekoppelt und an der Zelloberfldche
der Makrophagen présentiert. Gleichzeitig werden Chemokine als "Lockstoffe" von
aktivierten Makrophagen freigesetzt, die wiederum andere Immunzellen aus dem
Blutkreislauf und der Umgebung rekrutieren, so dass das Entziindungsgeschehen lokal
verstarkt wird[89].

Im Rahmen der Entziindungsreaktion werden nach Kontakt mit Pathogenen aus Makrophagen
vermehrt Zytokine wie beispielsweise IL-1p und TNF-a freigesetzt, die als inflammatorische
Mediatoren die Synthese und Sekretion von weiteren Zytokinen wie IL-6 und IL-8 aus
rekrutierten Makrophagen, Monozyten und lokalen Stroma-Zellen verstirken[2]. Wahrend der
Akutphase-Reaktion spielen Hepatozyten als Vermittler der angeborenen Immunitét bei der
Kontrolle der systemischen inflammatorischen Antwort eine maligebliche Rolle, indem sie
Akute-Phase-Proteine freisetzen und u.a. das Komplement-System aktivieren[49]. Hierbei

haben sich IL-1f und IL-6 als fiihrende Zytokine mit additiven, inhibitorischen und
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synergistischen Effekten in Bezug auf die Regulation der Akutphase-Proteinexpression
herausgestellt[49]. So modifiziert IL-1B die IL-6 induzierte Akutphase-Proteinsynthese,
indem es die Produktion von ¢y-Fibrinogen, a2-Makroglobulin, al-Chymotrypsin hemmt,
wogegen Hepzidin, C-reaktives Protein und Serum Amyloid A stark hochreguliert werden[49].
Beide o.g. Zytokine sind fiir die Akutphase-Antwort in Makrophagen essentiell, da sie zum
einen  durch  chemotaktisch  regulatorische Effektorfunktionen  das lokale
Entzlindungsgeschehen verstirken und zum anderen die Pathogen-Beseitigung auf
inflammatorische Stimuli beeinflussen. Im Gegensatz dazu spielen nicht-phagozytierende
Makrophagen bei der Steuerung von Proliferations- und Differenzierungsprozessen sowie der
Regeneration z.B. von geschddigten Muskelfasern eine Rolle[90].

Makrophagen synthetisieren zur Bekdmpfung von Pathogenen reaktive Stickoxide (NO),
Superoxid-Anionen (O,*-) und Wasserstoffperoxid (H,O,)[80, 91]. Makrophagen bilden
Narbengewebe[92] und unterstiitzen durch die Produktion von pro- und anti-
inflammatorischen ~ Zytokinen = sowie = des  Angiogenesefaktors =~ VEGF  den
Wundheilungsprozess nach Haut- und Gewebeverletzungen[93].

Im Rahmen der Regulation der Makrophagen-typischen Effektorfunktionen bestimmt die Art
des Stimulus den Makrophagen spezifischen Differenzierungsstatus: Ist IFN-y oder LPS der
Stimulus spricht man von klassischer Makrophagen Aktivierung, werden Makrophagen
dagegen mit IL-4 oder Glukokortikosteroiden (GKS) stimuliert, handelt es sich um eine
alternative Makrophagen Aktivierung[94]. Die klassische Makrophagen Aktivierung durch
TH1-Helferzellen via IFN-y fiihrt bei den intrazelluliren Pathogenen (z.B Mycobacterium
tuberculosis und HIV) zu einer Aktivierung der zelluldren Immunantwort[95]. Der alternative
Weg via IL-4 und IL-13 durch TH2-Zellen aktiviert die humorale Immunabwehr, welche bei
der Bekdmpfung von beispielsweise Helminthen-Infektionen oder allergischen Reaktionen im
Vordergrund steht[96, 97]. Hieran wird deutlich, dass Makrophagen funktionell das

angeborene mit dem erworbenen Immunsystem verbinden[85].

1.4 Rolle von Fibroblasten im Kontext des Entziindungsgeschehens

Neben Makrophagen sind Fibroblasten ebenfalls an der Entziindungsreaktion und der damit
verbundenen Kontrolle der Regulation der Genexpression flir die Akutphaseproteine beteiligt.
Die Fahigkeit der Fibroblasten, auf bakterielle Reize wie Lipopolysaccharide und Viren[98]

mit einer Typ [ Interferon (IFNo/B) Produktion zu reagieren, welche zahlreiche
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Verteidigungsmechanismen gegeniiber bakteriellen und viralen Infektionen vermitteln, ist im
Zusammenhang der inflammatorischen Antwort bei der Pathogen-Beseitigung hervorzuheben.
Zu den allgemeinen Funktionen der Fibroblasten gehort die Produktion der extrazelluldren
Matrix, welche Zellen untereinander mit Kollagen und Proteoglykanen zu stabilen und
zugfesten Zell- und Gewebeverbianden verbindet[99, 100]. Histologisch stammen
Fibroblasten (Bindegewebszellen) vom Mesenchym ab[101]. Es sind bewegliche, ortsstindige
Zellen, die je nach Stimulus und Reifung zu bewegungsunfidhigen Fibrozyten differenzieren.
Bei einer Gewebeschidigung proliferieren Fibroblasten und synthetisieren vermehrt Zytokine.
Diese Botenstoffe regulieren u.a. Entziindungs- und Heilungsprozesse[ 102, 103]. Fibroblasten
konvertieren durch IL-6 zu Myofibroblasten, die eine wichtige Rolle bei Lungenerkrankungen
wie Asthma spielen[104]. Normale Wundheilungsprozesse werden insbesondere durch das
IL-6 trans-signaling vermittelt, wodurch die Bildung von Fibrosegewebe und Kollagen
verstirkt wird. Beim trans-signaling wird der membrangebundene IL-6 Rezeptor (mIL-6Ra)
auf Makrophagen iibertragen und vermittelt als loslicher IL-6 Rezeptor (sIL-6Ra) die
typischen inflammatorischen Effekte auf Fibroblasten. Die Aktivierung des IL-6 trans-
signaling verstarkt die Proliferation von Fibroblasten und die Produktion von extrazelluldren
Matrix-Proteinen, deren fibrotische inflammatorische Antwort sehr komplex in das
Entziindungsgeschehen involviert ist[104]. Zudem spielen Fibroblasten bei chronisch-
entziindlichen Knochendestruktionsprozessen wie bei der rheumatoiden Arthritis (RA) als IL-
6/sIL-6R stimulierte Fibroblasten-/ike-Synoviozyten (FLS) eine wichtige Rolle[105, 106].
Fibroblasten sind zudem an der antiviralen Antwort z.B. bei humaner Zytomegalievirus-
Infektion (HCMV) beteiligt und haben hierbei Einfluss auf die Signaltransduktion und
Zytokinstimulation sowie Genexpression im IL-6 induzierten viralen Infektionszyklus[107].
Fibroblasten sind ebenso reaktiv gegeniiber bakteriellen Bestandteilen und sezernieren auf
LPS endogenes IFN-B2, welches in Fibroblasten einen antiviralen Zustand hervorruft.
Hierdurch leisten Fibroblasten einen entscheidenden Beitrag bei der Auseinandersetzung mit
gramnegativen Pathogenen wie LPS[78, 108] und zwar sowohl in der initialen
Entzlindungsreaktion[66, 103] als auch in der Resolutionsphase iiber IL-10 als Suppressor der
inflammatorischen Antwort[109]. Zudem sind Fibroblasten auch an der Entstehung von
Tumorgewebe beteiligt[110] und vermitteln die Kommunikation zwischen Tumorzellen und

deren Umgebung sowie das Tumorwachstum, Invasion und Metastasierung[111].



14

1.5 Endotoxin-induzierte Signaliibertragung im experimentellen Ansatz

Bei LPS-induzierten Signalwegen spielt die STAT3 Aktivierung in Makrophagen eine
wichtige Rolle, da sie die Expression entziindlicher Mediatoren hemmt und dadurch eine anti-
inflammatorische Wirkung ausiibt[2, 12, 57, 60]. Diese Arbeit soll die LPS-abhéngige
STAT3-Signalgebung in Makrophagen und vergleichend dazu in Fibroblasten analysieren.
Basierend auf diesem Hintergrund wurden fiir die Untersuchungen Zellkulturen aus
immortalisierten Zellen (Fibroblasten und Makrophagen), die von knockout-Tieren sowie
thren Kontrolltieren abstammen, verwendet. In knockout Maiusen ist ein spezifischer
Genbereich selektiv inaktiviert oder deletiert, wodurch die Genexpression eines bestimmten
Faktors unterbleibt. An dieser Stelle sei erwéhnt, dass dafiir im Jahre 2007 der Nobelpreis fiir
Physiologie oder Medizin an Mario R. Capecchi (University of Utah, Salt Lake City, USA), O.
Smithies (University of North Carolina, Chapel Hill, USA) und Sir Martin J. Evans (Cardiff
University, Cardiff, UK) verlichen wurde[112]. Mit diesem Ansatz ldsst sich modellhaft das
durch LPS-induzierte Entziindungsgeschehen im Rahmen der Sepsis auf zelluldrer Ebene
experimentell nachvollziehen[17, 113]. Ein weiterer wichtiger LPS-induzierter Signalweg ist
die p38M*PX_Signalkaskade mit den Faktoren MK2 und MK3[19, 32], die essentiell fiir die
LPS-vermittelte Zytokinexpression sind[20, 44, 114-116]. MK2 und MK2/3-defiziente
Fibroblasten und Makrophagen sowie deren Wildtyp-Form ermdglichen die Charakterisierung
der Beteiligung von MK2 und MK3 an der Regulation des Entziindungsgeschehens im LPS-
behandelten Modell[28, 44, 117, 118]. Darin involviert sind LPS-aktivierte
Transkriptionsfaktoren wie IRF3 und NFkB/p65[119-123].

1.6 Zielsetzung

Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe belegen, dass die Kinase MK2 in Makrophagen bei der
LPS-induzierten STAT3 Aktivierung eine essentielle Rolle spielt[2, 8]. Ausgehend von
diesem Befund wurde der Fragestellung nachgegangen, ob es in weiteren Zellen, die an
Entziindungsprozessen beteiligt sind, zu einer vergleichbaren Regulation kommt. Fibroblasten
beispielsweise sind als Bindegewebszellen im Rahmen der Entziindungsantwort in solche
inflammatorische Steuer- und Regulationsprozesse einbezogen[99, 101] und sind an der

Verstirkung und Modulation der inflammatorischen Antwort beteiligt. Insbesondere sind
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embryonische Fibroblasten einer experimentellen Manipulation gut zugénglich und dariiber
hinaus leicht aus gentechnisch verdnderten Tieren zu isolieren. Vor diesem Hintergrund
werden Maus-embryonische Fibroblasten (MEF)-Zellen als Modellsystem fiir die Regulation
von Entziindungsprozessen herangezogen. Andere Immunzellen z.B. Makrophagen sind
beziiglich dieser Technik schlecht zugédnglich. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wie auch die
Ergebnisse anderer legen nahe, dass LPS iiber einen Typ 1 Interferon abhédngigen
Riickkopplungsmechanismus die Expression von IL-10 wie auch die nachfolgende
Aktivierung von STAT3 durch IL-10 induziert. Dies wird durch die Kinasen MK2 und MK3
kontrolliert. Im ersten Teil der Arbeit sollte nun die Frage geklart werden, ob fiir die
Regulation der STAT3 Aktivierung in Reaktion auf die Stimulation mit LPS in Fibroblasten
vergleichbare Signalketten verantwortlich sind wie sie fiir Makrophagen beschrieben sind.

Dariiberhinaus sollte in einem weiteren eher methodisch orientierten zweiten Teil der Arbeit
untersucht werden, ob die aufgefiihrte MK2 mRNA in murinen Fibroblasten beide Isoformen
des MK2-Proteins kodiert. Im Rahmen dessen wurden siRNAs gegen verschiedene Bereiche
des gesamten MK2 Transkriptes, auch der nicht translatierten Bereiche gerichtet. Zudem
wurde eine gegen die kodierende Sequenz der MK3 gerichtete siRNA entwickelt und
untersucht. Mittels siRNA vermitteltem knockdown sollte daraufhin der Einfluss auf die
Proteinexpression der MK2 und MK3 analysiert und das durch die verdnderte Zielsequenz
abhingige Degradation der MK2 mRNA {ibermittelte Proteinexpressionslevel der MK2-
Isoformen untereinander verglichen werden. AbschlieBend sollte gekldrt werden, ob die
Transfektion des kompletten Transkripts sowohl mit den kodierenden als auch den nicht
kodierenden Sequenzen durch die Expression eines co-transfizierten Plasmides, welches

hierfiir hergestellt wurde, in Fibroblasten zur Expression beider Isoformen fiihrt.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikorper

ATF2

FLAG-M2

GAPDH

MK?2

MK3

p65 (C-20)

Phospho-Ser-536-p65

Phospho-Thr-71-ATF2

Phospho-Tyr-705-STAT3

STAT3 (C20)

polyklonal

monoklonal

monoklonal

monoklonal

monoklonal

polyklonal

monoklonal

polyklonal

polyklonal

polyklonal

(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg)

(Sigma-Aldrich, St.Louis MO)

(Biodesign International, Saco ME)

(Cell Signaling, Boston MA)

(Bethyl Laboratories, Montgomery TX)

(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg)

(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg)

(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg)

(Cell Signaling, Boston, MA)

(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg)
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2.1.2 Losungen und Puffer fiir Western Blot

2.1.2.1 Ansatz fiir ein 8%-PAA-Trenngel

Acrylamid 8%

Tris pH 8,8 0,38 M
SDS 0,1%
Ammonium-Persulfat (APS) 0,1%
TEMED 0,00006%

2.1.2.2 Ansatz fiir ein 5% PAA-Sammelgel

Acrylamid 5%

Tris pH 6,8 0,126 M
SDS 0,1%
Ammonium-Persulfat 0,1%
TEMED 0,0001%

2.1.2.3 1x Elektrophoresepuffer

Tris 125 mM
SDS 17,5 mM
Glycin 1,25 M

2.1.2.4 Elektrophoreseauftragpuffer (4-fach Limmli)

Glycerol 40%
SDS 5%
TRIS-HCI bei pH 6,8 250 mM

Bromphenolblau 0,005%
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2.1.2.5 Blotting-Puffer

2.1.2.5.1 Anodenpuffer 1

Tris

Methanol

2.1.2.5.2 Anodenpuffer I1

Tris

Methanol

2.1.2.5.3 Kathodenpuffer

6-Aminocapronsaure (Aminohexansaure)

Methanol

2.1.2.6 TBS-T Waschpuffer

NaCl
Tris
Tween

pH-Wert 7,6

2.1.2.7 Stripping Puffer

Tris-HCL

SDS
pH-Wert 6,7

0,3M
20%

0,025 M
20%

0,04 M
20%

0,75 M
1M
0,1%

62,5 mM
2%
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2.1.2.8 Triton Lyse Puffer (TLP)

NaCl 136 mM
Tris-HCl 20 mM
Glycerol 10%
EDTA 2 mM
b-Glycerophosphat 50 mM
Na-Pyrophosphat 20 mM
Pefabloc 0,2 mM
Aprotinin 5 pg/ml
Leupeptin 5 pg/ml
Benzamidin 4 mM
Na-Vanadat 1 mM
Triton X 100 1%
SDS 0,2%
pH 7,4

2.1.3 Zelllinien -NIH3T3-Zellen und MEF-Zellen-

NIH3T3-Zellen entstammen einer embryonalen Fibroblastenzelllinie der Maus, die nach dem
3T3-Protokoll transformiert wurde[124]. Diese Zelllinie ist mit dem Transfektionsreagenz
Lipofectamine 2000 nach Herstellerangaben (Invitrogen/Life Technologies, Darmstadt) mit
einer Effizienz bis zu 80% besonders gut transfizierbar. MEF-Zellen, embryonale
Mausfibroblasten, wurden als immortalisierte Zelllinie in Kultur gehalten[44]. Fiir die
Kultivierung beider Zelllinien in 75 cm® Zellkulturflaschen (Fa. Greiner BioOne,
Frickenhausen) wurde "Dulbecco’s MEM (DMEM) mit Glutamax-I-Medium mit 1000 mg/L
Glukose" (Fa. Biochrome, Berlin) inklusive 10% hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum (FCS)
(Fa. Biochrome, Berlin) verwendet. Alle ein bis zwei Tage wurde das Medium gewechselt.
Nach Behandlung mit 0,05% Trypsin/ 0,02% EDTA (Fa. Cytogen, Sinn) wurden die Zellen in
Suspension gebracht und in frisches Zellkulturmedium iiberfiihrt. Die Kultivierung der Zellen

erfolgte im Brutschrank bei konstant 37°C und 5% CO,-Atmosphire.
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2.1.4 Zytokine und bakterielles Endotoxin

LPS (Lipopolysaccharid) (E.coli, Sigma)
IFN-B (Interferon) (murin, PBL)

IL-6 (murin, Peprotech)
gp80 (murin, Aachen)

2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung von Zelllysaten fiir den Western Blot

NIH3T3, MEF und Makrophagen-Zelllinien wurden auf 6-cm-Zellkulturschalen ausgesit.
Nach Zugabe des Stimulus und nach Ablauf der Inkubationszeit wurde geerntet. Die Lyse der
Zellen erfolgte mit 200 pL Triton-Lyse-Puffer. Die Proben wurden in 1,5-ml Reaktionsgefale
(Fa. Eppendorf) iiberfiihrt und 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 20 min bei
4°C und 13200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue Reaktionsgefife iiberfiihrt.
Bis zur analytischen Auswertung mittels Western Blot wurden die Proteinzelllysate bei -20°C

gelagert.

2.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Fiir die Proteinbetimmung nach Bradford wurde das 5xBradford Reagenz (Fa. Bio-Rad,
Miinchen) 1:5 mit Wasser verdiinnt. Das bendtigte Losungsvolumen von einem Milliliter
wurde gemil der Anzahl der Proben in 1,5 ml Reaktionsgefdle verteilt. AnschlieBend wurden
drei Mikroliter des Proteinlysates in die Bradford Losung pipettiert. Der Farbumschlag nach
Blau ist ein MaB fiir die Proteinkonzentration. Am Photometer erfolgte die Bestimmung der
Proteinmenge gemessen gegen die Referenzprobe bei einer Wellenldnge von 595 nm.

Mit dem Umrechnungsfaktor 18, der sich aus der mit einer BSA-Verdiinnungsreihe
ermittelten Eichgerade ergibt, und der Formel ,,Absorption (Mittelwert) * Verdliinnungsfaktor/

eingesetzte Probenmenge* lieB3 sich die Proteinkonzentration in pg/pul berechnen.
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2.2.3 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot

Fiir die SDS-Gelelektrophorese wurden 8% Polyacrylamid-Gele (PAA-Gel) verwendet. Die
Polymerisierung der Gel-Losung erfolgte durch die Zugabe von APS (Fa. Merck, Darmstadt)
und TEMED (Fa. Sigma, Miinchen). Nach abgeschlossener Polymerisierung wurden die Gele
in Elektrophoresekammern (Fa. Biometra, Goettingen) eingesetzt. 60 ug Protein wurden in
1,5 ml Reaktionsgefdlen vorbereitet. Dabei wurden die Proben vor Verwendung gevortext
und dann zu den errechneten Mengen auf die Reaktionsgefdle verteilt. Es wurden die
gleichen Mengen an 2x-Laemmli-Puffer inklusive 4% B-Mercaptoethanol (2 pl B-ME auf 25
pl 2x-Laemmli-Puffer) pro Probe hinzugegeben. Anschlielend erfolgte die Denaturierung der
Proben fiir 5 min bei 95°C im Thermoblock (Fa. Eppendorf, Hamburg). Die Gelkammer
wurde mit 1x Elektrophoresepuffer aufgefiillt. Nach der Auftragung der vorbereiteten Proben
wurde die Gelelektrophorese bei 120 Volt durchgefiihrt. Als mit aufgetragener GroBBenmarker
wurde der Dual Color Marker (Fa. BioRad, Miinchen) verwendet.

Nach Auftrennung der Proben und Beendigung der Elektrophorese wurde das PAA-Gel in
Kathodenpuffer inkubiert. Im Anschluss wurden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine
nach der "halbtrockenen Westernblotmethode" vom Polyacrylamidgel auf eine
Polyvinyldifluorid-Membran (PVDF) transferiert. Die mit Methanol aktivierte Membran
wurde bis zur Verwendung in Anodenpuffer II gelagert. Das Polyacrylamidgel wurde in den
Kathodenpuffer gegeben. Es wurde nach den Angaben des Herstellers (Hybond-P,
Amersham/Fa. GE Healthcare Life Sciences) verfahren und nach den Vorbereitungen eine
Spannung angelegt, die sich aus der folgenden Formel errechnen lief3:

Stromstirke I [mA] = 0,8 * Fliche des Gels [cm?]

Zur Absittigung der freien Bindungsstellen wurde die PVDF-Membran nach dem Blotten in
TBS-T fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in 5%-iger Blockierlosung (BSA in TBS-T geldst)
geschwenkt. Danach wurde 2 x 5 min mit TBS-T gewaschen. Im Anschluss daran erfolgte die
Inkubation des proteinspezifischen Primér-Antikorpers(1:1000 bzw. 1:2000) bei 4°C iiber
Nacht. Darauthin wurde 3 x 20 min mit TBS-T gewaschen. Die anschlieBende Inkubation mit
dem Sekunddrantikorper (Anti-Rabbit oder Anti-Mouse HRP-Konjugat; 1:5000) erfolgte fiir
60 min bei Raumtemperatur.

Die anschlieBende Detektion erfolgte nach der ECL-Methode (Enhanced Chemoluminescence)

mit Losungen der Firma Perkin Elmer (Life Science, Massachusetts, USA) unter Verwendung
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der ,,Amersham Hyperfilm ECL* (Fa. GE Healthcare) Filme. Es wurde nach der Anleitung
des Herstellers verfahren.

Um die Western Blot Membran auch fiir weitere Detektionen zu verwenden, wurde der
proteinspezifische Antikdrper wieder entfernt. Dafiir wurde ein Stripping-Puffer inklusive
0,8% P-Mercaptoethanol verwendet. Nach einer Inkubation bei 70°C fiir 20 Minuten wurde
die Membran in TBS-T gewaschen. Nach dem Blocken mit 5%-iger BSA-Losung und

Waschen in TBS-T war die PVDF-Membran fiir weitere Detektionen vorbereitet.

2.2.4.1 Real Time Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die RNA-Isolierung wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt. Fiir die
cDNA-Synthese mit dem QuantiTect Reverse Transcription Kit wurde nach den Angaben des
Herstellers verfahren (Fa. Qiagen, Hilden). 1 pg der gesamten RNA wurde mittels Quantitect
Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden) mit integriertem Verdau der genomischen DNA
nach Herstellerangaben in ¢cDNA umgeschrieben. Zusdtzlich wurde eine NEC (no enzyme
control) hergestellt, in der die Reverse Transcriptase fehlte, um eine mogliche Kontamination
mit genomischer DNA priifbar zu machen. Es wurde mit der Zugabe von Nuklease-freiem
Wasser fiir die weitere Verwendung in der Real Time Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)
1:5 verdiinnt. 1,2 pl der verdiinnten cDNA wurde als Template zu einem Endvolumen von 25
ul inklusive I/x SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems/Life Technologies,
Darmstadt) und Oligonukleotiden (Sequenzen siehe 2.1.4.2) als spezies- sowie
sequenzspezifische Primer entsprechend den Herstellerangaben fiir die Real-Time-
Polymearse-Kettenreaktion (RT-PCR) verwendet.

Die Messung erfolgte mit dem 7500 Real-Time PCR System (Life Technologies, Darmstadt).
Dabei wurde SYBR Green (Life Technologies, Darmstadt) verwendet. Die semiquantitative
Auswertung erfolgte nach der ACT Methode und der Software des 7500 Real-Time PCR
Systems nach den Angaben des Herstellers (Life Technologies, Darmstadt).
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2.2.4.2 Primer fiir die RT-PCR

Die folgenden Primer wurden fiir die Real Time PCR verwendet:

Tabelle 1: Primersequenzen, murines IFNf1, murines SDHA, murines IL-10

murin IFNB1 Accession number NM_010510

sense, 5’-CCC TAT GGA GAT GAC GGA GA-3”
antisense, 5'-ACC CAG TGC TGG AGA AAT TG-3’

murin SDHA Accession number NM_023281

sense, 5’-TGG GGA GTG CCG TGG TGT CA-37
antisense, 5’-GTG CCG TCC CCT GTG CTG GT-3°

murin IL-10 Accession number NM_010548

sense, 5'-CCA AGC CTT ATC GGA AAT GA-3’
antisense, 5"-TCT CAC CCA GGG AAT TCA AA-3’

Die verwendeten Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland)
erworben. Als endogene Kontrolle wurde die Succinat-Dehydrogenase (SDHA) mRNA
verwendet. Die Expressionswerte fiir IFN-f und IL-10 wurden mit den Messwerten fiir
SDHA relativ verrechnet. Die Ct-Werte von IFN-f und IL-10 wurden mit den Ct-Werten von
SDHA normalisiert. Dabei wurde der Ct-Wert von IFN-f bzw. IL-10 von dem SDHA-
Messwert abgezogen und mit 2" verrechnet. Damit ergab sich der ,,relative RNA unit* Wert.
Insgesamt wurden drei unabhingige Experimente durchgefiihrt. Die erhobenen Daten wurden

anschliefend als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt.
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2.2.5.1 Transfektion von Fibroblasten (MEF, NIH3T3)

Die Transfektion, also das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen, wurde drei
bis vier Tage vor Versuchsbeginn durchgefiihrt. Mittels Lipofektion (Lipofectamin 2000,
Invitrogen, Karlsruhe) fusioniert dabei ein Plasmid eingebettet in Liposomen mit der
Zellmembran. Die eingeschleuste DNA wird dabei jedoch nicht in das Genom eingebaut,
sondern verbleibt nur zeitlich begrenzt -also transient- im Zytoplasma.

Pro Ansatz (6 cm-Zellkulturschale) wurden 2,5 pg DNA verwendet, welche mit 50 pnl
OptiMEM (Invitrogen, Karlsruhe) vermengt wurden. Ein zweiter Reaktionsansatz wurde mit
4 ul Lipofectamin 2000 und 250 ul OptiMEM vorbereitet. Beide Ansédtze wurden miteinander
vereint und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Die zu transfizierenden MEF-Zellen wurden in der 75 c¢cm® Zellkulturflasche mit 80%
Konfluenz mit 2 ml Trypsin/EDTA in Suspension gebracht. Anschliefend wurden die Zellen
in 8 ml frischem Medium (high Glucose 10% FCS) aufgenommen und bei 4°C und 1000 rpm
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 6 ml Medium resuspendiert. Nun wurden 300 ul
Zellsuspension je Zellkulturschale zu den Transfektionsansétzen hinzugegeben und mit 1,4 ml
Medium vermengt. Pro 6 cm-Zellkulturschale standen damit 2 ml Transfektionsreagenz zur
Verfiigung. Im Brutschrank wurde 5 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert und danach
mit PBS (Ca’"/Mg*"-haltig) gewaschen. AnschlieBend wurde den transfizierten Zellen
frisches Medium zugegeben und dadurch das Transfektionsreagenz entfernt. Am néchsten
Tag erfolgte ein erneuter Mediumwechsel. Nach weiteren zwei bis drei Tagen in Kultur
erfolgten die Stimulationsversuche. Wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben wurden die Zellen zur

Proteingewinnung lysiert.

2.2.5.2 siRNA

Fiir den knockdown der murinen MK2 (Accession Number NM 008551) wurde ein 10 uM

Mix aus drei verschiedenen siRNAs verwendet, die mit der siMAX Design Software

entwickelt wurden (Eurofins MWG Operon, Ebersberg) und im Folgenden aufgefiihrt sind.
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Tabelle 2: Basensequenz der siRNA gegen die murine MK2 und MK3 mRNA

siRNA, Basensequenz

siR-mMK2-#1 5’-AA AGA GAG GCG UCA GAG AUC A UG-3°
siR-mMK2-#2 5’-AA GUA UCA GAA GAA GUG AAG A UG-3°
siR-mMK2-#3 5’-AA GCC UGA GAA CCU CUU AUA U-3°
siR-mMK2-#4 5'-AGAUGUCUUGACUCUGUCCUU-3'
siR-mMK2-#5 5'-UGCCUAGGUAGCUUGUCUAUU-3'
siR-mMK2-#6 5'-AGGCUGAGGCUUAUCCACAUU-3'

Als Kontroll-siRNA wurde eine GFP-spezifische siRNA verwendet, die keine Zielsequenz in
endogener mRNA besitzt.

Kontrollsequenz GFP

siR-GFP-1 5’-AGCAGAAGAACGGCAUCAA-3’

Die Endkonzentration der siRNA in der Probe wihrend der Inkubation mit dem

Transfektionsansatz ist 25 nM.

Fiir den knockdown der murinen MK3 (Accession Number NM 178907) wurde ein 10 uM
Mix aus drei verschiedenen siRNAs (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland)

verwendet:
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siRNA, Basensequenz

siR-mMK3-1 5’- AAAAC CUA CUC UAU ACA UCC AAG -3’
siR-mMK3-2 5’- GAGGA UGC CAA GCA GCU AAU CCG -3°
siR-mMK3-3 5’- AACCA UCC UUG GAU CAA UCA AUC -3’

Als Kontroll-siRNA wurde eine GFP-spezifische siRNA verwendet, die keine Zielsequenz in
endogener mRNA besitzt.

Kontrollsequenz GFP

siR-GFP-1 5’-AGCAGAAGAACGGCAUCAA-3’

Die Endkonzentration der siRNA in der Probe wihrend der Inkubation mit dem

Transfektionsansatz ist 25 nM.

2.2.5.3 Aufbau des p3XFLAG Plasmid

Fiir die Co-Transfektion der MK2 wurde ein p3XFLAG-CMV-7.1 Plasmid (Sigma-Aldrich,
Miinchen, Catalog Number E7533) verwendet, in dem sich die vollstindige in cDNA
umgeschriebene murine MK2 mRNA Sequenz befindet. Nach Co-Transfektion dieses
Konstruktes wird in der Zelle eine FLAG-markierte MK2 exprimiert. Dieses Plasmid wurde

in der Arbeitsgruppe hergestellt.
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Abbildung 1: Karte des p3XFLAG-MK2-Konstruktes

Plasmid Name: p3XFLAG-CMV-7.1-, No: 287, mMK2 AATG mRNA (Klon A1)

Plasmid History:

a) Insert: murine MK2 mRNA (cDNA) sequence w/o ATG

b) Vector: p3XFLAG-CMV-7.1 (Sigma)

Einklonierung der MK2 AATG cDNA (2.565 bp) iiber die Schnittstellen Notl (BstXI, EcoRI) und Sall (EcoRI,
BstXI, Spel, Smal). Vektor von Fa. Sigma (Kat.Nr.: E4026) mit Einbausequenz der murinen MK2 ohne
Startcodon (Acc.Nr.: NM_008551). Bisher unveroffentlicht von Prof. Johannes Bode und Dr. Christian Ehlting
zur Verfiigung gestellt.

Fiir die Amplifikation der MK2 mRNA-Sequenz wurde zunédchst aus murinen Makrophagen
die mRNA isoliert und in doppelstringige cDNA umgeschrieben, die dann als Template fiir
eine Polymerasekettenreaktion (PCR) diente. Fiir diese PCR wurden Oligonucleotide
verwendet, die am Transkriptionsstart (Forward-Primer) sowie am Poly-A-Abschnitt
(Reverse-Primer) am 3°‘-Ende der MK2-mRNA-Sequenz bei einer Anlagerungstemperatur
von 58 °C hybridisieren. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind 5°-CGC GAG TCG
CCG GGC ACC AT-3° (Forward) sowie 5-TTT TTT TTT TTT TTT TTT TAA CTA TTA
AAT TTG TTT AG-3°. Das daraus folgende PCR-Produkt mit einer Linge von 2583 bp
wurde in einen modifizierten pCR2.1-TOPO Vektor (Fa. Invitrogen) ligiert, der zusatzlich zu



28

der vom Hersteller angegebenen Sequenz die Restriktionsstellen Sa/l und Smal in der
Multiple Cloning Site enthielt. AnschlieBend wurde die MK2-Sequenz {ber die
Restriktionsenzyme Notl und Sall in den p3XFLAG-CMV-7.1 Vektor (Fa. Sigma) umkloniert.
Das Start-Codon ATG wurde mittels Mutations-PCR (Mutagenesis Kit QuickChange II Site-
Directed, Fa. Stratagene) zu AGG mutiert, so dass bei Expression des Plasmides die mit
einem Start-Codon beginnende FLAG-Markierung am 5°‘-Ende vor der MK2-Sequenz mit
dieser zusammen transkribiert wird. Die FLAG-Markierung vergrof3ert das aufgrund dieser

Nukleinsduresequenz exprimierte Protein um 3 kDa.

2.2.6 Densitometrie und Statistische Evaluation

Fir die densitometrische Berechnung der Western Blots wurde die Software ImageJ 1.46
(NIH, USA) angewandt. Zur statistischen Signifikanzberechnung wurde die Prism 5.0
Software von GraphPad verwendet. Dafiir wurden die Experimente dreimal wiederholt (n=3).
Die Signifikanz wurde mittels Zwei-Weg Analyse (Two-Way Anova) zusammen mit dem
Bonferroni Test berechnet. Dabei ist p<0.05 als mathematische Grofle signifikant. Hierbei
bedeuten die Symbole in den Grafiken: *) p<0,05; **) p<0,01; ***) p<0,001; ****) p<0,0001.
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3. Ergebnisse

3.1 Regulation der LPS induzierten STAT3 Aktivierung durch MK2 und MK3

LPS induziert in Makrophagen wihrend der inflammatorischen Antwort eine verzogert
einsetzende, anhaltende STAT3-Aktivierung[2, 8, 12, 59, 60, 62, 125]. Die Bedeutung von
STATS3 liegt im Kontext der Entziindungsantwort auf LPS u.a. in der Herunterregulation des
Entziindungsgeschehens[46, 60]. Eine selektive Deletion des STAT3-Gens in Makrophagen
bewirkt im Tiermodell eine erhohte Suszeptibilitit gegeniiber der LPS-induzierten
Entziindungsreaktion, welche {tberschieBend mit einer deutlich gesteigerten Produktion
inflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1, IFN-y und IL-6 einhergeht[6, 60].

Vorarbeiten konnten in diesem Zusammenhang belegen, dass die LPS-induzierte Tyrosin-
Phosphorylierung von STAT3 in Makrophagen indirekt durch die MAP-Kinasen MK2 und
MK3 reguliert wird[8]. Neben Makrophagen als immunkompetente Zellen sind auch
Fibroblasten also Bindegewebszellen in die Entziindungsantwort einbezogen[101, 103]. Eine
vorrangige Fragestellung dieser Arbeit war, inwieweit neben Makrophagen auch Fibroblasten
(murine embryonale Fibroblasten, MEF) auf die Stimulation mit einer Aktivierung von
STAT3 reagieren und inwieweit die fiir den Makrophagen ausgearbeiteten Mechanismen auf
Fibroblasten iibertragbar sind. Hierfiir wurde zunéchst tiberpriift, ob LPS auch in Fibroblasten
eine Aktivierung von STAT3 hervorruft und wenn, mit welcher Kinetik. Es sollte dabei auch
geklart werden, ob die STAT3 Phosphorylierung unter LPS gegeniiber der Kontrolle
signifikant zunimmt.

Hierzu wurden Stimulationszeitreihen durchgefiihrt und die Aktivierung von STAT3 iiber den
Nachweis der aktivierenden Phosphorylierung am Tyrosinrest 705 im Western Blot bestimmit.
Dabei lieB sich in Fibroblasten (MEF) eine LPS induzierte STAT3 Aktivierung nachweisen,
die dhnlich wie es fiir Makrophagen bereits beschrieben ist, schleichend einsetzt und etwa 80
bis 120 Minuten nach LPS-Gabe ihr Maximum erreicht (vgl. Ergebnis 3.1, Abb. 2).
Ubereinstimmend mit den bereits fiir Makrophagen beschriebenen Befunden fiihrt die
Deletion des MK2 Gens in MEF-Zellen im Vergleich zu entsprechenden Kontrollen zu einer
nahezu vollstdndigen Unterbrechung der LPS-induzierten STAT3 Aktivierung. Wie in
Makrophagen auch fiihrt die zusitzliche Deletion des MK3 Gens zu einer Wiederherstellung
des STAT3 Signals, wobei dieses bereits basal verstirkt erscheint und eine verdanderte Kinetik

aufweist. Die Proteinexpression von STAT3 selbst wirkt in den MK2 defizienten Zellen leicht
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schwécher als in den beiden anderen Zellpopulationen (vgl. Ergebnis 3.1, Abb. 2), welche
sich aber in der Bedeutung der Mittelwerte in der Densitometrie nicht von den anderen
Zelltypen unterscheidet, so dass es im Hinblick auf die Expression von STAT3 Gesamtprotein

auch keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Zellpopulationen gibt.
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Abbildung 2: MEF-Zellen von Wildtyp, MK2”" und MK2""MK3" Tieren wurden mit 200 ng/ml LPS behandelt.
Die Zelllyse, die elektrophoretische Auftrennung der Zelllysate sowie der anschlieBende Western Blot erfolgte
wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben. Es erfolgte die Detektion der dargestellten Signale mit
Antikorpern spezifisch fiir Phospho-Tyrosin705-STAT3 (Cell Signaling, Boston MA) und STAT3 (Cell
Signaling, Boston MA) in einer Verdiinnung von jeweils 1:2000 und GAPDH (Biodesign International, Saco
ME) in einer Verdiinnung von 1:20000 (A). AnschlieBend wurden die detektierten Signale densitometrisch
vermessen und graphisch dargestellt (B, C). Die Signifikanz wurde mittels Zwei-Weg Analyse (Two-Way

Anova) zusammen mit dem Bonferroni Test berechnet. Dabei ist p<0.05 signifikant.

Zusammenfassend ist wie in Makrophagen auch in Fibroblasten die Verfligbarkeit der MK2
essentiell fiir die LPS induzierte STAT3-Aktivierung. Ebenso fiihrt wie in Makrophagen die
zusitzliche Deletion des MK3 Gens zu einer Wiederherstellung des STAT3 Signals in
Fibroblasten, welches jedoch eine etwas verdnderte Kinetik aufweist (vgl. Ergebnis 3.1, Abb.
2 A/B). Auch liel sich im Beobachtungszeitraum keine relevante Zunahme der Menge an

STAT3 Gesamtprotein feststellen (vgl. Ergebnis 3.1, Abb. 2 C).
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3.2 Rolle von MK2 und MKS3 fiir das IFN-f aktivierte STAT3-Signal

Die vorangehend ausgefiihrten Befunde belegen, dass es wie in Makrophagen auch in
Fibroblasten zu einer anhaltenden Aktivierung von STAT3 in Reaktion auf Stimulation mit
LPS kommt. In Makrophagen ist diese im Endeffekt durch die iiber Typ I Interferone und
Aktivierung des Typ I Interferonrezeptor (IFNAR)1 vermittelte Induktion der Produktion von
IL-10 bedingt. Allerdings induzieren auch Typ I Interferone in Makrophagen die Aktivierung
von STAT3. Im Gegensatz zu der durch IL-10 bedingten STAT3-Aktivierung ist diese jedoch
transient und nicht iiber mehrere Stunden anhaltend. Zusammenfassend ist hierbei wichtig,
dass in Makrophagen die anhaltende Aktivierung von STAT3 durch IL-10 vermittelt wird,
wiahrend IFN-B nur ein transientes Signal hervorruft[2, 8]. Es sollte daher zundchst geklart
werden, ob IFN-B in den verwendeten Maus-embryonischen Fibroblasten (MEF) zu einer
Aktivierung von STAT3 fiihrt und inwieweit diese durch das Fehlen von MK2 bzw. MK3
beeinflusst wird. Wie in Abbildung 3 dargestellt kommt es sowohl in MEF Zellen die von
Wildtyp Tieren abstammen wie auch in MK2”" und MK2/3"MEF-Zellen nach Stimulation
mit IFN-B zu einer Aktivierung von STAT3, die bereits nach 5 miniitiger Stimulation
detektierbar ist und nach 20 bis 40 Minuten ihr Maximum erreicht. Im untersuchten Zeitraum
lassen sich keine signifikanten Differenzen zwischen Wildtyp, MK2" und MK2/3"MEF-
Zellen feststellen, so dass davon auszugehen ist, dass in Fibroblasten weder MK2 noch MK3

einen relevanten Einfluss auf die Aktivierbarkeit von STAT3 durch IFN-f haben.

20 ng/ml IFN-beta[min] - 5 10 20 40 - 5 10 20 40 - 5 10 20 40
<« P-Tyr-STAT3
o o == 4 GAPDH
— —— e -

MEF wt "~ MEFMK2--  MEF MK2/3-

Abbildung 3: Wildtyp, MK2”" und MK2”"MK3™" Fibroblasten (MEF) Zellen wurden mit 20 ng/ml IFN-B
stimuliert. Die Zelllyse, die elektrophoretische Auftrennung der Zelllysate sowie der anschlieBende Western Blot
erfolgte wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben. Es erfolgte die Detektion der dargestellten
Signale mit Antikorpern spezifisch fiir Phospho-Tyrosin705-STAT3 (Cell Signaling, Boston MA) in einer
Verdiinnung von jeweils 1:2000 und GAPDH (Biodesign International, Saco ME) in einer Verdiinnung von

1:20000.
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3.3 Bedeutung der IL-10 Expression fiir die STAT3 Aktivierung durch LPS in

Makrophagen und vergleichend in Fibroblasten

Typ I Interferone und die damit verbundene Aktivierung des Typ I Interferon Rezeptors
(IFNAR)1 sind im Rahmen der inflammatorischen Antwort auf Stimuli wie LPS in
Makrophagen fiir die Produktion von IL-10 und dadurch hervorgerufene STAT3 Aktivierung
verantwortlich (vgl. Ergebnis 3.2, Abb. 3). Die vorangehend ausgefiihrten Befunde (vgl.
Ergebnis 3.1, Abb. 2) belegen, dass es auch in Fibroblasten unter Stimulation mit LPS zu
einer MK2-abhéngigen Aktivierung von STAT3 kommt. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe legen
nahe, dass diese in Makrophagen auf die in Abwesenheit der MK2 fehlende Neutralisierung
der inhibitorischen Aktivitit der MK3 auf die Genexpression von IFN-f zuriickzufiihren ist
und auf die hierdurch eingeschrinkte LPS-induzierte Expression von IFN-f wie auch auf die
damit ausbleibende IFNARI1-vermittelte Expression von IL-10. In Makrophagen setzt die
Stabilisierung des IL-10 Transkriptes ebenfalls die Anwesenheit der MK2 voraus, so dass in
MK2 defizienten Makrophagen die LPS-induzierte Expression von IL-10 auf zwei Ebenen
gestort ist: 1) der fehlenden Expression von IFN- und i1) der ausbleibenden Stabilisierung des
IL-10 Transkriptes. Dementsprechend beruht in Makrophagen die Wiederherstellung der
STAT3 Aktivierung nach zusdtzlicher Deletion von MK3 nicht auf der Wiederherstellung der
LPS-induzierten Expression von IL-10 sondern unter anderem auf der Wiederherstellung der
IFN-B Expression[8].

Vor diesem Hintergrund sollte zunichst gepriift werden, ob die Stimulation mit IL-10 in
Fibroblasten zu einer Aktivierung von STAT3 fiihrt und diese mit der LPS induzierten
Aktivierung von STAT3 in Fibroblasten verglichen werden kann. Wie in Abbildung 4
dargestellt ist IL-10 zwar in der Lage, in Fibroblasten die Aktivierung von STAT3 zu
induzieren, diese fillt jedoch vergleichsweise schwach aus und erreicht selbst bei einer
Konzentration von 20 ng/ml nicht einmal die Intensitit der durch LPS induzierten
Aktivierung von STAT3. Dariiberhinaus féllt auf, dass die STAT3 Aktivierung nur sehr
zogerlich einsetzt, so dass hier moglicherweise auch indirekte bzw. unspezifische Effekte zu
diskutieren sind. Als weiterer Vergleich hierzu sollte die LPS bzw. IL-10 induzierte
Aktivierung von STAT3 in humanen und murinen Makrophagen untersucht werden, wobei
die in Abbildung 5 wiedergegebene Bestimmung der Aktivierung von STAT3 in murinen
Makrophagen auf einer Abbildung beruht, die freundlicherweise von Herrn Dr. rer. nat.

Christian Ehlting zur Verfligung gestellt wurde.
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Die Aktivierung der p38*"™ durch LPS wie auch die Expression von IL-10 sind hierbei
wichtige Schliisselereignisse in der Signalkaskade, die in Makrophagen zur LPS-induzierten
Aktivierung von STAT3 fiihrt. Es sollten daher vergleichbare Untersuchungen zur
Aktivierung der p38M*™* erfolgen und die Induktion der Expression von IL-10 durch LPS in
Fibroblasten in Abhédngigkeit von der Verfiigbarkeit von MK2 und MK3 untersucht werden.
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Abbildung 4: Fibroblasten (NIH3T3) vom Wildtyp wurden zum einen mit 100 ng/ml LPS und zum anderen mit
20 ng/ml IL-10 stimuliert. Als Kontrolle fiir eine detektierbare STAT3 Aktivierung wurden 300 U/ml IL-6/gp80
verwendet. Das Glykoprotein gp80 ist Teil des IL-6-Rezeptorkomplexes, der von Fibroblasten nicht selbst
exprimiert wird und daher als rekombinantes Protein zusdtzlich ins Medium gegeben wird. Die Zelllyse, die
elektrophoretische Auftrennung der Zelllysate sowie der anschlieBende Western Blot erfolgte wie im Abschnitt
Material und Methoden beschrieben. Es erfolgte die Detektion der dargestellten Signale mit Antikdrpern
spezifisch fiir Phospho-Tyrosin705-STAT3 (Cell Signaling, Boston MA) in einer Verdiinnung von jeweils
1:2000 und GAPDH (Biodesign International, Saco ME) in einer Verdiinnung von 1:20000 (A). Anschlieend
wurden die detektierten Signale densitometrisch vermessen und graphisch dargestellt (B). Die Signifikanz wurde
mittels Zwei-Weg Analyse (Two-Way Anova) zusammen mit dem Bonferroni Test berechnet. Dabei ist p<0.05
signifikant. Abbildung 4A wurde mit freundlicher Genehmigung von Dr. rer. nat. Christian Ehlting zur

Verfiigung gestellt.
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Interessant ist, dass in Makrophagen die LPS induzierte STAT3 Aktivierung deutlich
zeitverzogerter als in Fibroblasten erfolgt. Im Gegensatz hierzu ist in Makrophagen bereits 20
Minuten nach IL-10 Stimulation eine STAT3-Phosphorylierung zu erkennen, welche im
zeitlichen Verlauf abnimmt (vgl. Ergebnis 3.3, Abb. 5). Nach gegenwirtigem Kenntnisstand
ist eine p38-Aktivierung[19] Voraussetzung fiir die nachgeschaltete Aktivierung von MK2
und MK3 und die Expression von IL-10[2, 8]. Mit IL-10 als Stimulus konnte in Makrophagen
keine p38-Aktivierung nachgewiesen werden. Mit LPS als Stimulus konnte wie in Abbildung
5 dargestellt in Makrophagen bereits nach 20 Minuten eine signifikante Aktivierung der p38
nachgewiesen werden, welche im zeitlichen Verlauf wieder abnimmt. Nach 120 min und
damit im Gegensatz zu IL-10 deutlich verzogert ist eine STAT3-Aktivierung nach LPS in
Makrophagen zu erkennen. Dieses STAT3 Signal ist im Vergleich zur direkten Stimulation
mit IL-10 in Makrophagen signifikant schwicher. Anders als in Fibroblasten ist IL-10 damit

in Makrophagen in der Lage, eine prompte und starke Aktivierung von STAT3 zu induzieren.
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Abbildung 5: Primdre humane Makrophagen (PBDM) wurden zum einen mit 100 ng/ml LPS und zum anderen
mit 20 ng/ml IL-10 zu den oben aufgefiihrten Zeitpunkten stimuliert. Die Zellen wurden von der Arbeitsgruppe
zur Verfiigung gestellt. Die Zelllyse, die elektrophoretische Auftrennung der Zelllysate sowie der anschlieBende
Western Blot erfolgte wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben. Es erfolgte die Detektion der
dargestellten Signale mit Antikorpern spezifisch fiir Phospho-Tyrosin705-STAT3 (Cell Signaling, Boston MA)
und Phospho-Threonin/Tyrosin-p38 (Cell Signaling) in einer Verdiinnung von jeweils 1:2000 und GAPDH
(Biodesign International, Saco ME) in einer Verdiinnung von 1:20000 (A). AnschlieBend wurden die
detektierten Signale densitometrisch vermessen und graphisch dargestellt (B, C). Die Signifikanz wurde mittels
Zwei-Weg Analyse (Two-Way Anova) zusammen mit dem Bonferroni Test berechnet. Dabei ist p<0.05

signifikant.

Die vorangehend ausgefiihrten Befunde legen nahe, dass anders als in Makrophagen IL-10 in
den untersuchten Fibroblasten-Zelllinien, wenn iiberhaupt nur ein sehr schwacher Aktivator
von STAT3 ist. In einem weiteren Experiment sollte daher iiberpriift werden, ob eine
vorangehende Stimulation mit LPS die Sensibilitit von Fibroblasten gegeniiber IL-10
verdndert. Wie in Abbildung 6 exemplarisch dargestellt, fiihrt jedoch eine Vorstimulation mit
LPS in Fibroblasten weder nach 40 Minuten noch nach 60 Minuten zu einer relevanten

Anderung der Aktivierbarkeit von STAT3 durch IL-10.
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Abbildung 6: Fibroblasten (NIH3T3) wurden mit 100 ng/ml LPS 40 Minuten und 60 Minuten vorinkubiert.
Nach Ablauf der Vorinkubationszeit (LPS pre I1L-10) erfolgte die Stimulation mit 20 ng/ml IL-10 zu den oben
aufgefiihrten Zeitpunkten. Die Zelllyse, die elektrophoretische Auftrennung der Zelllysate sowie der
anschlieBende Western Blot erfolgte wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben. Es erfolgte die
Detektion der dargestellten Signale mit Antikorpern spezifisch fiir Phospho-Tyrosin705-STAT3 (Cell Signaling,
Boston MA) und Phospho-Threonin/Tyrosin-p38 (Fa. Cell Signaling) in einer Verdiinnung von jeweils 1:2000
und GAPDH (Biodesign International, Saco ME) in einer Verdiinnung von 1:20000 (A). AnschlieBend wurden

die detektierten Signale densitometrisch vermessen und graphisch dargestellt (B), (n=1, vorldufiger Befund).
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Die Responsivitit der Fibroblasten gegeniiber IL-10 wird somit auch durch eine
Vorinkubation mit LPS nicht entscheidend verstiarkt. Die Phosphorylierung der p38 belegt,
dass die Fibroblasten in diesem experimentellen Ansatz aber generell responsiv gegeniiber
LPS sind. SchlieBlich sollte {iberpriift werden, ob Fibroblasten in Reaktion auf LPS iiberhaupt
mit einer IL-10 Produktion reagieren. Hierzu wurde die Induzierbarkeit der IL-10 mRNA

durch LPS in Wildtyp, MK2""und MK2/3” Fibroblasten untersucht.
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Abbildung 7: Wildtypische, MK2- und MK2/MK3-defiziente Fibroblasten (MEF) wurden zu den aufgefiihrten
Zeitpunkten in Minuten (siche X-Achse) mit 100 ng/ml LPS behandelt. AnschlieBend wurde mittels Real-Time—
Polymerasekettenreaktion (Light Cycler 7500, Applied Biosystems) und der Auswertung nach ACT-Methode die
LPS induzierte relative Syntheserate der IL-10-mRNA bestimmt. Hierbei ist die unbehandelte wildtypische
Probe 100% und gilt als bezugnehmende GroBe (Y-Achse). Angegeben sind die Mittelwerte aus drei

verschiedenen Experimenten plus Standardfehler.

Wie in Abbildung 7 dargestellt kommt es anders als in Makrophagen in keiner der drei
untersuchten Zellkulturen unter Stimulation mit LPS zu einer signifikanten Heraufregulation

der Expression von IL-10 mRNA.
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3.4 LPS-induzierte NFkB/p65 und ATF2 Signalgebung in Fibroblasten

Um den o.g. Makrophagen typischen Mechanismus dem Fibroblasten-Modell
gegeniiberzustellen, wurde der in Abbildung 8 dargestellte Versuchsaufbau gewihlt, wobei
die Phosphorylierung der NFkB-Untereinheit p65 als Merkmal der NFxB-Aktivierung in
Fibroblasten hierbei charakterisiert wurde. Dem folgend wurden LPS Stimulationsreihen an
MEF Zellen vom Wildtyp, MK2" und MK2/3” durchgefithrt mit dem Ziel, die
Aktivierungskinetik von NFkB/p65 unter LPS zu beschreiben.
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Abbildung 8: Wildtypische, MK2”" und MK2"MK3"~ MEF-Zellen wurden an den oben aufgefiihrten
Zeitpunkten mit 200 ng/ml LPS stimuliert. Die Zelllyse, die elektrophoretische Auftrennung der Zelllysate sowie
der anschliefende Western Blot erfolgte wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben. Es erfolgte die
Detektion der dargestellten Signale mit Antikorpern spezifisch fiir Phospho-Serin536-p65 (Cell Signaling,
Boston MA), p65 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg), Phospho-Threonin71-ATF2 (Cell Signaling, Boston
MA) und ATF2 (Cell Signaling, Boston MA) in einer Verdiinnung von jeweils 1:2000 und GAPDH (Biodesign
International, Saco ME) in einer Verdiinnung von 1:20000 (A). AnschlieBend wurden die detektierten Signale
densitometrisch vermessen und graphisch dargestellt (B, C, D, E). Die Signifikanz wurde mittels Zwei-Weg

Analyse (Two-Way Anova) zusammen mit dem Bonferroni Test berechnet. Dabei ist p<0.05 signifikant.

Die vorangehend ausgefiihrten Befunde belegen, dass LPS in Fibroblasten eine Aktivierung
von STAT3 induziert, die durch Deletion des MK2 Gens unterbunden werden kann, wiahrend
die zusitzliche Deletion des MK3 Gens zu einer Wiederherstellung der Aktivierbarkeit von
STATS3 durch LPS in Fibroblasten fiihrt. Anders als fiir Makrophagen beschrieben, ist diese
MK?2 abhéngige Aktivierung von STAT3 jedoch nicht auf die LPS induzierte Expression von
IL-10 zuriickzufiihren. Es sollte nun in weiteren Experimenten geklart werden, ob andere
durch LPS induzierte Signalketten in Fibroblasten durch Deletion des MK2 Gens ebenfalls
gestort werden. Dariiberhinaus sollte untersucht werden, ob die LPS induzierte Expression
von IFN-B in Fibroblasten ebenfalls (wie in Makrophagen) MK2 abhéngig erfolgt. Hierzu
wurde zunichst die LPS induzierte Aktivierung von NFkB und ATF2 in Wildtyp, MK2"" und
MK?2/37 Fibroblasten untersucht und anschlieBend gepriift, ob die LPS induzierte Expression
der IFN-B mRNA in Fibroblasten MK2 abhdngig erfolgt.
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Wie in Abbildung 8 und 9 dargelegt, ist weder die LPS induzierte Phosphorylierung von p65
oder von ATF2 noch die Expression des IFN-B Transkriptes in Fibroblasten MK2 oder
MK?2/3 abhidngig. Auch ergeben sich im Hinblick auf die =zeitliche Kinetik der
Phosphorylierung von p65 (vgl. Ergebnis 3.4, Abb. 8 B), von ATF2 (vgl. Ergebnis 3.4, Abb. 8
C) und der Expression des IFN-B Transkriptes (vgl. Ergebnis 3.5, Abb. 9) keine Differenzen
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zwischen den drei Zelllinien. Entsprechend ist davon auszugehen, dass in Fibroblasten sowohl
die aktivierende Phosphorylierung von ATF2 als auch die Phosphorylierung von p65 MK2
unabhingig erfolgt. Entsprechend erfolgt auch die Expression des IFN-B Transkriptes in
Fibroblasten unabhingig von MK2 und MK3.

3.5 Untersuchung des Einflusses von MK2/3 auf die LPS-induzierte Interferon-f mRNA
Expression in Fibroblasten (MEF)
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Abbildung 9: Wildtypische, MK2- und MK2/MK3-defiziente Fibroblasten (MEF) wurden zu den aufgefiihrten
Zeitpunkten in Minuten (siche X-Achse) mit 100 ng/ml LPS behandelt. Anschlieend wurde mittels Real-Time—
Polymerasekettenreaktion (Light Cycler 7500, Applied Biosystems) und der Auswertung nach ACT-Methode die
LPS induzierte relative Syntheserate der IFN-B-mRNA bestimmt. Als house-keeping gene diente SDHA zur
Verrechnung. Hierbei ist die unbehandelte wildtypische Probe 100% und gilt als bezugnehmende Grofe (Y-

Achse). Angegeben sind die Mittelwerte aus drei verschiedenen Experimenten plus Standardfehler.

Im folgenden sind die Ergebnisse 3.1 bis 3.5 aus den jeweiligen knockout Zellpopulations-

Experimenten zusammengefasst: In Fibroblasten (vgl. Ergebnis 3.1, Abb. 2) wie in
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Makrophagen kommt es zur verzogerten STAT3 Aktivierung in Reaktion auf LPS[8]. Die
LPS induzierte STAT3 Aktivierung ist wie in Makrophagen auch in Fibroblasten MK2
abhéngig und kann durch kombinierten K.O. von MK3 wieder hergestellt werden (vgl.
Ergebnis 3.1, Abb. 2). Die LPS induzierte IFN-f Expression ist in Fibroblasten im Gegensatz
zu Makrophagen[8] nicht MK2 abhéngig (vgl. Ergebnis 3.2, Abb. 3 und Ergebnis 3.5, Abb. 9).
IL-10 induziert in Fibroblasten im Gegensatz zu Makrophagen kaum eine STAT3 Antwort
und wird durch Fibroblasten in Reaktion auf LPS anders als in Makrophagen nicht exprimiert
(vgl. Ergebnis 3.3, Abb. 4, Abb. 5 und Abb. 7). Bei den ATF2 und p65 Untersuchungen ist in
Fibroblasten im Gegensatz zu Makrophagen[8] die Gesamtexpression in MK2/MK3 D.K.O.
auf Proteinebene reduziert (vgl. Ergebnis 3.4, Abb. 8 A, D und E). Jedoch gibt es bei der
densitometrischen Auftragung der Phosphorylierung ATF2/p65 gegen das Gesamtprotein
ATF2/p65 keine Differenzen zwischen den verschiedenen Zelltypen (vgl. Ergebnis 3.4, Abb.
8 B und C). Den eigenen Befunden folgend ist die LPS induzierte ATF2/p65 Aktivierung in
Fibroblasten daher im Gegensatz zu Makrophagen[8] MK2 unabhéngig (vgl. Ergebnis 3.4,
Abb. 8 A, Bund C).

3.6 Etablierung von siRNA gegen MK2

In einem vorrangig methodisch orientierten zweiten Teil der Arbeit sollte erginzend zu den
knockout Versuchen (vgl. Ergebnis 3.1 bis 3.5) siRNA gegen MK2 und MK3 entwickelt und
getestet werden. Hierbei wurden siRNAs entworfen, die gegen unterschiedliche Bereiche der
kodierenden und nicht-kodierenden Sequenz der MK2 und daran ankniipfend auch der MK3
gerichtet sind (vgl. Ergebnis 3.6, Abb. 10 sowie Sequenzen im Methodenteil, Tab. 2). Die
MK?2 als Zielmolekiil fiir siRNA hat als Besonderheit im Western Blot zwei unterschiedlich
migrierende Isoformen, welche sich auf der 50 kDa und der 40 kDa Ebene detektieren lassen
(vgl. Ergebnis 3.6, Abb. 11). Unklar ist bislang, wie diese Isoformen entstehen. Mit Hilfe der
siRNA sollte zunéchst geklart werden, ob es sich bei beiden Banden tatsdchlich um die MK2
handelt und ob sich durch die verschiedenen Zielsequenzen die beiden Isoformen differenziell

beeinflussen lassen.
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Abbildung 10: Darstellung der MK2-mRNA Sequenz von 5 in 3’ Richtung. Die kodierende Sequenz (CDS,
coding sequence) ist grin dargestellt. Der restliche Abschnitt der mRNA zeigt den nicht in Protein iibersetzten
Bereich = untranslated region (UTR), Poly-A Schwanz (AAAAA).Verschiedene siRNAs (#1 bis #6) wurden
gegen spezifische Zielsequenzen (s. Abschnitt: Material und Methoden, Tab.2) der MK2 mRNA gerichtet. Dafiir
wurden siRNAs sowohl fiir kodierende (#1-3) als auch nicht-kodierende Bereiche (#4-6) der mRNA entwickelt.

Um die Effektstirke der jeweils eingesetzten MK2-siRNA zu quantifizieren, wurden die in
Abbildung 10 schematisch dargestellten siRNA zundchst in die Zelle transfiziert. Dabei
wurden sechs siRNA verwendet, die jeweils gegen einen bestimmten Abschnitt der
kodierenden oder nicht kodierenden Region der MK2-mRNA gerichtet waren. Die mit #1 bis
#3 nummerierten siRNAs wurden als Mix (vgl. Ergebnis 3.6, Abb. 11) verwendet und waren
gegen mehrere Bereiche der kodierenden Sequenz gerichtet. Zur Kontrolle wurde eine siRNA
verwendet, die sich gegen green fluorescent protein (GFP)-kodierende Plasmide richtet, die
endogen in den MEF-Zellen nicht vorkommen.

Abbildung 11 untermauert die Auswirkungen der jeweils eingesetzten siRNA auf die
Gesamtexpression der MK2. Festzustellen ist, dass die Verwendung von siRNA (vgl. MK2
siRNA #1, #2, #3, #5 und #6, Ergebnis 3.6, Abb. 11) gegen einen einzelnen Bereich der MK?2
mRNA vergleichbar starke herunter regulierende Effekte hervorruft, was an der verminderten
Expression des MK2 Proteins sichtbar wird und beide Isoformen gleichermalen betrifft (vgl.
Ergebnis 3.6, Abb.11). Bei der kombinierten Verwendung von siRNA, die gegen mehrere
Bereiche der mRNA von MK2 gerichtet ist (vgl. MK2-siRNA-Mix aus #1, #2 und #3, bzw.#4,
#5 und #6, Ergebnis 3.6, Abb. 11), ist die MK2 im Western Blot nicht mehr nachweisbar.
Abbildung 11 belegt, dass in den GFP siRNA-Kontrollen beide Isoformen der MK2
grundsitzlich aber detektierbar sind. Methodisch ist daher eine effektive Herunterregulation
der MK2 durch siRNA gelungen. Die Frage, ob sich auch die beiden Isoformen der MK2 mit
verschiedener siRNA (vgl. Ergebnis 3.6, Abb. 11) jeweils unterschiedlich herunter regulieren
lassen, ist zusammenfassend zu verneinen, so dass davon auszugehen ist, dass beide
Isoformen durch das gleiche Transkript kodiert werden, welches auch durch die Befunde der

MK2™ -Tiere gestiitzt wird, in welchen ebenfalls beide Isoformen vollstindig fehlen.
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Abbildung 11: MEF Zellen vom Wildtyp wurden mit den oben aufgefiihrten siRNAs gegen MK2 transfiziert (s.
Material und Methoden, Tab. 2). Die Zelllyse, die elektrophoretische Auftrennung der Zelllysate sowie der
anschlieBende Western Blot erfolgte wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben. Es erfolgte die
Detektion der dargestellten Signale mit Antikorpern spezifisch fiir MK2 (Cell Signaling, Boston MA) mit den
beiden Isoformen (obere, groBere 50 kDa und untere, kleinere 40 kDa Bande der MK?2) in einer Verdiinnung von
jeweils 1:2000 und GAPDH (Biodesign International, Saco ME) in einer Verdiinnung von 1:20000. Abbildung

11 wurde mit freundlicher Genehmigung von Dr. rer. nat. Christian Ehlting zur Verfligung gestellt.

3.7 Etablierung von siRNA gegen MK3

Im Rahmen weiterer siRNA Transfektionen wurde im Folgenden siRNA gegen MK3
gerichtet (vgl. Material Methoden 2.2.5.2, Tab. 2). Es galt auch hier eine siRNA zu generieren
und zu testen, die zu einem suffizienten knockdown der MK3 fiihrt. Abbildung 12
veranschaulicht das Ergebnis der Herunterregulation der MK3 in wildtypischen und MK2
defizienten Fibroblasten (MEF). Im Ergebnis ist ersichtlich, dass die Transfektion zur
Herunterregulation der MK3 in der MK2 freien Umgebung[19] gefiihrt hat. Im Gegensatz
dazu ist die MK3 Gesamtexpression im MK2-knockout bezogen auf die GFP Kontrolle
unverdandert. Hier ist zu erinnern, dass das MK3 Protein in den wildtypischen Fibroblasten im

Gegensatz zu den MK2"" Zellen aufgrund der niedrigen Expression[32, 44] im Western Blot
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nach Auftragung von Gesamtzelllysaten ohne MK3-Anreicherung z.B. durch eine

Immunprézipitation nicht detektierbar ist[19, 28].
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Abbildung 12: MEF Zellen vom Wildtyp und MK2 defiziente Zellen wurden mit siRNA im Mix (#1-3)
gerichtet gegen MK3 transfiziert (s. Material und Methoden, Tab. 2). Die eingesetzten MEF Zellen wurden zu
den oben aufgefiihrten Zeitpunkten mit 200 ng/ml LPS stimuliert. Die Zelllyse, die elektrophoretische
Auftrennung der Zelllysate sowie der anschlieBende Western Blot erfolgte wie im Abschnitt Material und
Methoden beschrieben. Es erfolgte die Detektion der dargestellten Signale mit Antikérpern spezifisch fiir MK2
(Cell signaling, Boston MA) mit den beiden Isoformen und MK3 (Bethyl Laboratories, Montgomery TX) in
einer Verdiinnung von jeweils 1:2000 und GAPDH (Biodesign International, Saco ME) in einer Verdiinnung von

1:20000.

Im Folgenden sind die Ergebnisse aus den aufbauenden Versuchsreihen 3.6 und 3.7
zusammengefasst: Die Methode des siRNA vermittelten knockdown von MK2 und MK3
konnte flir das Fibroblasten-Zellsystem im Rahmen dieser Arbeit etabliert werden (vgl.
Ergebnis 3.6, Abb. 11 und Ergebnis 3.7, Abb. 12). Es konnte nachgewiesen werden, dass bei
den verwendeten MK2-siRNAs bereits einzelne siRNA-Molekiile, die sowohl im kodierenden
als auch im nicht kodierenden Bereich binden (vgl. siRNA #1-3, #5-6), starke herunter
regulierende Effekte in Bezug auf beide Isoformen generieren. Die Summe der siRNA im
Mix (vgl. siRNA-Mix #1-3 kodierende Sequenz und siRNA-Mix #4-6 nicht kodierende
Sequenz) vermindert die MK2 Expression, so dass diese unterhalb der Nachweisgrenze im
Western Blot liegt. Ebenso lief3 sich die MK3 Gesamtproteinexpression durch geeignete MK3
siRNA im Mix (vgl. Material Methoden 2.2.5.2, Tab. 2) effektiv vermindern (Ergebnis 3.7,
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Abb. 12). Die Etablierung einer siRNA gegen MK2 und MK3 konnte somit zusammenfassend
erfolgreich durchgefiihrt werden.

3.8 Etablierung von transfizierter FLAG-markierter MK2

Nachdem in Transfektionsexperimenten (vgl. Ergebnis 3.6 und 3.7) die Etablierung von MK2
und MK3 siRNA effektiv nachgewiesen werden konnte, galt es nun in einem ebenfalls
methodisch orientierten Ansatz einen exogenen Faktor durch Lipofektion in die Zelle
einzufithren. Im Rahmen dieses Versuchssettings wird methodisch Fremd-cDNA in
Fibroblasten eingeschleust (vgl. Material und Methoden 2.2.5.3, Abb. 1), wodurch ein Faktor
verstdrkt exprimiert werden sollte. Dabei wird Plasmid-DNA in der Zelle unter der Kontrolle
eines im Plasmid vorhandenen CMV-Promotors exprimiert[126, 127], wodurch das im
Western Blot detektierbare Protein entsteht. Hier ging es vorrangig um die Frage, ob die
groe Variante der MK2 (vgl. Ergebnis 3.8, Abb. 14) durch dasselbe Transkript verglichen
mit der unteren Bande kodiert wird. Auf Grundlage dessen wurde ein Konstrukt, welches die
in ¢cDNA umgeschricbene mRNA-Sequenz des kodierenden Bereichs sowie die 3°-
untranslatierte Region der MK2 mit der vollstindigen Information fiir die Translation sowie
die in der 3‘-UTR potenziell vorhandenen regulatorischen Elemente trigt, in den zelluldren

Apparat transfiziert[ 128].

AATG

Untranslatierter Bereich
LR 3XFlag Codierende Sequenz (CDS) AAAAA-3¢

Abbildung 13: Schematische Darstellung der vollstindigen murinen MK2-mRNA-Sequenz (ohne ATG
Startcodon) mit 3XFLAG Markierung

Die FLAG-Markierung erlaubt bei der Detektion im Western Blot eine Unterscheidung
zwischen endogener und exogener MK2 mittels FLAG-spezifischem Antikdrper. Zur genauen
Verfahrensweise sei auf die Kapitel 2.2.5.1 und 2.2.5.3 Material und Methoden hingewiesen.
Hierbei sollte neben der Transfektion und Expression zusétzlich gepriift werden, ob sich beide
fiir die MK2 charakteristischen Isoformen durch die Transfektion der exogen zugefiihrten

vollstindigen MK2 mRNA Sequenz herstellen lassen. AuBlerdem galt es nachzuweisen, auf
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welcher Ebene im Western Blot ein entsprechendes Korrelat fiir das FLAG-MK2 Konstrukt

zu finden ist.
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Abbildung 14: In MEF Zellen vom Wildtyp und MK2-defiziente Zellen wurde das 3XFLAG Konstrukt mit der
nahezu vollstindigen mRNA der MK2 transfiziert. Die eingesetzten MEF Zellen wurden zu den oben
aufgefiihrten Zeitpunkten mit 200 ng/ml LPS stimuliert. Die Zelllyse, die elektrophoretische Auftrennung der
Zelllysate sowie der anschlieBende Western Blot erfolgte wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben.
Es erfolgte die Detektion der dargestellten Signale mit Antikorpern spezifisch fiir MK2 (Cell Signaling, Boston
MA) mit den beiden Isoformen und FLAG (M2) (Sigma-Aldrich, Darmstadt) in einer Verdiinnung von jeweils
1:2000 und GAPDH (Biodesign International, Saco ME) in einer Verdiinnung von 1:20000.

Wie Abbildung 14 belegt, konnte das MK2 FLAG Konstrukt effektiv in die Zellen transfiziert
werden. Nach elektrophoretischer Auftrennung ist das FLAG-getaggte MK2 Protein zwischen
den beiden Isoformen der MK2 im Western Blot detektierbar. Es ist naheliegend, dass es sich
dabei um die untere, kleinere Isoform der MK2 handelt, da die FLAG-Markierung das MK2-
Protein nachweislich um 3 kDa vergrofert.

Zusammenfassend wurde im Rahmen der Uberexpressionsexperimente die Etablierung von
transfizierter FLAG-markierter MK2 in Fibroblasten im Rahmen der Arbeit nachgewiesen

(vgl. Ergebnis 3.8, Abb. 14).
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4. Diskussion

4.1 Diskussion experimenteller Teil

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Charakterisierung der LPS induzierten STAT3
Aktivierung in Fibroblasten. Ergebnisse der Arbeitsgruppe konnten belegen, dass MK2 in
Makrophagen bei der LPS vermittelten inflammatorischen Antwort eine wichtige Rolle bei
der IL-10 induzierten STAT3 Aktivierung spielt[2]. Davon ausgehend sollte diese Arbeit wie
eingangs erwidhnt priifen, ob auch andere Entziindungs-Zellen dabei involviert sind.
Fibroblasten sind am Entziindungsgeschehen beteiligt. Basierend auf den Voruntersuchungen
an Makrophagen wurden diese Befunde Fibroblasten gegeniibergestellt und verglichen[8].
Aus Ergebnissen der Arbeitsgruppe und anderer konnte belegt werden, dass es in
Makrophagen nach Behandlung mit LPS zu einer aktivierenden Phosphorylierung von
STAT3 kommt[2, 7, 8, 125], dessen verzogert einsetzende und lang anhaltende Aktivierung
durch das Zytokin IL-10 vermittelt wird und im Rahmen der Kontrolle der Genexpression
eine wichtige antiinflammatorische Rolle spielt. Um eine wesentliche zielsetzende
Fragestellung dieser Arbeit zu beantworten, ldsst sich aus dem gegenwirtigen Kenntnisstand
der Literatur und den eigenen Ergebnissen abschlieBend bejahen, dass Makrophagen und auch
andere Zellen wie Fibroblasten (vgl. Ergebnis 3.1, Abb. 2) im Rahmen der
Entziindungsreaktion auf LPS hin eine nach ca. 80 min verzogert einsetzende lang anhaltende
STAT3 Aktivierung generieren, was fiir Fibroblasten-Zellpopulationen bisher nicht bekannt
war. Um neben der Zelltypspezifitit Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen
Makrophagen und Fibroblasten auszuarbeiten, wurde der Einfluss der beschriebenen
Proteinkinasen MK2 und MK3 auf das LPS induzierte Entziindungsgeschehen analysiert,
welche in Makrophagen basierend auf den Daten der Literatur essentiell fiir die Expression
von IL-10 und IFN-f sind[1, 2, 19, 20, 27, 28]. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe identifizierten
einen LPS und auch Viren spezifischen Mechanismus, der im Wesentlichen darin besteht,
dass ein Typ I Interferon abhéngiger Riickkopplungsmechanismus die Expression von IL-10
(vgl. Diskussion 4.1, Abb. 15) und die nachfolgende induzierte langanhaltende STAT3
Aktivierung durch IL-10 kontrolliert, deren Induktion an die Anwesenheit der MK2 und MK3
gebunden ist und fiir Makrophagen gilt[8].



50

—] MK3

p38
Makrophagen: —> | MK2 |---------- > | [FN-p | —> | IFNAR |———> | IL-10

Abbildung 15: Schematische Darstellung der LPS induzierten IL-10 Expression in Makrophagen

Um die nichste einleitend zielsetzende Fragestellung dieser Arbeit zu beantworten, belegen
eigene Untersuchungen, dass im Fibroblasten-Zellmodell (vgl. Ergebnis 3.1, Abb. 2) die LPS
induzierte STAT3 Aktivierung auch MK2 abhéngig ist und in beiden Zellspezies[8] durch
kombinierte Deletion von MK2 und MK3 wieder hergestellt werden kann, wobei der
Fibroblasten-spezifische Befund bisher in der Literatur nicht beschrieben wurde.

Bezugnehmend auf die oben beschriebene Relevanz der LPS abhdngigen Typ I Interferon
abhingigen Riickkopplung wihrend inflammatorischer Reaktionsketten wurde im Rahmen
der Arbeit in einem ndchsten vergleichenden Ansatz die Relevanz der IFN-f abhidngigen
STAT3 Aktivierung[103] im Entziindungsgeschehen an beiden Zelltypen (Fibroblasten und
Makrophagen) auf die Abhéngigkeit der Faktoren MK2 und MK3 gepriift. Hierflir wurden zur
Abgrenzung der LPS induzierten Zytokinexpression gegeniiber anderen Mediatoren im
ndchsten Schritt vergleichende Experimente mit IFN-B als Stimulans durchgefiihrt (vgl.
Ergebnis 3.2, Abb. 3). Vorarbeiten der Arbeitsgruppe belegten, dass die Stimulation mit
Interferon-f in Makrophagen eine MK2 unabhingige STAT3 Aktivierung induziert[8]. Im
eigenen experimentellen Vergleich mit Fibroblasten (vgl. Ergebnis 3.2, Abb. 3) konnte
untermauert werden, dass Fibroblasten mit IFN-f als Stimulus ebenso STAT3 induzieren und
zwar auch MK2 unabhingig. Damit ist die Fragestellung zum gemeinsamen Mechanismus der
IFN-B induzierten voriibergehend kurzen nur transient generierten MK2 unabhéngigen
STAT3 Aktivierung als Zellspezies-iibergreifende Signalkette flir Makrophagen und
Fibroblasten-Zellsysteme mit Ja zu beantworten[129], wobei diese Beobachtungen an
Fibroblasten in der Form gegenwartig nicht beschrieben sind. In Ergdnzung zu den Western
Blot Protein-Untersuchungen wurden RNA Priparationen durchgefiihrt (Ergebnis 3.5, Abb. 9),
um der Fragestellung nachzugehen, ob Fibroblasten in Gegenwart von LPS IFN-B
produzieren und welche Rolle dabei MK2 und MK3 spielen. Eigene Beobachtungen belegen
dabei, dass wildtypische, MK2 sowie MK2/3 kombiniert defiziente Fibroblasten alle nach
LPS Stimulation verstarkt IFN-f mRNA produzieren (vgl. Ergebnis 3.5, Abb. 9). Dies steht
im Kontrast zu Makrophagen, bei denen die Synthese von Interferon-f MK2 abhingig erfolgt
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[2, 8]. Die Ursache der hier belegten LPS induzierten MK2 unabhéngigen IFN-f3 Expression
in Fibroblasten bleibt zu kldren (vgl. Diskussion 4.1, Abb. 16). Im Gegensatz zu diesem
Befund ist die LPS-induzierte IFN-B Expression in Makrophagen MK2 abhingig[8], so dass
eine zielsetzende Fragestellung dieser Arbeit eine auf die Zellpopulation iibergreifende
mechanistische Gemeinsamkeit zwischen Fibroblasten (vgl. Ergebnis 3.5, Abb. 9) und
Makrophagen beziiglich der LPS induzierten IFN-B Expression im beobachteten Zeitfenster
aufgrund des Unterschiedes der MK2 Relevanz in Makrophagen zu verneinen ist, was der
Literatur folgend zuvor nicht bekannt war.

Basierend auf den Vorergebnissen aus den Untersuchungen, die an Makrophagen erfolgten,
wurde angenommen, dass LPS via MK2 und MK3 die Expression von IFN-f und IL-10
steuert. Dabei regulieren MK2 und MK3 auf transkriptionellem Weg die IFN-f3 Expression
und hierdurch indirekt auch die IFNAR vermittelte Expression von IL-10, die in
Makrophagen eine Aktivierung von IFNAR voraussetzt. Die Stabilisierung des IL-10
Transkriptes wiederum erfordert die Aktivierung der MK2[8]. Bezugnehmend auf eine
weitere grundlegende Fragestellung dieser Arbeit sollte mit den folgenden Versuchsreihen
gepriift werden, ob der fiir Makrophagen spezifisch ausgearbeitete Mechanismus mit IL-10
als der zentrale Mediator fiir das LPS induzierte inflammatorische Geschehen im Kontext der
langanhaltenden STAT3 Aktivierung auf das Fibroblasten-Zellsystem iibertragbar ist.
Basierend auf den eigenen Untersuchungen ist diese Fragestellung eindeutig zu verneinen, da
IL-10 in Fibroblasten im Gegensatz zu Makrophagen kaum eine STAT3-Antwort induziert
(vgl. Ergebnis 3.3, Abb. 5). Durch LPS pre IL-10 als Vorinkubationsversuch mit der daran
ankniipfenden Fragestellung einer mdglichen IL-10 Rezeptorsensibilisierung durch die
Vorbehandlung mit LPS, zeigen vorldufige Befunde in Gegenwart von LPS eine zeitversetzte
STAT3 Aktivierung durch IL-10 (vgl. Ergebnis 3.3, Abb. 6). Vergleichbare Daten sind
diesbeziiglich noch nicht vorhanden.

Ebenso beweisen die hier durchgefiihrten Experimente, dass IL-10 in Fibroblasten in
Reaktion auf LPS nicht exprimiert wird (vgl. Ergebnis 3.3, Abb. 7), was ein grundlegender
Unterschied zu Makrophagen ist[130, 131]. Damit ist die erste zusammenfassende und
grundlegend zielsetzende Fragestellung dieser Arbeit, ob fiir die Regulation der STAT3
Aktivierung in Reaktion auf die Stimulation mit LPS in Fibroblasten vergleichbare
Signalketten wie der Makrophagen spezifische Effekt iiber Typ I Interferon abhéngige IFNAR
riickgekoppelte IL-10 Expression mit nachfolgender lang anhaltender verzogerter MK2
abhéngiger STAT3 Aktivierung existieren, wie folgt zu beantworten: Gemeinsam ist beiden

Zellsystemen die Endstrecke, dass LPS nach zwei Stunden STAT3 verzogert induziert. Als
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mechanistische Gemeinsamkeit auszuschlieBen und damit in Bezug zur Fragestellung zu
verneinen ist, dass Fibroblasten den eigenen Befunden folgend den Entziindungsmediator IL-
10 nicht exprimieren (vgl. Ergebnis 3.3, Abb. 7) im Gegensatz zu Makrophagen|2, §].

Die eigenen Experimente belegen, dass die LPS induzierte STAT3 Aktivierung in
Fibroblasten zwar MK2 abhdngig ist, jedoch nicht iiber die Freisetzung von IL-10 vermittelt
wird (vgl. Ergebnis 3.3, Abb. 7 und Diskussion 4.1, Abb. 16).

Fibroblasten: LPS | —> | MK2 STAT3

Abbildung 16: Schematische Darstellung der LPS induzierten STAT3 Aktivierung in Fibroblasten

Zukiinftig bleibt zu kldren, welcher Mediator fiir die Initiierung der LPS induzierten STAT3
Aktivierung in Fibroblasten verantwortlich ist.

Uberleitend zu einer nichsten Fragestellung galt es, die aus der Literatur bekannten Faktoren
ATF2 und NF«B fiir die Regulation der LPS induzierten Genexpression im Fibroblasten
Zellsystem den Makrophagen gegeniiberzustellen[132]. ATF2 ist ein downstream-target von
p38 und damit moglicherweise an der Signalweiterleitung ausgehend von MK2 und MK3
indirekt beteiligt[42]. Der p38- und der NFxB-Signalweg stehen dabei iiber cross-talk in
Verbindung[30]. Aus anderen Arbeiten ist gegenwartig belegt, dass LPS in Makrophagen
auch ATF2 induziert[2, 133]. ATF2 kontrolliert hierbei die Transkriptionsaktivitit auf TLR-
induzierte Stimuli wie LPS in Makrophagen. So wurde in dieser Arbeit experimentell
versucht, vergleichende Mechanismen in Fibroblasten zu finden, deren Relevanz in der
Aufschliisselung der Bedeutung von MK2 und MK3 liegt. Basierend auf den Erkenntnissen,
dass Fibroblasten LPS responsiv sind und ATF2 aktivieren, galt es zu priifen, ob sich in
Fibroblasten spezifische Effekte auf die Induktion und Aktivierbarkeit von ATF2 und
p65(NF«B) in Abhingigkeit von MK2 und MK3 nachweisen lassen. Diese Fragestellung lief3
sich abschlieBend insofern beantworten, dass den eigenen Beobachtungen zufolge LPS nach
Deletion von MK2 sowie in der kombinierten MK2 und MK3 Deletion ATF2 und p65(NF«kB)
aktiviert (vgl. Ergebnis 3.4, Abbildung 8). Allerdings ist die Gesamtexpression von
ATF2/p65(NFkB) im MK2/MK3 Doppel-Knock-Out (D.K.O.) sowohl auf Proteinebene als

auch auf Phosphorylierungsebene im Gel reduziert, was ein entscheidender Unterschied zu
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Makrophagen ist[8]. Hingegen sind bei densitometrischer Analyse der Phosphorylierung von
ATF2/p65(NF«B) bezogen auf das Gesamtprotein ATF2/p65(NFxB) keine signifikanten
Differenzen in der LPS-vermittelten Aktivierbarkeit zwischen den unterschiedlichen knock-
out-Zelltypen nachweisbar (vgl. Ergebnis 3.4, Abb. 8). Diese beiden Beobachtungen sind in
der Literatur bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht beschrieben und legen nahe, dass MK3 in
Fibroblasten im Gegensatz zu Makrophagen einen regulatorischen Einfluss auf die

Gesamtexpression von ATF2 und p65(NF«xB) haben koénnte.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen Makrophagen
und Fibroblasten bzgl. der IFN-B Synthese und der STAT3 Aktivierung herausgearbeitet
werden. Hierbei spielt die zeitliche Kinetik also die kurzfristige gegeniiber der langanhaltend
verzogerten STAT3 Aktivierung in der Gegeniiberstellung eine Rolle. Dabei galt es
herauszufinden, ob einzelne Beobachtungen Makrophagen spezifische Phdnomene sind oder
ob sie zelliibergreifend analog in Fibroblasten zu finden sind. Nach eigenen Untersuchungen
konnte zusammenfassend im Gegensatz zu Makrophagen[2] ausgeschlossen werden, dass IL-
10 der Vermittler der LPS-induzierten STAT3 Aktivierung in Fibroblasten ist (vgl. Ergebnis
3.3, Abb. 7).

In vergangenen Arbeiten konnte bewiesen werden, dass in Makrophagen Typ-I-Interferone
vermittelt iiber IFNARI und iiber IL-10 eine verzdgerte aber anhaltende STAT3 Aktivierung
hervorrufen|[2, 8]. Basierend auf der sich davon ableitenden Fragestellung sollen zukiinftige
Untersuchungen mogliche LPS-induzierte STAT3 Aktivatoren in Fibroblasten identifizieren:
Hier nennt die Literatur beispielsweise LIF[134] oder Cardiotrophin-1{135]. Letztlich ist zum
gegenwairtigen Zeitpunkt unklar, welcher LPS induzierte Mediator MK2-abhéngig STAT3 in
Fibroblasten aktiviert, so dass diese Fragestellung im Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet
werden konnte. In Ergidnzung zu dem konnten Experimente der Arbeitsgruppe bereits
Mechanismen in der Signaltransduktion in MK3 defizienten Makrophagen aufkliren[8], in
Anlehnung an MK3 defiziente Fibroblasten gibt es bislang noch keine Daten.

Die erweiterte Fragestellung beziiglich der "Substratspezifitit" insbesondere im p38-
Signalweg lédsst sich zuletzt nur unklar beantworten[136], da offen bleibt, ob MK3 ein
eigenstindiger Faktor einer Signalkaskade oder Voraussetzung fiir eine unbekannte Grof3e ist.
Zum Schluss sei die "Zelltypspezifitit" im Rahmen dieser Arbeit hervorzuheben[135], der
eine kontextspezifische aber modulierbare Regulation des Entziindungsmechanismus auf
einen definierten Stimulus wie LPS in verschiedenen Zelltypen zugrunde liegt[137]. Hierbei

liegt die Besonderheit darin, dass die Signalkette innerhalb des einen Zelltyps auf einen
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definierten Reiz zur Expression eines bestimmten Proteins fiihrt, in der die Anwesenheit
bestimmter nachrangiger in den Transduktionsmechanismus involvierter Faktoren bekannt ist.
Interessant ist nun, dass derselbe definierte Reiz in einem anderen Zelltyp die Expression
desselben Proteins generiert, obwohl einzelne Faktoren in der zelluliren Signalkette eines
anderen Zelltyps nachweislich fehlen bzw. nicht hochreguliert werden (vgl. Ergebnis 3.3, Abb.
7). In Bezug auf die eingangs zielsetzende Fragestellung nach der Vergleichbarkeit der LPS
induzierten STAT3 Aktivierung in Makrophagen und Fibroblasten im Kontext der
Signalverkettung legen die mit dieser Arbeit erzielten Befunde nahe, dass nicht jeder Zelltyp
alle zur Genexpression bekannten Faktoren eines anderen Zelltyps zur Expression des
Proteins benétigt. Daran ankniipfend ist denkbar, dass das Fehlen einzelner oder mehrerer

Faktoren im zelluldren Signalnetzwerk durch cross-talk kompensiert werden kann.

4.2 Diskussion methodischer Teil

In einem vorrangig methodisch orientierten zweiten Teil galt es, siRNAs zu etablieren mit
deren Hilfe MK2 und MK3 selektiv herab reguliert werden konnen. Damit sollte die zweite
grundlegend zielsetzende Fragestellung dieser Arbeit beantwortet werden, ob die verwendeten
siRNAs einen Einfluss auf die Proteinexpression von MK2 und MK3 haben und ob die
aufgefithrte MK2 mRNA im Rahmen des Transfektionsexperiment beide Isoformen kodiert.
Im Rahmen dessen wurden daher siRNAs, welche auch gegen nicht translatierte Bereiche
gerichtet waren, analysiert, um die Fragestellung einer siRNA induzierten MK2 mRNA-
Degradation aufgrund unterschiedlicher Zielsequenzen und deren Auswirkungen auf das
Proteinexpressionslevel bezogen auf die beiden MK2 Isoformen untereinander zu
beantworten.

Den eigenen Befunden folgend (vgl. Ergebnis 3.6, Abb. 10 und 3.7, Abb. 11) ist die Methode
der siRNA Transfektion gelungen, so dass die Fragestellung der Etablierung von effizienter
siRNA gegen MK2 und MK3 (vgl. Material Methoden 2.2.5.2, Tab. 2) mit nachweislicher
Minderung der Proteinexpression abschlieBend zu bejahen ist. Einzig miRNA #4 ist
gegeniiber den anderen siRNA nicht dquipotent. Daten der Literatur belegen, dass siRNA
Transfektionsversuche fiir p38-MAPK im Fibroblasten-Zellmodell bereits durchgefiihrt
wurden[ 138], nicht aber fiir MK2 oder MK3.

AbschlieBend galt es, die zielsetzende Fragestellung zu beantworten, ob die Expression eines

co-transfizierten Plasmides, welches die vollstindige mRNA-Sequenz der murinen MK2
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inklusive der 5" und 3" regulatorischen Sequenzen enthilt, im Rahmen der Transfektion des
kompletten Transkriptes (und nicht nur der kodierenden Sequenz) in Fibroblasten zur
Expression beider Isoformen fiihrt. Den eigenen Befunden folgend fiihrt die Kotransfektion
von MK2-FLAG nur zur Expression der unteren Bande der MK2 (vgl. Ergebnis 3.8, Abb. 14)
statt der bekannten zwei Isoformen[20]. Es wurde angenommen, dass ein co-transfiziertes
Plasmid mit der DNA-Sequenz der MK2 inklusive FLAG-Markierung zur Unterscheidung
zwischen endogener und exogener MK2 (vgl. Material Methoden 2.2.5.3) in Fibroblasten
exprimierbar ist. Eigene Experimente belegen, dass das MK2 FLAG-Konstrukt als
translatiertes Protein im zelluldren Sytem vorliegt, jedoch nur eine exogene MK2 Isoform
hervorbringt (vgl. Ergebnis 3.8, Abb. 14). Den hier dargestellten Befunden nach sind
unterschiedlich groe mRNA Isoformen vermutlich nicht die Ursache der zwei endogenen
Isoformen. Diese Entdeckung stellt den zugrundeliegenden Mechanismus dieses Befundes vor
ein bisher nicht bekanntes Prinzip und ist so nicht in der Literatur beschrieben. Im Vergleich
dazu besteht die humane MK2 nur aus einer Isoform[8], daher ist das beobachtete Phidnomen
mit zwei unterschiedlich groBen MK2 Isoformen speziesspezifisch nur bei der Maus zu finden.
Zielsetzung zukiinftiger Experimente ist es, beide Isoformen der MK2 herzustellen und deren
jeweilige Auswirkungen auf intrazelluldre Signalgebungsprozesse zu untersuchen. Dariiber
hinaus wird die Frage, ob beiden Isoformen das gleiche Transkript zugrunde liegt, noch zu
beantworten sein.

Zusammenfassend belegen die bisherigen Experimente, dass der knockdown durch siRNA
und die Kotransfektion des FLAG-MK2-Plasmids methodisch funktioniert und die
Konzentration der MK2 innerhalb der Zelle verdndert. Den hier zugrundegelegten eigenen
Untersuchungen folgend, wird der zelleigene Signaltransduktionsmechanismus dadurch

jedoch nicht beeintrachtigt.
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5. Ausblick

Die LPS induzierte STAT3 Aktivierung in Fibroblasten und vergleichend dazu in
Makrophagen wurde im Rahmen dieser Arbeit analysiert. Dabei ist MK2 grundsitzlich
essentiell fiir die Zytokinexpression insbesondere fiir IL-10, IFN-B und auch STAT3][2, §].
Aus eigenen Experimenten ist abschlieBend davon auszugehen, dass sowohl IL-10 als auch
die Kostimulation mit IL-10 das LPS-induzierte STAT3 Signal in Fibroblasten im Gegensatz
zu den Makrophagen (vgl. Ergebnis 3.3) nicht vermittelt. Eine Makrophagen typische
autokrine IL-10 Wirkung unter LPS ist folglich in Fibroblasten ausgeschlossen. Ergebnisse
der Arbeitsgruppe konnten die Bedeutung der LPS induzierten MK2 abhdngigen IFN-B
Expression flir die kurze schnelle als auch die langanhaltend verzégerte STAT3 Aktivierung
in Makrophagen kldren[8]. Eigene RNA Experimente untermauern, dass die [FN-f mRNA
Synthese auf LPS zeitlich und mengenméfBig in Fibroblasten MK2 und MK3 unabhingig ist
(vgl. Ergebnis 3.5, Abb. 9) im Gegensatz zu Makrophagen[8]. Dariiberhinaus wurde belegt,
dass die IFN-f induzierte STAT3 Aktivierung in Fibroblasten MK2 und MK3 unabhéngig ist
(vgl. Ergebnis 3.2, Abb. 3, [8]). Hier gilt es ausblickend, den Teil des Mechanismus der
Sekretion des IFN-B Proteins in Fibroblasten zu entschliisseln, welcher sich vom MKZ2/3-
abhdngigen Mechanismus in Makrophagen unterscheidet. Offen bleibt die abschlieende
Frage, welcher Mediator in Fibroblasten das LPS induzierte STAT3 Signal vermittelt.

Aus Transfektionsversuchen mit siRNA gegen Bereiche der kodierenden und nicht
kodierenden Sequenz der MK2 und MK3 wurde nachgewiesen, dass beide Faktoren iiber
diese Methode in ihrer Proteinexpression herunter regulierbar sind. Ob sich dabei die
Signaltransduktion beeinflussen ldsst, ist zukiinftigen Arbeiten vorbehalten. Aus
Uberexpressionexperimenten[139] mit dem FLAG-MK2-Konstrukt in Fibroblasten bleibt zu
klaren, warum trotz vollstindiger mRNA Sequenz der MK2 nicht beide Isoformen der MK2
sondern nur die kleinere von beiden hergestellt wird. Denkbar wire, dass sekundire

Modifikationen wie posttranslationale Prozesse eine Rolle spielen.
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