Regulation der IL-6-induzierten Jak/STAT Signaltransduktion
Reduktion der SOCS3 Expression durch Glukokortikoide
und

Systembiologische Analyse der Funktion von SHP2

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium
(Dr. rer. nat.)

genehmigt durch die Fakultat fir Naturwissenschaften

der Otto-von-Guericke Universitat Magdeburg

von Dipl.-Biologin Anna Dittrich

geb. am 22.01.1983 in Duisburg

Gutachter:  Prof. Dr. rer. nat. Fred Schaper
Prof. Dr. rer. nat. Gerhard Miller-Newen

eingereichtam: 28.11.2011
verteidigt am: 28.02.2012



Veroffentlichungen

Veroffentlichungen

wesentliche Teile der vorliegenden Arbeit wurden veréffentlicht:

Dittrich, A.* , Khouri, C.*, Sackett, S.D., Ehlting, C., Bohmer, O., Albrecht, U., Bode, J.G., Trautwein, C.,
and Schaper, F. (2012) Glucocorticoids increase interleukin-6 dependent gene induction by inter-

fering with the expression of the SOCS3 feedback inhibitor, Hepatology 55, 256-266.
Quaiser, T., Dittrich, A., Schaper, F., and Ménnigmann, M. (2011) A simple work flow for biologically
inspired model reduction - application to early JAK-STAT signaling, BMC Syst. Biol. 5, 30.

Dittrich, A.*, Quaiser, T.*, Khouri, C., Schwache, D., Ménnigmann, M., and Schaper, F. (2011) Model
driven refinement of the function of SHP2 in IL-6-induced signal transduction, [zur Publikation

eingereicht]

* gleichberechtigte Erstautoren

Weitere Veroffentlichungen:

Khouri, C., Dittrich, A., Sackett, S. D., Denecke, B., Trautwein, C., and Schaper, F. (2011) Glucagon
counteracts interleukin-6-dependent gene expression by redundant action of Epac and PKA, Biol.

Chem. 392, 1123-1134.

Dittrich, A., Siewert, E., and Schaper, F. (2011) Determination of protein turnover rates using a ra-
dioactive pulse chase approach, Protocols in JAK-STAT Signalling, Humana Press Methods in Mole-

cular Biology [zur Publikation akzeptiert]

Review:

Eulenfeld, R., Dittrich, A., Khouri, C., Miiller, P.J., Mitze, B., Wolf, A., and Schaper, F. (2011) Interleu-
kin-6 signalling: more than Jaks and Stats, Eur. J. Cell. Biol. [zur Publikation akzeptiert]


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dittrich%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Khouri%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sackett%20SD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ehlting%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22B%C3%B6hmer%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Albrecht%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bode%20JG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Trautwein%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schaper%20F%22%5BAuthor%5D

Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
VL= o {04 LT o TV =T o PO PSPPSR i
INNAIESVEIZEICRNIS ..t e st e bt e e s st e e sbe e e sabeesabeesbeeesareeenneas ii
IO Y101 1= o = PR 1
O AV o] 4 T T SR 1
1.2, INEEIIEUKIN-B....eeeee ettt ettt e st e s bt e s e e sbeesneeesareeennneeas 1
1.2.1.  AKUt-Phase REAKLION .....ccocuiieiiieiiieee ettt ettt st esnee e sbee e 2
1.2.2. IL-6-induzierte Jak/STAT Signaltransduktion..........ccceeeeueieeiiieeiiie e 2
1.3. Negativregulation der IL-6 SignaltransduKtion ...........ccoeeiiiiiieiiiiie e 4
1.300. SHP2 ettt b e e h e h e sttt et b e b e beesbeesaeeenre s 4
132, SO S e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaaaaaaeaens 6
1.4, GIUKOKOIIKOIAE. .. .eeeeiiieeiiieeite ettt ettt ettt sttt e e st e s bt e e st e e sabeeesateesabeeesaneenns 8
1.4.1. Physiologische Funktionen der Glukokortikoide..........ccccoocuieiiiiiiiicciie e, 8
1.4.2. Synthetische GIUKOKOItiKOIdE .....coeeeiiiiicee e e 8
1.4.3. Glukokortikoid-induzierte Signaltransduktion ..........ccccceeeviiiiiiniiin e, 9
1.5. Interaktion zwischen Glukokortikoiden und Zytokinen.........cccccveieiieiiiccieie e, 11
O STy =Y 0 o oY ] Fo = T PSP PP 14
1.7. DifferentialgleichuUngSmMOodelle........c.uiiiiiiiii e e e 15
1.7.1.  ParameterSCRAtZUNG .....ooiiiciiiee ettt ettt ette e e e e bae e e e e ate e e s ebteeeeebaeeesebenaaesnnes 17
1.7.2. Analyse der Parametergiite durch Y2 — TestS....coccciivciiieiiiiiee e ree e 17
1.7.3.  IdentifizierbarkeitsSanalySe ......ccccuiiiiiiiiii i 17
1.8. Systembiologische Analyse der Regulation des Jak/STAT Signalweges.......c.ccccceeeevreecverennee. 19
2. ZiElE der ATDEIt . . ettt ettt e b e bt e be e s aeeeaeeeaeeas 21
3. Material UNd MeThOAEN .........iiiiiiee et 22
IR O @ 1= 1 411 =T o TSPV PROPRRPRRT 22
3.2, INRNIDITOIEN oottt st st eane s 22
K A o] (1 LTS 22
K Y o 41 o] g 1= SO USSR 22
TR T o 1 o [PPSO PP OPRO PP 24
3.6, PrIMEI ittt 26
3.7.  ProkaryontiSChe ZElEN.......uu e e e e e e s 26
3.7.1. Kulturbedingungen fir prokaryontische Zellen ..........cccccoeeeeeiiie e, 26
3.7.2. Herstellung kompetenter BaKterien ... 27
3.7.3. Transformation und Aufreinigung von Plasmiden .......cccccceeeeiiieeiiciiee e, 27
3.7.4. Quantitative Bestimmung von NUKIEINSAUren .........cceeeviieiiciiiee e, 27
3.8. Eukaryontische Zellen und in vivo Versuche.........cccoccuviiiieie e 28
3.8.1. Kulturbedingungen fir eukaryontische Zelllinien..........coceeeeiieeicciiee e, 30
3.8.2. StimulationsbediNgUNZEN ...ccc.eviiieciee e re e s 30



Inhaltsverzeichnis

3.8.3. Bestimmung des ZellVOIUMENS ..........cuviiiiiiiii ettt e e s 30
3.8.4. Retrovirale Transduktion eukaryontischer Zellen ........ccccocvevvcieiiinciee e, 31
3.8.5. Isolation und Kultivierung primdrer muriner Hepatozyten........ccccocvvevevcieeeivcieeneeenneen. 31
3.8.6. lIsolation der Leber und des Serums aus MEUSEN ......cccceveerierieriieenieeneenieesee e 31
I T (o o 1=V V- U RN 32
RS TS S S 1 2 PO 32
3.9.2. Agarose-GelelektrOphOreSe ... ... iiiiiiiiiiii et 32
3.9.3.  ReStrKEONSVEITAU ..cc.eeeiiiiiieiieee e 33
3.9.4. Ligation vON DNA FragmeNnten .........uuuuuuuiuuuiiriieiiiiieieieieieieiiieiererereeeeereaerenee.... 33
3.9.5. Ligation von PCR Produkten in pPCR8/GW/TOPO ........ccoeeeeeeieereeeereeeeree et eeve e eenees 34
3.9.6.  SEOUENZIEIUNS .. .eeeiiitiiieeeeeetitte et e e e e ettt e e e e e e st et e e e e e s e s saabteeeeeesesasanbeaaeaeeessannsseaeaeens 34
3.10. Proteinchemische und immunologische Methoden........ccccccuvviiiiiiiiiiciiiiecce e, 34
R 0I5 41|12 TS 34
3.10.2. Immunprazipitation von Proteinen aus Zelllysaten ..........cccceecveeeeeciieeicciee e, 35
3.10.3. Quantifizierung von intrazelluldaren Proteinen.......cccccevecieeeiiciiee e 35
3.10.4. ZellfraktiONIEIUNG .....viei ittt e e e e e e s e e e s abe e e e snbaeeesnbeeeeenrenas 36
3.10.5. Proteinbestimmung nach Bradford............coouiii e e 37
3.10.6. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAge)......cccccveveeecuiieeeecrieeeeeiieee e e 37
3.10.7. WESEEIN BlOT ..ttt ettt ettt ettt sbe e b sne e et e eneean 38
3.10.8. Detektion von Proteinen mittels Immundetektion..........ccoceeviieiiiiiinieiiiiieeeeeee, 39
3.10.9. Intrazelluldre DurchflusszytomMetrie.....cccuuiiiiiiieiecee e 40
3.10.10. Kopplung von Primédrantikérpern mit Phycoerithrin.........ccccocceeeeciieiecciiee e, 40
3.10.11. Extrazelluldre DUrchflusszytoOmetrie........cccoccueieeciiiiee e e 41
3L10.12. ELISA et sttt e n e b r e ree s aaeeare s 41
3.10.13. Konfokale MiKroSKOPIE .....ceccuiiiiiiiiiieciite ettt e e aee e e 42
3.11. Molekular- und zellbiologische Methoden ..........ccueiivciieiiiiiiieicee e 43
3.11.1. REPOIEIEEN-ASSAY ...uuuururrurururerrrerrrrrerererererersrerererererreerere———.—————————————.............—.——————————— 43
3.11.2. Liposomale Transfektion mit Lipofectaming 2000..........cccceeeecuiieeeeciieeecciiee e e, 43
3.11.3. Lyse der transfizierten ZEHEN .....cooueiei e 44
3.11.4. LUZIfEIASE ASSOY .eooeeeieeieciiieeeeeiete e ettt e e sttt e e e stte e e e bte e e e s abbaeeesssbeeeeassbaeeessstaeeeasseeeesnssees 44
0 I R T 4 o | 1 TP PP PPPPTOROPPPPPP 45
3.12.5.2. RNA ISOIAtION . ccutiieiieeiee ettt st sne e e s re e e 45
3.11.5.2. Reverse-Transkriptase PCR .......coccuiiiiiiiiii ettt e e s saae e 45
3.11.5.3. REAIEIME PCR...coiiiiieee ettt ettt sttt et s 45
3.11.6. Transfektion VON SIRNA ..ottt s 46
3.12. StatistiSChe ANAIYSE.... e e e e e e e e e e e e s e e narrraeea s 46
3.13. Mathematische MOdeIlIEIUNG .........oeeviei i e e e e ee e s 46
O 7Y o] Y11 IR 47



Inhaltsverzeichnis

Regulation der IL-6-induzierten Signaltransduktion durch Glukokortikoide.......................... 47
4.1.1. Glukokortikoide erhohen die IL-6-induzierte Expression von Akut-Phase Genen......... 47
4.1.2. Glukokortikoide erhéhen die spate IL-6-induzierte STAT3 Phosphorylierung............... 48
4.1.3. Glukokortikoide reduzieren die IL-6 induzierte SOCS3 EXPression.........cccceeeeevveeeennnenn. 50
4.1.4. Glukokortikoide beeinflussen die Kerntranslokation von STAT3 nicht........c.ccceceeneeee. 52
4.1.5. Glukokortikoide beeinflussen die Synthese der SOCS3 mMRNA nicht........ccccceecvveeennnenn. 53
4.1.6. Glukokortikoide reduzieren die Stabilitdt des SOCS3 Proteins nicht........c.cccceeeeerneennee 54

4.1.7. Glukokortikoide verstarken die Expression von Akut-Phase Genen
transkriptionSabhaNGig ......oeeiiiiiii e e 56

4.1.8. Die Akut-Phase Reaktion wird durch die Reduktion der SOCS3 Expression verstarkt... 58
4.1.9. Glukokortikoide verstarken die Akut-Phase Gen Expression in Vivo ..........cccccccueeennneen. 61
4.1.10. Glukokortikoide verstarken die Expression IL-6-induzierter Akut-Phase Gene global .. 63

4.1.11. Zusammenfassung: Regulation der IL-6-induzierten Signaltransduktion durch

GIUKOKOIEIKOTAR ...ttt st s 64

Systembiologische Analyse der Funktion von SHP2 im IL-6-induzierten Jak/STAT-

YT ={ g F= 1AY== PR 66
4.2.1. Etablierung eines standardisierten Zellsystems - HEK-gp80 Zellen .........ccccceeevveeeennenn. 66
4.2.2. Etablierung von standardisierten experimentellen Bedingungen .........ccccceevvvveeennnneen. 68
4.2.3. Beschreibung des Ausgangsmodells MP..........ccovvuiieeeeeeieseeeeeeeeeeeees s 70
4.2.4. Experimentelle Validierung der Modellierungsannahmen ...........ccccoceeeeecieeeecciiee e, 73

4.2.4.1. Die Konzentration von gp130, Jak1, STAT3 und SHP2 ist konstant........................ 73

4.2.4.2. Die Phosphorylierung von Jak1 dient als Indikator fur die Aktivierung des

REZEPLOIKOMPIEXES. .. eiiiiiiee ettt e e e s e e e e erbae e e sareeas 75

4.2.4.3. IL-6 induziert in 15 min keine Synthese von SOCS3.......cccccevvciieievcieee e, 77
4.2.5. Quantifizierung der STArtWeITE ......cccuvie e it ree e e e eaee e e e e 77

4.2.5.1. Quantifizierung der Oberflaichenexpression von gp130........cccceveeeciieeeecrieeeennen. 78

4.2.5.2. Quantifizierung von STAT3, (p)STAT3, SHP2 und (p)SHP2....cceeverereiiineeieienee, 80
4.2.6. EXPEIrIMENTSALZ |.ieviiiiiiiiiieiiiiiiiiiiieee ettt e e ssere e e e e e e s s ssbbre e e e e e s sssaabasaeeeeessesnnnnnnns 82

4.2.6.1. Analyse der Dynamik der Bindung von IL-6 an den Rezeptorkomplex.................. 83

4.2.6.2. Analyse der Dynamik der Phosphorylierung von Jakl, STAT3 und SHP2 .............. 84
4.2.7. Analyse der Phosphorylierung von SHP2 und STAT3 in Einzelzellen ..........ccccccveeennneen. 87
4.2.8. Zusammensetzung der ModellaUSZANEE ......ccccuveeiiiiiiei it 88
4.2.9. Modellmodifikation: M® bis M*..........c.coiuiriiiiieirinenessieseesiess e 90

£.2.9.1. M® D MY ottt 91

£.2.9.2. MY D M oottt 93

£.2.9.3. M D IV oottt 94

8.2.9.8, M> D M¥ oo 96
4.2.10. Computergestitztes, optimales experimentelles Design ........cccceeeeceeeecccieeeeeciee e, 97
4.2.11. Experimente basierend auf OED .........cooocuiieiiiiiie ettt 98



Inhaltsverzeichnis

8.2.12. M* D M 101
4.2.13. Modellmodifikation: M Dis IM® ..ot sees s sseeens 102
8.2.13.1. M® D M ottt 103
£.2.13.2. M® D M ottt 103
£.2.13.3. M7 DIMP Lt 104
4.2.14. ValidierUng VON M.ttt ettt 106
4.2.15. SHP2 ist ein basaler Repressor der IL-6-induzierten Signaltransduktion..................... 108
4.2.16. Zusammenfassung: Systembiologische Analyse der Funktion von SHP2 im IL-6-
induzierten Jak/STAT-SIZNAIWEE ......cveeecriiiiieeciee ettt ettt re e et eneas 109
D DHSKUSSION ...ttt ettt st et et e b e bt she e st e et e et e e nbeenbeesane e 111
5.1. Regulation der IL-6-induzierten Signaltransduktion .........cccccveeiiviiiiiniiee e, 111
5.2. Reduktion der SOCS3 Expression durch Glukokortikoide..........ccccceeeeeeiiiiiiiieeeeeeeeiireeee. 111
5.2.1. Globale Verstarkung der Akut-Phase Reaktion durch Glukokortikoide....................... 111
5.2.2. Physiologische Konsequenzen einer verstarkten Akut-Phase Reaktion...................... 114
5.2.3. Physiologische Konsequenzen der Reduktion von SOCS3 ........cccccieeeeciieeeeciiee e, 115
5.2.4. Einfluss von SOCS3 auf die Leberentwicklung und Regeneration..........ccccceeevuveennennnne 116
5.2.5. Die transaktivierende Funktion von Dexamethason ist essentiell fur die Verstarkung
der AKUE-Phase REaKEION .......cocuiiiiiieiiie ettt 117
5.2.6. Einfluss von Dexamethason auf die SOCS3 Synthese und Degradation....................... 117
5.2.7. Induziert Dexamethason die Expression von MiRNAS?.........ccccceeeeviieeeeccieeeeeciee e, 119
5.3. Systembiologische Analyse der Funktion von SHP2 .........cooociiiiiiiiiii e 121
5.3.1. Etablierung standardisierter experimenteller Bedingungen .........cccccoeecvveeevciveeeennen. 121
5.3.2. Die Stochiometrie des Jak/STAT SigNalWEEES .......cccueeveeieeireereentee e 121
5.3.3. Die Dynamik der Aktvierung des Jak/STAT SignalWeges.........cccceeeevvreecvreecueeeeieeeereeenns 122
5.3.4. Die Assoziation von IL-6 mit gp80 ist essentiell fur die friihe Signaltransduktion....... 125
5.3.5. Die Dimerisierung von STAT3 ist essentiell fiir die friihe Signaltransduktion.............. 126
5.3.6. Die Phosphorylierung von SHP2 ist nichtlinear........cccceoveviiicee e, 127
5.3.7. SHP2 ist kein friiher feedback INhibitor ............cccocoiieiiciiii e, 128
5.3.8. SHP2 ist €iN Dasaler REPIESSOI .......uuiiiiiiiee ettt ettt eette e e et e e etee e e ebee e e e rae e e eareeas 131
6. AUSDIICK ..ttt e r e reesane e 133
6.1. Welche pathophysiologischen Konsequenzen hat die durch Glukokortikoide verstarkte
AKUt-Phase Protein EXPreSSiONT .......ccuiiiicciieeeciiieeeeiiteeeeiireeeestreeessaaeesssnsaeeesnnsaeeesnnnneeeens 133
6.2. Reguliert Dexamethason auch die nicht hepatische SOCS3 Expression ?......ccccceeevvvveennn.. 133
6.3. Induzieren Glukokortikoide die Expression von miRNA gegen SOCS3? ......cccceeeevvvvvveenennn. 134
6.4. Wie unterscheidet sich die Dynamik der IL-6-induzierten Signaltransduktion in
VErschiedenen ZeIYPENT? ... e e e e e e e e e e e b aree e e e e e e e snnrenes 134
6.5. Welchen Einfluss hat SHP2 auf die spate IL-6-induzierte Signaltransduktion?................... 135
6.6. Welchen Einfluss hat Y759 in gp130 auf die IL-6-induzierte Signaltransduktion? .............. 135
6.7. Ist SHP2 in allen Zellen ein basaler Repressor und welche Kinasen sind basal aktiv?......... 135



Inhaltsverzeichnis

AV Y=Y o 0] 0 1= 0 = 1Y U o =SSRt 136
E TYU [ 010 0 I=1 VP RPPPPRPNE 137
1S B 2 o o - T o - PSPPI I
Mathematische Reprasentation der identifizierbarkeitsbasierten Modellmodifikation............ccccueeeneie I
1N o] U 8T Y a3 L= 2= Tl o] | U VIl
LIt@ratUNVEIZEICNNIS .. ittt ettt sttt e e st e s bt e e bt e e s bt e e sabeesabeesaneeesabeeenneeenns Xl
=] o T=T o TS T | T T RSP U PO URTOPPPT XXV
EPKIGIUNE oot et e e et e e et e e e e s ata e e e e abae e e eaabaee e e sbaeeeeasseaeeennseeeeennbeeeeennseeeeennsens XXVI
D] Y- 1= {0 V- SUPPPROt XXVII

vi



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Zytokine

Zytokine sind kleine, meist sezernierte Peptide, die zur Kommunikation in vielzelligen Organismen
beitragen. Im Gegensatz zu klassischen Hormonen werden sie nicht von spezialisierten Driisenzellen
ausgeschittet, sondern von verschiedensten Zelltypen in nahezu allen Geweben produziert. Ur-
springlich wurden den Zytokinen rein immunmodulatorische Funktionen zugeschrieben. Inzwischen
ist bekannt, dass sie weitere essentielle Aufgaben erfillen. Sie steuern die angeborene Immunant-
wort, indem sie Entziindungen koordinieren, Phagozyten aktivieren und die Synthese von Akut-
Phase-Proteinen in der Leber auslésen. Neben der Differenzierung und Aktivierung von T- und B-
Zellen in der adaptiven Immunantwort steuern Zytokine in der Himatopoese die Reifung weiterer
Blutzellen. Des Weiteren besitzen sie eine Funktion im embryonalen und neuronalen Wachstum und

der Fertilitatsentwicklung.

Das breite Wirkungsspektrum der Zytokine ist bereits ein Indiz fir die Notwendigkeit einer starken
Kontrolle ihrer Aktivierung. Diese wird Uber ein Gegenspiel von pro- und anti-inflammatorischen
Zytokinen und ein komplexes System aus konstitutiven und feedback Inhibitoren erméglicht. Eine
Dysregulation im Zytokinsystem kann chronisch entziindliche Krankheiten und das Wachstum von

Tumorzellen auslosen.

Zytokine aktivieren Zellen, indem sie an spezifische Rezeptoren binden und intrazelluldre Signalkas-
kaden ausldsen, die eine verdnderte Transkription von Zielgenen bewirken. Hierbei kann ein Zytokin
verschiedene pleiotrope Antworten auslosen und unterschiedliche Zytokine redundante Wirkungen

zeigen. Die Aktivierung der Zellen kann sowohl autokrin als auch parakrin und endokrin erfolgen.

Die Klassifizierung von Zytokinen kann aufgrund ihrer biologischen Funktion, der Nutzung spezifi-

scher Oberflachenrezeptoren oder ihrer dreidimensionalen Struktur erfolgen.
1.2. Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein pleiotropes Zytokin, das vor der einheitlichen Nomenklatur unter anderem
unter den Namen B-cell differentiation/stimulatory factor (1), hybridoma growth factor, interferon -
2 (2) und 26kDA-Protein (3) gefiihrt wurde. Es gehort strukturell zur Familie der Vier-Helix-Blindel-

Zytokine (4) und ist namensgebend fir die Familie der IL-6-Typ Zytokine.

Im Zuge einer Entzlindung kann es von Makrophagen, Monozyten, Kupffer-Zellen, Neutrophilen,
Mastzellen, Osteoblasten und Epithelzellen gebildet werden. Sein Wirkungsspektrum umfasst sowohl
pro- als auch anti-inflammatorische Eigenschaften (siehe (5) zur Ubersicht). Es konnten Zusammen-

hange zwischen der Expression von IL-6 und Krankheiten wie akuter Sepsis, rheumatoider Arthritis,
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Multipler Sklerose, Morbus Crohn, bestimmten Krebserkrankungen (z.B. dem multiplen Myelom) und
Autoimmunkrankheiten bestimmt werden. So bekommen IL-6 transgene Mause u.a. Plasmazytome
(6), wahrend IL-6 knockout Tiere seltener experimentelle autoimmune Enzephalitis (7) und Kollagen-
induzierte Arthritis (8) entwickeln und niedrigere Serumkonzentrationen von Akut-Phase Proteinen

zeigen (9).
1.2.1. Akut-Phase Reaktion

Die Akut-Phase Reaktion ist als Bestandteil des angeborenen Immunsystems eine schnelle Antwort
des Korpers auf eindringende Mikroorganismen oder Verletzungen (10). Um die Homdostase des
Korpers wiederherzustellen umfasst die systemische Akut-Phase Reaktion u.a. die Entwicklung von
Fieber, die Vermehrung von Granulozyten, die Verstarkung der Glukoneogenese und des Protein
Katabolismus, sowie die Erhohung des Plasmaspiegels von Akut-Phase Proteinen. Akut-Phase Protei-
ne werden nahezu ausschlieRlich in der Leber produziert und erreichen tber den Blutkreislauf ihre
Wirkorte. Dort wirken sie u.a. blutstillend (z.B. Fibrinogen, Plasma-Fibronektin), mikrobizid und op-
sonierend (z.B. C-reaktives Protein), sowie antithrombotisch (saures al-Glykoprotein) und antipro-
teolytisch (z.B. a2- Makroglobulin, al-Antichymotrypsin, Serin Protease Inhibitor 2.3). Weiterhin
induzieren Akut-Phase Proteine die Leukozyten Adhadsion am Verletzungsort (z.B. Serum Amyloid A)
und beeinflussen den Hiamoglobinspiegel im Blut (z.B. Haptoglobin). Zusammenfassend ermaoglichen
Akut-Phase Proteine die Isolation von Entziindungsherden, die Markierung und Schwachung von

Erregern und die Aktivierung der Gewebereparatur (siehe (11) zur Ubersicht).

Die Synthese der Akut-Phase Proteine wird primar durch - von Zellen des angeborenen Immunsys-
tems sezerniertes - IL-6 und IL-1 induziert (siehe (12) zur Ubersicht). Die Analyse der Promotoren von
u.a. a2-Makroglobulin (13) und y-Fibrinogen (14) zeigte, dass die IL-6-induzierte Aktivierung des
Transkriptionsfaktors signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) essentiell fur die Syn-

these dieser Proteine ist (15).
1.2.2. IL-6-induzierte Jak/STAT Signaltransduktion

IL-6 induziert die Aktivierung des Jak/STAT Signalweges (Abb. 1.1), der MAPK-Kaskade und der PI3K-
Kaskade (siehe (16) zur Ubersicht). Die Bindung von IL-6 an gp80 (auch IL-6Ra, CD126) erméglicht die
Assoziation des Zytokins mit der IL-6-Rezeptoruntereinheit gp130 (17). Im Gegensatz zu gp130, wel-
ches ubiquitar exprimiert wird (18), ist die Expression von gp80 auf wenige Zelltypen wie Hepatozy-
ten, intestinale Epithelzellen (19), endokrine Drisen (20) und Leukozyten beschrankt. Zuséatzlich kann
gp80 auch in l6slicher Form vorkommen (21, 22) und als Agonist die IL-6-induzierte Signaltransdukti-
on in Zellen auslésen, die kein gp80 exprimieren (siehe (23) zur Ubersicht). Wahrend gp130 die Akti-

vierung der intrazellularen Signaltransduktion vermittelt (24), besitzt gp80 keine bekannte signal-
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Ubermittelnde Funktion (17). Im Gegensatz zu Rezeptortyrosinkinasen besitzt gp130 jedoch keine
eigene katalytische Aktivitdt. Um eine Signalweiterleitung zu erméglichen ist gp130 zytoplasmatisch
mit Mitgliedern der Janus-Kinasen (Jak) assoziiert (25). Fir die IL-6-induzierte Signaltransduktion ist
Jak1 essentiell (26). Die Zytokin-induzierte Rezeptorassemblierung bringt Jak in rdumliche N&he zuei-
nander und |6st ihre Aktivierung und darauf folgende Autophosphorylierung aus. Aktivierte Jak phos-
phorylieren nun Tyrosylreste in den zytoplasmatischen Domanen von gp130. Die phosphorylierten
Tyrosylreste dienen als Bindungsstellen fiir Molekiile, die SH2 (src-homology region)-Doméanen bein-
halten. Zu diesen gehort die Gruppe der STAT Faktoren. Durch IL-6 wird primar STAT3 an den Rezep-
tor rekrutiert, in geringerem Malle jedoch auch STAT1 (27). STAT3 kann an die phosphorylierten,
membrandistalen Tyrosine 767, 814, 905, 915 von gp130 binden, wobei die zwei letztgenannten Ty-
rosine auch von STAT1 gebunden werden (28). Gebundene STAT3 werden durch Jak an Y705 phos-
phoryliert (Y701 bei STAT1) (29). Dies ermoglicht die Dimerisierung der STAT Faktoren Uber eine
intermolekulare Interaktion zwischen den SH2-Doméanen und dem phosphoryliertem Y705/701 (30).
Phosphorylierte, dimerisierte STAT-Faktoren translozieren in den Zellkern und wirken dort als Trans-
kriptionsfaktoren (31, 32). Die klassische Sicht zytoplasmatischer, monomerer, unphosphorylierter

STAT-Faktoren ist durch die Entdeckung unphosphorylierter STAT Dimere erweitert worden (33-35).

Extrazelluldrraum
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Abb. 1.1 Die IL-6-induzierte Jak/STAT Signaltransduktion. Die Assoziation des Rezeptorkomplexes aus IL-6,
gp80 und gp130 bewirkt die Aktivierung von Jak, welche Tyrosylreste in gp130 phosphorylieren. Im Folgenden
werden Transkriptionsfaktoren der STAT Familie rekrutiert und durch Jak phosphoryliert. Diese Aktivierung
induziert die Dimerisierung der STAT Faktoren und ihre Translokation in den Nukleus sowie die Expression IL-6-
abhangiger Gene. Sterne reprasentieren eine Phosphorylierung des hinterlegten Tyrosylrestes.
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1.3. Negativregulation der IL-6 Signaltransduktion

Die IL-6-induzierte Signaltransduktion kann, wenn sie dauerhaft aktiviert wird, chronische Entziin-
dungen und Tumorwachstum auslésen. Daher wird sie unter physiologischen Bedingungen durch
komplexe Regulationsmechanismen kontrolliert. Zu den Inhibitoren der IL-6-induzierten Signaltrans-
duktion gehoren die nukledre Phosphatase TC-PTP (36), protein inhibitors of activated STATs (PIAS)
(37) sowie die zytoplasmatische SH2 domain containing phosphatase (SHP2) und die Mitglieder der
suppressor of cytokine signaling (SOCS) Familie (38). Zusatzlich gibt es erste Hinweise fir eine miRNA

abhangige Regulation der Jak/STAT Signaltransduktion (39).

1.3.1. SHP2

SHP2 ist eine ubiquitdr und konstitutiv exprimierte Proteintyrosinphosphatase (PTP). Sie besitzt eine
duale Funktion in der IL-6-induzierten Signaltransduktion. So ist ihre Expression auf der einen Seite
essentiell fur die IL-6-induzierte Aktivierung der MAPK Kaskade, auf der anderen Seite wirkt sie nega-

tiv auf die Jak/STAT Signaltransduktion (40, 41).

SHP2 besitzt zwei SH2 Doméanen (N-SH2 und C-SH2), eine katalytische PTP Domane und zwei konser-

vierte, phosphorylierbare Tyrosine (Y542, Y580) in der C-terminalen Region (Abb. 1.2).

SHPZ  NH, | IN-SH2| |C-SH2 COOH

Abb. 1.2 Domanenstruktur von SHP2 SHP2 setzt sich aus zwei SH2 Domaéanen, einer PTP Domane und einer C-
terminalen Region, die zwei konservierte, phosphorylierbare Tyrosine beinhaltet, zusammen.

Im inaktiven Zustand blockiert die N-SH2 sterisch das katalytische Zentrum der Phosphatase. Inter-
agieren die zwei SH2 Domanen mit phosphorylierten Tyrosylresten in einem anderen Molekiil, z.B.
pY759 in gp130 (42, 43), oder mit den beiden phosphorylierten Tyrosinen 542 und 580 verandert
SHP2 ihre Konformation und geht in einen aktiven Zustand tber (44-46) (Abb. 1.3). Der Mechanismus
der SHP2 Aktivierung durch Aufklappen wird durch die Kristallstruktur des Proteins gestiitzt (47).
Zusatzlich wurde kirzlich am Beispiel der zu SHP2 homologen Phosphatase SHP1 beschrieben, dass
die aktive Konformation durch molekulare Interaktionen zwischen den zwei SH2 Doméanen und der

katalytischen Domane stabilisiert wird (48).
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Aktivierung vermittelt durch .. .
& Inaktivierung vermittelt

Bindung an phosphorylierte durch Dephosphorylierung
Rezeptoren \

Dissoziation vom Rezeptor
vermittelt durch Tyrosin-
Phosphorylierung

Abb. 1.3 Aktivierung von SHP2 Die Phosphatasefunktion von SHP2 wird durch die Interaktion der N-SH2 Do-
méane mit der PTP-Domaéne inhibiert. Die Interaktion der SH2 Domé&nen mit phosphorylierten Tyrosylresten in
aktivierten Rezeptoren bzw. den phosphorylierten Tyrosylresten in der C-terminalen Region von SHP2 aktiviert
die Phosphatasefunktion. Sterne reprasentieren eine Phosphorylierung des hinterlegten Tyrosylrestes bzw.
eine aktive PTP.

Die IL-6-induzierte Phosphorylierung von gp130 an Y759 (Y757 in der Maus) ermdglicht die Rekrutie-
rung von SHP2 an den aktivierten Rezeptorkomplex (42) und somit das Aufklappen und die Aktivie-
rung der Phosphatase. Die Rekrutierung von SHP2 an gp130 resultiert innerhalb von Minuten in einer
Phosphorylierung von SHP2 an Y542 und Y580 (49). Dies kdnnte durch die intramolekulare Interakti-
on der phosphorylierten Tyrosylreste mit den zwei SH2 Domanen eine Ablésung der SHP2 vom Re-
zeptor induzieren. Barua et al. beschreiben diese konkurrierenden inter- und intramolekularen Bin-
dungen zwischen den zwei SH2 Domanen, den phosphorylierten Tyrosylresten in SHP2 sowie einem
phosphorylierten Rezeptordimer in einem kinetischen Modell (50). Die Analyse dieses Modells ergibt
schon fir dieses isolierte System mehr als 1000 mogliche Interaktionskombinationen. In der Zelle
wird die Anzahl der méglichen Interaktionen zwischen SHP2 und dem IL-6-induzierten Jak/STAT Sig-
nalweg weiter gesteigert. So konnte in vivo gezeigt werden, dass SHP2 an Jakl (51) und STAT3 (52)
bindet, womit diese Molekile als Substrat fir SHP2 in Frage kommen. Zusatzlich kann SHP2 die bei-

den konservierten Tyrosylreste in ihrer C-terminalen Region dephosphorylieren (43).

Die genaue Funktion von SHP2 in der Regulation der Jak/STAT Signaltransduktion ist noch unbekannt.
Qualitative Studien zeigen, dass SHP2 die IL-6-induzierte Phosphorylierung und Aktivierung von
gp130, Jakl und STAT3 reduziert (40, 43). Des Weiteren inhibieren die Chemotherapeutika Sorafenib
(53, 54) und Arctigenin (55) durch die Aktivierung von SHP2 die Phosphorylierung von STAT3. In Pati-
enten mit u.a. juvenilen myelomonozytaren Leukdmien (JML) werden aktivierende Mutationen im

SHP2 kodierenden Gen (PTPN11) beobachtet. Diese Mutationen werden mit einer reduzierten STAT3
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Phosphorylierung assoziiert (56). Im Gegensatz dazu zeigte eine rein theoretische Analyse der
Jak/STAT Signaltransduktion, dass SHP2 nicht signifikant zur Regulation der Dynamik der Jak/STAT
Signaltransduktion beitragt (57). Daher ist es notwendig die Funktion von SHP2 mit einer Kombinati-
on aus quantitativen, experimentell generierten Daten und theoretischen Methoden in einem sys-

tembiologischen Ansatz zu untersuchen.

1.3.2. SOCS3

SOCS Proteine agieren in als klassische feedback Inhibitoren (58). lhre Synthese wird durch die Zyto-
kine ausgelost, deren Signaltransduktion sie spater hemmen. Bis heute sind acht Mitglieder der SOCS
Familie bekannt, CIS (cytokine-inducible SH2-domain containing protein) und SOCS 1-7 (59). Nach
Stimulation mit IL-6 wird primar die Synthese von SOCS3 induziert (60, 61). SOCS Proteine bestehen
aus einer N-terminalen kinase inhibitory region (KIR), gefolgt von einer SH2-Domé&ne und einer C-
terminalen SOCS Box (Abb. 1.4). Die SOCS Box kann mit einem Komplex aus Elongin B, Elongin C, Cul-
lin, RBX2 (Ring-box 2) und einer E2-Ligase interagieren (62) und so die Ubiquitin-abhangige Degrada-
tion von anderen Proteinen und SOCS3 selbst auslésen (63, 64). Mittels ihrer SH2 Domane binden
SOCS Proteine an Motive um phosphorylierte Tyrosylreste. SOCS3 bindet genau wie SHP2 an das
phosphorylierte Y759 des gp130 (65, 66). Die Funktion von SOCS3 ist jedoch unabhangig von SHP2.
Wahrend die Phosphatase SHP2 bereits phosphorylierte Substrate dephosphoryliert, inhibiert SOCS3
durch seine KIR die Kinasefunktion von Jakl. Diese Inhibition unterdriickt die Phosphorylierung von

Jak1 Substraten. Die KIR von SOCS3 dient dabei als Pseudosubstrat fiir Jakl (67).

SOCS3  NH sH2 | SOCS| cooH
2 BOX

Abb. 1.4 Domaéanenstruktur von SOCS3 SOCS3 setzt sich aus einer KIR, einer SH2 Doméane und einer SOCS Box
zusammen.

Die Konzentration von SOCS3 in der Zelle wird auf verschiedenen Ebenen reguliert. Die Aktivitat des
SOCS3 Promotors kann NF-kB-abhangig gesteigert werden und zu einer erhéhten Expression des
SOCS3 Proteins fiihren (68). Die Stabilitdit der SOCS3 mRNA wird durch Aktivierung der
MKK6/p38MAPK/MK2 Kaskade z.B. durch TNF-a verstarkt (69). Weiterhin wird die Proteinstabilitat
von SOCS3 durch seine Ubiquitin-Ligase Funktion beeinflusst. So konnte gezeigt werden, dass eine
mit der Bindung an Elongin-C konkurrierende Tyrosinphosphorylierung in SOCS3 die Halblebenszeit
des Proteins reduziert (70). Zusatzlich konnte eine natirlich vorkommende verkiirzte SOCS3 Isoform
isoliert werden, in der das fiir die Autoubiquitinierung notwendige K6 fehlt. Durch die fehlende Au-

toubiquitinierung wird die Halblebenszeit dieser SOCS3 Mutante deutlich verlangert (71).
6
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Die Komplexitat der Regulation der IL-6-induzierten Signaltransduktion durch SOCS3 wird dadurch
erhoht, dass SOCS3 nicht nur durch IL-6, sondern auch durch andere Stimuli wie bakterielles Lipopo-
lysaccharid (LPS) (72) oder IL-10 (73) induziert wird. Der IL-6-induzierte Jak/STAT Signalweg kann so

durch diese anderen Stimuli inhibiert werden.

Interessanterweise scheint SOCS3 eine bedeutende Funktion in der Regulation der pro- und anti-
inflammatorischen Wirkungen von IL-6 zuzukommen (Abb. 1.5). In SOCS3 defizienten Makrophagen
induziert IL-6 eine kontinuierliche STAT3 Phosphorylierung. Die Dynamik dieser Phosphorylierung
dhnelt dem Verlauf der durch das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 induzierten STAT3 Phosphory-
lierung (74, 75). In SOCS3 defizienten Hepatozyten wird jedoch neben der deutlich verstarkten STAT3
Phosphorylierung auch eine erhéhte L-6-induzierte Phosphorylierung von STAT1 beobachtet. Die
Aktivierung von STAT1 bewirkt eine pro-inflammatorische zellulare Antwort (76). Zusatzlich zeigen
erste auf SOCS basierende Ansatze zur Therapie entziindlicher Krankheiten, dass mit rekombinantem
SOCS3 behandelte Mause nach LPS Injektion vor einer tddlichen Sepsis geschiitzt sind (77, 78). Die
Expression von SOCS3 wirkt also sowohl in Hepatozyten, als auch in in vivo Versuchen anti-

inflammatorisch.

Die Regulation der IL-6-induzierten Signaltransduktion durch SOCS3 kann somit in verschiedenen
Zelltypen in einer eher anti- oder eher pro-inflammatorische Zellantwort resultieren. Weiterhin ist
die Dynamik der IL-6-induzierten STAT3 Phosphorylierung und die komplexe Regulation durch SOCS3

stark Zelltyp-spezifisch und u.a. abhangig von der Anwesenheit von Kostimulantien.

A Makrophagen[74] B Hepatozyten[76]

pro-inflammatorisch pro-inflammatorisch
IFNy dhnlich [76]

anti-inflammatorisch
IL-10 hnlich [74] anti-inflammatorisch

Abb. 1.5 Die Reduktion der SOCS3 Expression wirkt in verschiedenen Zellen pro- oder anti-inflammatorisch.
A) In Makrophagen resultiert ein SOCS3 knockout in einer anti-inflammatorischen Antwort. B) In Hepatozyten
resultiert ein SOCS3 knockout in einer pro-inflammatorischen Antwort.
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1.4. Glukokortikoide

Glukokortikoide wurden in der Mitte des letzten Jahrhunderts entdeckt (79, 80). Heute gehoren syn-
thetische Derivate der Glukokortikoide, trotz ihrer zahlreichen Nebenwirkungen, zu den wichtigsten

Medikamenten gegen entziindliche Krankheiten (siehe (81) zur Ubersicht).
1.4.1. Physiologische Funktionen der Glukokortikoide

Glukokortikoide, wie das endogene Kortisol, gehéren zu den Steroidhormonen, die sich von Choles-
terin ableiten. Ihre Synthese findet in der Nebenniere statt (82), wobei die Synthese durch Ausschit-
tung des adrenokortikotropen Hormons aus dem Hypophysenvorderlappen ausgel6st wird (83). Die
Ruhesekretion findet vor allem morgens statt (siehe (84) zur Ubersicht). Ein starker Anstieg der Inkre-
tion erfolgt in physischen und psychischen Stresssituationen. Der Abbau der sezernierten Glukokorti-

koide findet in der Leber statt, die Ausscheidung erfolgt renal (siehe (85) zur Ubersicht).

Die Bezeichnung Glukokortikoid leitet sich von seinen metabolischen Effekten ab. Neben der Stimula-
tion der Glukoneogenese und der Lipolyse, kommt es zur Inhibition der Zucker- und Fettspeicherung
sowie der Unterdriickung inflammatorischer Prozesse. Die Sekretion von Glukokortikoiden versetzt

den Korper folglich in einen physiologischen Alarmzustand.
1.4.2. Synthetische Glukokortikoide

Die entziindungshemmende Wirkung der Glukokortikoide findet eine breite Anwendung in der The-
rapie entzlindlicher Erkrankungen, wie Asthma, atopischer Dermatitis, rheumatoider Arthritis, Colitis
ulcerosa oder Morbus Crohn sowie in der Chemotherapie, z.B. bei Leukdmien, und zur Vermeidung
von TransplantatabstoRungen. In der Geburtshilfe férdern Glukokortikoide eine schnelle Ausbildung
der fetalen Lunge bei drohenden Friihgeburten. Synthetische Glukokortikoide unterscheiden sich
durch chemische Modifikationen von Kortisol. Dexamethason (Dex) wurde durch 9a-Fluorierung,
1-Dehydrierung und 16a-Methylierung modifiziert (Abb. 1.6). Diese Modifikationen verldngern die
Halbwertszeit des Medikamentes und somit seine pharmakologische Wirkungsdauer. Weiterhin ver-

starken sie die anti-inflammatorische Wirkung des synthetischen Glukokortikoids.

Bei chronischer Behandlung mit Glukokortikoiden treten starke Nebenwirkungen auf, die in ihrer
Symptomatik der endogenen Kortisol-Uberproduktion, gekennzeichnet durch das Cushing-Syndrom,
entsprechen. Die Patienten zeigen unter anderem eine verstarkte Infektionsanfalligkeit, Wundhei-
lungsstorungen, eine Abnahme der Skelettmuskulatur (Myopathie), Osteoporose, Hautatrophien,

Odeme und Stimmungsschwankungen (siehe (86) zur Ubersicht).

Um die Nebenwirkungen von synthetischen Glukokortikoiden und ihre physiologische Rolle zu ver-

stehen, ist eine vollstandige Aufklarung ihrer molekularen Funktionen notwendig.



Einleitung

OH H; / OHOH OH Hs; / OHOH
CH

A B

Abb. 1.6 Strukturformeln von (A) Kortisol und (B) dem synthetischen Glukokortikoid Dexamethason

1.4.3. Glukokortikoid-induzierte Signaltransduktion

Glukokortikoide diffundieren aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften durch die Zellmembran und
binden im Zytosol an ihren spezifischen Rezeptor. Zusatzlich wird die Assoziation der Glukokortikoid
Rezeptoren mit Lipid Rafts diskutiert (87). Putative Membran gebundene G-Protein gekoppelte Glu-
kokortikoid Rezeptoren werden mit schnellen, nicht transkriptionsabhangigen Stressantworten in

Neuronen in Verbindung gebracht (88).

Der zytoplasmatische Glukokortikoid Rezeptor a (GR) gehort zur Familie der nukledren Rezeptoren.
Er besteht aus einer N-terminalen Transaktivierungsdomane, gefolgt von einer DNA-
Bindungsdomane, einer hinge Region und einer C-terminalen Ligandenbindungsdomane (Abb. 1.7).
Die Transaktivierungsdomane vermittelt die Interaktion des aktivierten Glukokortikoid Rezeptors mit
Transkriptionsinitiatoren. Uber die DNA-Bindungsdomane bindet der GR an glucocorticoid-response-
elements (GRE) in den Promotoren seiner Zielgene. Die hinge Region ermoglicht die zur Dimerisie-
rung erforderliche Flexibilitdt des Rezeptors. Die Liganden-Bindungs-Domane umfasst zusatzlich eine
Liganden-abhangige Transaktivierungsdoméane und Sequenzen, die die Dimerisierung des Rezeptors,

die Kerntranslokation und die Interaktion mit Heat shock Proteinen (hsp) vermitteln (89, 90).

Glukokortikoid NH DNA COOH
Rezeptor 2 BD

Abb. 1.7 Domanenstruktur des Glukokortikoid Rezeptors Der Glukokortikoid Rezeptor setzt sich aus einer
Transaktivierungsdoméne, einer DNA-Bindungsdomane (DNA BD) und einer Ligandenbindungsdoméane zusam-
men.

In Abwesenheit eines Stimulus ist der GR im Zytoplasma mit hsp70, hsp90, Immunophillin p59 und
p23 komplexiert (91). Bindet ein Ligand an den Rezeptor, 16st sich der Komplex und durch Konforma-
tionsanderungen wird das Kernlokalisierungssignal freigelegt. Es kommt zur Rezeptorhomodimerisie-

9
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rung und Translokation der Rezeptordimere in den Nukleus (92, 93) (Abb. 1.8). Dort bindet der Kom-
plex an palindromische GRE (94). Die Bindung an die DNA 16st eine allosterisch induzierte Konforma-
tionsanderung des Rezeptorkomplexes aus, die eine Rekrutierung des basalen Transkriptionsappe-
rats zur Folge hat (95). Die Aktivierung der Transkription durch Bindung des GR an GRE wird als
Transaktivierung bezeichnet. Sie fiihrt u.a. zur Synthese von metabolischen Zielgenen (z.B. (96, 97)).
Da eine verstiarkte Expression dieser Zielgene, genau wie die endogene Kortisol-Uberproduktion
(Cushing Syndrom), zur Entwicklung von Odemen, Myopathien und Osteoporose fiihrt, wird die
durch Glukokortikoide vermittelte Transaktivierung allgemein mit den Nebenwirkungen syntheti-

scher Glukokortikoide assoziiert.

Neben der Bindung an transkriptionsaktivierende GREs kann auch eine Bindung des GRs an negative
GRE erfolgen, die eine Repression der Transkription bestimmter Gene zur Folge hat (z.B. (98-100)). So
zeigen Microarray Daten von humanen Monozyten, dass die Stimulation mit dem synthetischen Glu-
kokortikoid Fluticason die Synthese von 102 Genen induziert und von 45 Genen reprimiert (101).
Zusatzlich regulieren Glukokortikoide und andere Steroidhormone die Expression und Reifung von
miRNAs sowohl positiv (102) als auch negativ (103). Diese komplexe molekulare Antwort auf Gluko-

kortikoide wird durch die Interaktion mit anderen Signaltransduktionswegen verstarkt.

@ @ Extrazelluldrraum
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Abb. 1.8 Die Glukokortikoid-induzierte Signaltransduktion Glukokortikoide (G) diffundieren aufgrund ihrer
hydrophoben Eigenschaften durch die Zellmembran. Im Zytoplasma binden sie an spezifische Glukokortikoid
Rezeptoren. Nach der Liganden-induzierten Dimerisierung translozieren die Rezeptordimere in den Zellkern
und beeinflussen dort die Transkription von Zielgenen.
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1.5. Interaktion zwischen Glukokortikoiden und Zytokinen

Aktivierte GR kénnen neben der Bindung an GRE auch an andereTranskriptionsfaktoren binden und
deren transkriptionelle Aktivitdt reduzieren. Im Gegensatz zur Transaktivierung wird dieser Prozess
Transrepression genannt. Durch Transrepression wird die Expression von Zielgenen pro-
inflammatorischer Zytokine reprimiert. Daher wird die Transrepression mit der starken anti-
inflammatorischen Wirkung der Glukokortikoide assoziiert. So fiihrt die Interaktion des Glukokorti-
koid Rezeptors mit NF-kB z.B. zur Reduktion der Expression von IL-8 (104) und NO-Synthase (NOS)
(105). Der GR kann neben NF-kB auch mit c-Jun und c-Fos, den Untereinheiten von Ap-1 interagieren

und so z.B. die Synthese von Kollagenase verringern (106).

Die Transkription NF-kB-abhdngiger Gene kann zuséatzlich durch die verstarkte Expression des inhibie-
renden Proteins IkB (Inhibitor of kB) durch Glukokortikoide reduziert werden. Durch diesen Mecha-

nismus wird z. B. die Synthese von IL-6 verringert (107).

Neben diesen transkriptionellen Effekten sind posttranskriptionelle Wirkungen von Glukokortikoiden
beschrieben. Die durch Glukokortikoide induzierte MAPK Phosphatase MKP-1 dephosphoryliert p38
und verringert so die mRNA stabilisierende Wirkung dieser MAPK (108). Weiterhin wurde gezeigt,
dass der GR direkt mit der fiir die Chemokine CCL2 und CCL7 kodierenden mRNA interagieren kann.

Diese Interaktion fiihrt zur Degradation der mRNA (109).

Wahrend die bisher genannten Beispiele die Transkription von Genen verringern, induziert die Bin-
dung des monomeren aktivierten GR an phosphorylierte STATS5 Dimere z.B. eine verstarkte Synthese

des Milchproteins B-Casein (110).

In den 80er und 90er Jahren des letzten Jahrhunderts wurde der Einfluss von Glukokortikoiden auf
die IL-6-induzierte STAT3-abhdngige Expression der Akut-Phase Proteine erstmals beschrieben. Bau-
mann et al. zeigten in H-35 Ratten Hepatom Zellen, dass Dexamethason die hepatische IL-6-
induzierte Expression von al-Antichymotrypsin, y-Fibrinogen und a2-Makroglobulin verstarkt (111).
Tabelle 1.1 fasst die Ergebnisse weiterer Studien zusammen, die einen verstarkenden Effekt der Glu-
kokortikoide auf die IL-6-induzierte Akut-Phase Antwort beschreiben. Es wird deutlich, dass der Ef-
fekt weder auf einzelne Akut-Phase Gene noch auf einen Organismus beschrankt ist. Flr einzelne
Akut-Phase Proteine wurde der Mechanismus der Glukokortikoid-induzierten Verstarkung aufgeklart.
Simar-Blanchet et al. konnten im Serin Protease Inhibitor 2.3 Promotor sowohl STAT3 responsive
Elemente als auch GRE nachweisen (112). Ebenso fanden sich GRE im humanen Serum Amyloid A
Promotor (113). Die Verstarkung der Expression von murinem Metallothionein (114, 115) sowie Rat-
ten a2-Makroglobulin (116) und Haptoglobin (117) benétigt hingegen eine direkte Interaktion des GR

mit STAT3. Fir die Verstarkung der y-Fibrinogen Expression ist wiederum eine de novo Proteinsyn-
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these (118) essentiell, da es zu einer Glukokortikoid vermittelten Induktion der gp80 Expression

kommt (119, 120).

Tab. 1.1 Zusammenfassung der in der Literatur beschriebenen Verstarkung der Akut-Phase Reaktion durch

Glukokortikoide.

n.b. nicht beschrieben

Akut-Phase Protein Zelltyp Organismus | Stimulus Mechanismus Quelle
al-Antichymotrypsin, H-35 Ratte IL-6 +Dex n.b. (111)
y-Fibrinogen,
a2-Makroglobulin
Plasma-Fibronektin Hepatozyten Huhn IL-6 + Dex n.b. (121)
C-reaktives Protein HepG2 Mensch IL-6 +Dex n.b. (122)
Serum Amyloid A, Hep3B Mensch IL-6 + Dex n.b. (123)
C-reaktives Protein
y-Fibrinogen HepG2 Mensch IL-6 + Dex Induktion von (119)
gp8o
al-Mikroglobulin Hepatozyten Ratte IL-6 + Dex n.b. (124)
Serin Protease Inhibitor 2.3 | Hepatozyten Ratte IL-6 + Dex | Transaktivierung (112)
y-Fibrinogen HepG2 Mensch IL-6 + Dex Induktion von (120)
gp80
Metallothionein in vivo Ratte IL-6 + Dex n.b. (125)
Metallothionein HA4IIEC3 Ratte IL-6 + Interaktion von (114)
RU486 STAT3 und GR
a2-Makroglobulin MCF-7 Maus IL-6 + Dex n.b. (126)
Metallothionein in vivo Maus Stress, Transaktivierung (115)
RUA486, notwendig
IL-6 k.o.
y-Fibrinogen A549 Mensch IL-6 + Dex | de novo Protein- (118)
synthese
HepG2 Mensch IL-6 + Dex | de novo Protein-

synthese
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Serum Amyloid A HASMC Mensch Dex, nicht n.b. (127)
IL-6
Serum Amyloid A 1 HepG2 Mensch IL-6 + Dex | Transaktivierung (113)
Serum Amyloid A 1 HepG2 Mensch IL-6 + Dex n.b. (128)
KB Mensch Dex, nicht n.b.
IL-6
a2-Makroglobulin H-35 Ratte IL-6 + Dex Interaktion von (116)
STAT3 und GR
Haptoglobin in vivo Ratte Terpentin Interaktion von (117)
STAT3 und GR

Neben des Einflusses von Glukokortikoiden auf die hepatische Akut-Phase Synthese wurde auch die
nicht hepatische Synthese von a2-Makroglobulin, y-Fibrinogen und Serum Amyloid A untersucht.
Wahrend in MCF-7 (Mammakarzinom) und A549 Zellen (Lungen Epithel Karzinom) die Regulation der
Akut-Phase Gen Expression analog zu Hepatozyten durch IL-6 und Dexamethason maximiert wird
(118, 126), reagieren HASMC (human aortic smooth muscle cells) und KB Zellen (humane Epithelzel-
len) nur auf das Glukokortikoid nicht jedoch auf IL-6 (127, 128). Interessanterweise liegen so in ver-
schiedenen Geweben unterschiedliche Regulationsmechanismen vor, die noch nicht aufgeklart wor-

den sind.

Erganzend zur Verstarkung der Expression von nicht hepatischen Akut-Phase Genen wurden auch
weitere Leber-unabhangige Interaktionen zwischen Glukokortikoiden und IL-6 beschrieben. Kinter et
al. zeigen das IL-6 und Dexamethason synergistisch die HIV (human immunodeficiency virus) Synthese
in latent infizierten monozytaren Zellen induzieren (129). In bronchialen H441 Zellen bewirken IL-6
und Dexamethason in Kombination eine maximale Expression von surfactant protein b (SPB), das fiir
eine vollstdandige Lungenreifung in der Embryonalentwicklung notwendig ist. Dexamethason erhoht

in diesen Zellen die Expression der IL-6 Rezeptor Untereinheit gp80 (130).

Eine weitere Ebene der Komplexitat der Glukokortikoid Wirkung wird durch die Interaktion mit den
feedback Inhibitoren der SOCS Familie erzeugt. Paul et al. zeigen das Dexamethason die Expression
IL-6-induzierter SOCS3 mRNA in Ratten Hepatozyten reduziert (131). Die Kostimulation von priméaren
murinen Makrophagen mit LPS und Dexamethason induziert eine starke Expression von SOCS1, wel-
che wiederum zu einer reduzierten STAT1 Antwort durch die LPS-induzierte IFNa/R Produktion fuhrt
(132). IFNy-induziertes SOCS1 wiederum bindet mit seiner SH2-Domaéane an den aktivierten Glukokor-

tikoid Rezeptor. Diese Interaktion resultiert in einer Anreicherung von SOCS1 im Nukleus und der
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Reduktion der Expression von Glukokortikoid Zielgenen. Der Einfluss dieses Effektes auf IFNy —

Zielgene ist jedoch noch nicht untersucht (133).

Zusammenfassend ist die Interaktion zwischen Zytokin- und Glukokortikoid- Signaltransduktion kom-
plex und weder auf bestimmte Zellpopulationen noch auf bestimmte Ebenen der Signaltransduktion
beschrankt. Die Verstarkung der Akut-Phase Gen Expression durch Glukokortikoide wird durch ver-

schiedene genspezifische Mechanismen beschrieben und ist global noch nicht verstanden.

1.6. Systembiologie

Wahrend die klassische Analyse von zelluldren Prozessen die Aufklarung der Struktur eines Systems
zum Ziel hat, bestrebt die Systembiologie die Dynamik hinter der Struktur zu erfassen (134, 135). So
sollen z.B. nicht nur die Bestandteile eines Signaltransduktionsweges und deren Interaktionen unter-
sucht werden, sondern auch wie sich das System als Antwort auf verschiedene Stimuli oder Gber
einen langeren Zeitraum verhalt und welche Eigenschaften des Systems essentiell fir diese Antwor-
ten sind. Um ein komplexes biologisches System in dieser Tiefe zu verstehen, ist es notwendig ma-
thematische Modelle zu etablieren, die basierend auf dynamischen, experimentell generierten Daten
die Abbildung und Analyse der nichtlinearen zelluldren Prozesse erlauben. Die Aufstellung dieser
Modelle erfolgt entweder basierend auf groRen durch Hochdurchsatzmethoden erhobenen Daten-
satzen als Top-down Ansatz oder basierend auf bereits bekannten Systemstrukturen, z.B. Signalt-
ransduktionswegen als Bottom-up Ansatz (siehe (136) zur Ubersicht). Die Generierung eines aussage-
kraftigen mathematischen Modells im Bottom-up Ansatz erfordert einen iterativen Zyklus aus Hypo-
thesen-getriebener Modellformulierung, Generierung quantitativer kinetischer biologischer Daten,
Daten-getriebener Modellanpassung, modellbasierter Vorhersagen und experimenteller Validierung
dieser Vorhersagen (134) (Abb.1.9). Die wiederholte Anpassung des Modells an biologische Daten
ermoglicht somit die Formulierung neuer biologischer Hypothesen und resultiert idealerweise in
einem pradiktiven mathematischen Modell. Die mathematische Analyse dieses Modells kann z.B.
aufzeigen welche Molekiile essentiell fiir die Dynamik des untersuchten Systems sind oder welche
Molekiile redundante Funktionen innehaben. Neben der Relevanz fiir die Grundlagenforschung hel-

fen die Modelle somit auch potentielle Angriffspunkte fiir therapeutische Strategien aufzuzeigen.
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Biologische
Hypothese

Anpassung
des Modells

ODE Modell

Generierung
von
quantitativen

Validierung
tiber
Experimente

Modellbasierte
Vorhersagen

Abb. 1.9 Generierung eines mathematischen Modells im Bottom-up Ansatz

Die Wahl der Modellierungsmethode hangt u.a. von der Qualitdt der experimentell generierten Da-
ten und der GrolRRe des zu untersuchenden Systems ab. Sehr groRe Systeme, lGber die nur qualitative
Daten zur Verfliigung stehen, werden mit qualitativen Modellen, wie z.B. Booleschen Netzwerken,
beschrieben (siehe (137) zur Ubersicht). Diese Modelle ermdglichen z.B. den Crosstalk zwischen zwei
Signalwegen zu untersuchen, erlauben aber keine Aussagen Uber die Veranderung der Konzentration
eines Molekils Uber die Zeit zu treffen. GroRe Systeme, lber die sowohl qualitative als auch einige
guantitative Daten vorliegen, kénnen z.B. mit stochastischen Petri Netzen abgebildet werden (siehe
(138) zur Ubersicht). Kleine Systeme, zu denen zeitlich hochaufgeléste qualitative Daten vorliegen,
werden mit gewdhnlichen Differentialgleichungen (Ordinary differential equations, ODEs) beschrie-

ben.

Da die IL-6-induzierte Jak/STAT Signaltransduktion biochemisch bereits ausfihrlich charakterisiert
wurde, wird in dieser Arbeit ein Bottom-up Ansatz gewahlt. Durch eine Fokussierung auf die ersten
15 min des Signalweges wird die GroRe des Modells reduziert und so die Modellierung tiber gewdhn-

liche Differentialgleichungen ermdglicht.
1.7. Differentialgleichungsmodelle

Differentialgleichungsmodelle basieren auf dem Massenwirkungsgesetz. Damit eine Reaktion statt-
findet, missen die beteiligten Molekiile kollidieren. Die Reaktionsrate ist hierbei proportional zur
Wahrscheinlichkeit dieser Kollision, welche wiederrum proportional zur Konzentration der beteiligten
Molekdile ist. Die Reaktion zweier Edukte A und B zu Produkt C hangt demnach von der Konzentrati-
on der Reaktanden (4, B) und dem kinetischen Parameter kf1 ab (siehe Formel 1.1). Die Riickreakti-
on des Produktes C in die Edukte A und B hangt dagegen von der Konzentration von C und dem Pa-

rameter kb1 ab.
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A+B «—— C 1.1
kb1 kf1

Die Veranderung einer Spezies x1 (z.B. A, B oder C) Uber die Zeit |asst sich allgemein durch folgende

Differentialgleichung

d[x1
E;t ] = z v Produktion — Z v Abbau 1.2

beschreiben. Die Konzentration von Spezies x1 wird durch die Summe der Reaktionen die x1 produ-
zieren (v Produktion) erhéht und durch die Summe der Reaktionen die x1 abbauen (v Abbau) re-

duziert. Das Beispiel in Formel 1.1 wird demnach durch folgendes Gleichungssystem beschrieben:

d[4] _ ,
7— +17f -V
d[B] _

F— +17f —vb
d[C] _

7 +Ub—17f
vf = kf1[A][B]

vb = kb1[C]

wobei [4], [B] und [C] den Konzentrationen der beteiligten Molekiile und vf und vb den Reaktions-
raten entsprechen. Die Reaktionsraten vf und vb setzten sich wiederum aus den kinetischen Para-

metern (kf1, kb1) und den Konzentrationen der an der Reaktion beteiligten Spezies zusammen.

Verallgemeinert kénnen die zuvor dargestellten Modelle wie folgt beschrieben werden:
x(t) = f(x(®), p,u(®)), x(0) = x, 1.3

y(t) = h (x(t), p,u(t)) 1.4

wobei gilt x € R™, p € R™,u € R*™ und y € R™, x beschreibt die ZustandsgréBen, p die Para-
meter, u die Eingdnge und y die Ausginge des Reaktionssystems. Ubertragen auf die Modellierung
eines Signaltransduktionsweges entspricht x den Konzentrationen der beteiligten Molekdle, p den
Ratenkonstanten, u dem Verlauf einer Stimulation Gber die Zeit und y ist das Modelldaquivalent der

Messdaten, z.B. dem Phosphorylierungsgrad einer Spezies zu einem bestimmten Zeitpunkt.
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1.7.1. Parameterschatzung

Damit ein Differentialgleichungsmodell experimentell generierte Daten beschreiben kann, miissen
die unbekannten Parameter bestimmt werden. Diese Parameter kdnnen jedoch haufig experimentell
nicht direkt gemessen werden. Daher verwendet man numerische Methoden der Parameterschat-
zung, um Parameterwerte zu finden mit denen das Modell die Daten am besten wiedergibt. In dieser
Arbeit wurde die Maximume-Likelihood-Methode zur Parameterschatzung verwendet. Hierzu wird der
Satz von Parametern bestimmt, der die Differenz zwischen Messdaten und Modellausgangen mini-
miert. Nach erfolgreicher Parameterschatzung werden die erhaltenen Parameter bezlglich ihrer

Verlasslichkeit analysiert.

1.7.2. Analyse der Parametergiite durch y2 — Tests

Zunachst wird bestimmt ob das Modell mit dem geschatzten Parametersatz die experimentell gene-
rierten Daten addquat wiedergeben kann. Die Abweichung zwischen den Modellausgdangen und den
experimentell generierten Daten wird durch den y2 Wert quantifiziert. Er entspricht der quadrierten
Summe der Abweichungen zwischen den Daten und den Modellausgangen. Wenn die Ausgdnge ei-
nes Modells die Daten ausreichend gut beschreiben, sollte der y2 Wert dem normalverteilten Mess-
rauschen entsprechen und ungefdhr mit den Freiheitsgraden (v) des Modells Ubereinstimmen. Die
Freiheitsgrade des Modells entsprechen v = nDatenpunkte — nParameter, wobei nDatenpunkte
der Anzahl der Datenpunkte, z.B. der Anzahl der untersuchten Zeitpunkte, entspricht und
nParameter der Anzahl der Modellparameter. Die Giite des y2 Wertes eines Modells kann mit ei-
nem statistischen Test gepriift werden. Getestet wird die Nullhypothese Hy: y2(p) = v, dass y2(p)
einer y2 Verteilung mit v-Freiheitsgraden entspricht, gegen die alternative Hypothese Hy: x2 (P) #
v. Ist der Uber einen y2-Test erlangte p-Wert kleiner als ein zuvor definiertes Signifikanzniveau, so
wird die Nullhypothese abgelehnt. Das bedeutet, dass die Giite des y2 Wertes nicht ausreichend ist
und die experimentell generierten Daten durch das Modell nicht addquat wiedergegeben werden. In
diesem Fall ist davon auszugehen, dass Modellfehler vorliegen Um diese Modellfehler zu beheben, ist

es notwendig die Struktur des Modells zu verandern.

1.7.3. Identifizierbarkeitsanalyse

Auch wenn ein Modell mit einem bestimmten Parametersatz die experimentellen Daten statistisch
signifikant wiedergibt, kann dieser Parametersatz nicht identifizierbare Parameter beinhalten. Nicht
identifizierbare Parameter entstehen, wenn die Parameterschatzung kein eindeutiges Ergebnis liefert
d.h. das ein Modell die Daten mit unterschiedlichen Parametersatzen gleich gut abbildet bzw. unter-
schiedliche Parametersatze in dem gleichen y2 Wert resultieren. Zum Auffinden nicht identifizierba-

rer Parameter wurden in dieser Arbeit Identifizierbarkeitstests mit der Eigenwertmethode durchge-
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flhrt (139). Exemplarisch ldsst sich dieser Ansatz flr zwei Parameter visualisieren. Abbildung 1.10 A
zeigt den Raum aller y2 Werte fiir ein Modell mit zwei Parametern p1 und p2. Dabei ist der y2 Wert
auf der z-Achse, und die beiden Parameter auf der x- bzw. y-Achse aufgetragen. Nimmt man an, dass
alle Parameterwerte fiir p1 und p2, mit einem y2-Wert kleiner als € die Daten signifikant abbilden,
dann sind alle Parameterkombinationen in der schraffierten Flache akzeptabel. Die schraffierte Fla-
che kann mit einem Ellipsoid approximiert werden (Abb. 1.10 B). Dieses Ellipsoid wird mit zwei Ach-
sen beschrieben, deren Richtungen den Eigenvektoren u; und u, entsprechen. Diese Eigenvektoren
werden im Rahmen der Identifizierbarkeitsanalyse bestimmt. Ein nicht identifizierbarer Parameter,

wird durch eine lange Achse reprasentiert. Das bedeutet, dass viele Parameterwerte in einem y2-

Wert kleiner als € resultieren. Die Lange der Achsen ist proportional zu 1/\/1_1-, wobei A; dem Eigen-
wert von u; entspricht. Demnach gilt, je kleiner der Eigenwert 4; ist, desto langer ist die Achse u; und
desto schlechter ist der Parameter identifizierbar. Um ein identifzierbares Modell zu erhalten, wird
das Modell im Anschluss an die Analyse der Eigenwerte mit der identifizierbarkeitsbasierte Modell-
modifikation an die experimentell generierten Daten angepasst. Zunachst wird hierzu aus den nicht
identifizierbaren Parametern eine Rangfolge entsprechend ihrer Eigenwerte erstellt (139). Anschlie-
Rend werden die Teile des Modells modifiziert, welche die am wenigsten identifizierbaren Parameter
enthalten. In einem iterativen Prozess wird nun das Modell so lange modifiziert, bis alle Parameter

eindeutig bestimmbar und somit identifizierbar sind.

" P2

P 7
P

Abb. 1.10 Visualisierung der Eigenwert-basierten Identifizierbarkeitsanalyse an Hand von zwei Parametern.
A) Dreidimensionale Abbildung des Parameterraums. Der y2 Wert ist auf der z-Achse, und die beiden Parame-
ter p1 und p2 aufder x- bzw. y-Achse aufgetragen Hier wird angenommen, dass alle Kombinationen aus p1 und
p2, die in einem y2 Wert kleiner als € resultieren sind statistisch signifikant sind. Dieser Unterraum signifikan-
ter Parameter wird durch die grau schraffierte Flaiche markiert. Diese Flache kann mathematisch mit einem
Ellipsoid (in Rot) approximiert werden. B) Projektion des Ellipsoids auf die xy Ebene. Ein nicht identifizierbarer
Parameter fuhrt zu einer lange Achse ui. Abbildung A) verandert aus (140), zur Verfigung gestellt von Tom
Quaiser.
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1.8. Systembiologische Analyse der Regulation des Jak/STAT Signalweges

Die Regulation des Jak/STAT Signaltransduktionsweges wurde bereits mit verschiedenen mathemati-
schen Modellen untersucht. Yamada et al. (57) zeigen an einem sehr grofRen Differentialgleichungs-
modell des IFNy-induzierten Jak/STAT Signalweges, dass SOCS1 und nukledre Phosphatasen aus-
schlaggebend fiir eine Inaktivierung der Signaltransduktion sind. Eine erweiterte Analyse des Modells
von Yamada et al. unterteilte das Modell in flinf Module. Das SOCS Modul erwies sich als essentiell
fir die Modellstruktur (141). Ein dhnliches Ergebnis ergab die Sensitivitdtsanalyse eines auf (57) ba-
sierenden Modells fiir die IL-6-induzierte Aktivierung von STAT3. Neben der Rekrutierung von STAT3
an den aktivierten Rezeptor, sind der feedback durch SOCS3 und die nukledre Dephosphorylierung
von STAT3 die sensitivsten Parameter des Modells (142). Singh et al. nutzten das in (57) vorgestellte
Modell, um die IL-6-induzierte Jak/STAT Signaltransduktion und die MAPK Kaskade gemeinsam zu
analysieren. In silico knockdown Experimente zeigten, dass sowohl SOCS3 als auch SHP2 negative
Regulatoren des Jak/STAT Weges sind. Die bis hier prasentierten mathematischen Modelle weisen
auf entscheidende Funktionen des feedback Inhibitors SOCS3 und eine nicht weiter definierte negati-
ve Funktion von SHP2 hin. Es ist jedoch zu beachten, dass diese Modelle zu groRen Teilen auf (57)

basieren und dieses Modell selbst bei Bereitstellung optimaler Daten nicht identifizierbar ist (139).

Basierend auf experimentell generierten Daten aus murinen Hepatozyten und Makrophagen konnten
Wormald et al. ein Modell fiir die Inhibition der IL-6-induzierten Signaltransduktion durch SOCS3
entwickeln, welches in einer biphasischen Phosphorylierung von STAT3 und einer Desensibilisierung
der Zellen gegen einen weiteren Stimulus resultiert (143). Die Funktion von SHP2 wurde in diesem
Modell nicht untersucht. Fischer et al. zeigen jedoch biochemisch, dass diese Desensibilisierung un-
abhangig von der Expression von SHP2 ist (60). An einem einfachen Modell konnte weiterhin gezeigt
werden, dass das Zeitintervall bis zur maximalen Phosphorylierung von STAT3 durch IL-6 in murinen
Hepatozyten nicht durch die Starke des Modelleingangs, sondern durch die Starke der Regulation
bzw. Degradation der beteiligten Proteine bestimmt wird (144). Diese Beispiele zeigen, dass beson-
ders kleine datenbasierte ODE Modelle wertvolle Hinweise auf dynamische Regulationsprozesse lie-

fern kénnen.

Bachmann et al. untersuchen in einem auf komplexen Daten basierten Modell der Erythropoie-
tin (Epo)-induzierten Aktivierung von Jak2 und STATS in erythropoietischen Vorlauferzellen den Ein-
fluss verschiedener Regulatoren (145). Sie zeigen auf, dass multiple Regulationsmechanismen not-
wendig sind, damit die Zellen auf stark variierende Ligandenkonzentrationen antworten kénnen. So
ist bei niedrigen Ligandenkonzentrationen CIS entscheidend fiir die feedback Regulation, wahrend

bei hohen Epo Konzentrationen SOCS3 wichtig wird. SHP1 wird in diesem Modell durch phosphory-
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lierte Jakl aktiviert und kann diese anschlieRend dephosphorylieren. Diese Funktion scheint unab-

hangig von der Konzentration des Stimulus zu sein.

Zusammenfassend zeigen diese Analysen die Bedeutung des negativen feedbacks durch Mitglieder
der SOCS Familie fiir die Dynamik der Jak/STAT Signaltransduktion auf. Es wurde jedoch noch nicht
im Detail untersucht, ob bereits vor der Expression der SOCS Proteine eine Regulation der IL-6-
induzierten Jak/STAT Signaltransduktion, z.B. durch konstitutiv exprimierte Phosphatasen wie SHP2,

stattfindet.
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2. Ziele der Arbeit

IL-6 ist ein wichtiger Mediator der Entziindungsreaktion und induziert u.a. die Expression von Akut-
Phase Proteinen in der Leber. Eine unkontrollierte verstarkte Aktivierung der IL-6-induzierten
Jak/STAT Signaltransduktion wird jedoch mit chronisch inflammatorischen und proliferativen Krank-
heiten assoziiert. Daher ist die Beschrdankung der Signaltransduktion durch feedback Inhibitoren, wie

SOCS3, und Phosphatasen, wie SHP2, essentiell fiir die Homdostase des Korpers.

Synthetische Glukokortikoide gehéren zu den am héaufigsten verschriebenen Medikamenten gegen
inflammatorische Erkrankungen. Schon in den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts konnte gezeigt
werden, dass Dexamethason die Expression von IL-6-induzierten Akut-Phase Proteinen verstarkt
(111). Ziel des ersten Themenkomplexes dieser Arbeit war, die molekularen Grundlagen dieser Glu-
kokortikoid vermittelten Steigerung der Akut-Phase Protein Expression in vitro und in vivo aufzukla-

ren.

Wahrend die Wirkungsweise von klassischen feedback Inhibitoren, wie SOCS3, im IL-6 Signalweg gut
beschrieben ist, ist die genaue Funktion der Phosphatase SHP2 in diesem Signalweg noch nicht defi-
niert. Ziel des zweiten Themenkomplexes dieser Arbeit war daher, die Etablierung eines identifizier-
baren mathematischen Modells der friihen, SOCS3-unabhdngigen Regulation des IL-6-induzierten
Jak/STAT Signalweges durch SHP2. Basierend auf diesem Modell sollten neue Aussagen Uber die Ne-

gativregulation der IL-6 Signaltransduktion getroffen werden.
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3. Material und Methoden
3.1. Chemikalien

Alle Chemikalien wurden in der Qualitdt pro analysi eingesetzt und von den Firmen wie angegeben

bezogen.

3.2. Inhibitoren
Actinomycin D (Calbiochem)
Doxycyclin (Sigma)
Cycloheximid (Sigma)
MG-132 (Calbiochem)
RU-486 (Sigma)

ZK-216348 (zur Verfligung gestellt von Corporate Research Business Area Dermatology, Schering AG)

3.3. Zytokine

Zytokin Beschreibung

hu IL-6 rekombinantes humanes IL-6, nach der Methode von Arcone (146) in E.coli
exprimiert

mu IL-6 rekombinantes murines IL-6 (Peprotech)

Epo rekombinantes humanes Erythropoietin (zur Verfligung gestellt von Roche
Diagnostic)

OsSMm rekombinantes murines Onkostatin M (R&D Technologies)

3.4. Antikorper

Antikérper Ursprung Anwendung Beschreibung

GAPDH (6C5) mu WB monoklonaler Antikérper gegen
GAPDH (Santa Cruz Technologies)

gp80 (BR6) mu FACS polyklonaler Antikérper gegen gp80
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gp130 (BR3)

GR (M20)

HSP70

JAK1(p)

Lamin A/C

SHP2 (C18)

SHP2 (N16)

SHP2(p)Y542

SOCS3 (M-20)

STAT3 (C-20)

STAT3(p)Y705

Tubulin

(p)Y (PY99)

rb

rb

rb

rb

rb

g0

rb

rb

FACS

MK

WB

WB

WB

WB

WB,IP

WB, IP

WB

WB, IP

WB, IP

WB

WB

(Holtzel)

polyklonaler Antikérper gegen
gp130 (Holtzel)

polyklonaler Antikérper gegen den
Glukokortikoid Rezeptor (Santa Cruz
Technologies)

monoklonaler Antikdrper gegen
HSP70 (Stressmarq)

polyklonaler Antikorper gegen die
phosphorylierten Tyrosine 1022 und
1023 von Jakl (New England Bio-
labs)

monoklonaler Antikdrper gegen
Lamin A/C (BD Biosciences)

polyklonaler Antikérper gegen ein
Epitop im C-Terminus von SHP2
(Santa Cruz Technologies)

polyklonaler Antikérper gegen ein
Epitop im N-Terminus von SHP2
(Santa Cruz Technologies)

polyklonaler Antikérper gegen das
phosphorylierte Tyrosin 542 von
SHP2 (New England Biolabs )

polyklonaler Antikdrper gegen
SOCS3 (Santa Cruz Technology)

polyklonaler Antikérper gegen un-
phosphoryliertes STAT3 (Santa Cruz
Technologies)

monoklonaler Antikdrper gegen das
phosphorylierte Tyrosin 705 von
STAT3 (New England Biolabs )

monoklonaler Antikdrper gegen
Tubulin (Sigma-Aldrich)

monoklonaler Antikdrper gegen
phosphorylierte Tyrosylreste (Santa
Cruz Technologies)
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Maus-HRP

Kaninchen-HRP

Ziege-HRP

Maus-PE

Kaninchen-Cy2

rb WB polyklonales Antiserum gegen kon-
stante Anteile von Maus-
Immunglobulin, konjugiert mit
Meerrettichperoxidase (DAKO)

go WB polyklonales Antiserum gegen kon-
stante Anteile von Kaninchen-
Immunglobulin, konjugiert mit
Meerrettichperoxidase (DAKO)

rb WB polyklonales Antiserum gegen kon-
stante Anteile von Ziegen-
Immunglobulin, konjugiert mit
Meerrettichperoxidase (DAKO)

go FACS polyklonales F(ab‘)2 Fragment ge-
gen konstante Anteile von Maus-
Immunglobulin, konjugiert mit Phy-
coeryithrin (Dianova)

dk MK polyklonaler Antikérper gegen den
konstanten Bereich von Kaninchen-
Immunoglobulins (lg), konjugiert
mit Cy2 (Jackson Immunolab)

3.5. Plasmide
Plasmid Beschreibung
pCH110 lacZ Reporterplasmid, welches das Beta-Galactosidase Gen tragt, Ampi-
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pGL3 a2M (-215)

pGL3 Basic-SOCS
(-511/+929)

pGL2 Basic-FGG

pcDNAS5/FRT/TO
STAT3a-CFP

cillin Resistenz (Pharmacia)

Reporterplasmid, welches den Promoterbereich -215 bis +8 des a2-
Macroglobulin Gens, fusioniert mit der kodierenden Sequenz der
Leuchtkafer-Luziferase, tragt, Ampicillin Resistenz

Reporterplasmid, welches den Promoterbereich -511 bis +929 des
SOCS3 Gens, fusioniert mit der kodierenden Sequenz der Leuchtka-
fer-Luziferase tragt, Ampicillin Resistenz (bereitgestellt von J. Bode)

Reporterplasmid, welches den Promoterbereich ab -1359 des y-
Fibrinogen Gens, fusioniert mit der kodierenden Sequenz der
Leuchtkafer-Luziferase, tragt, Ampicillin Resistenz (bereitgestellt von
J. Bode)

Eukaryontischer Expressionsvektor zur Expression von STAT3-CFP,
Ampicillin Resistenz (bereitgestellt von G. Miller-Newen)
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pTETsplice-
HASOCS3human

pRcCMV-
EG(YYYYYY)

pRcCMV-
EG(FYFFFF)

pRcCMV-EG
(YFYYYY)

pCR8/GW/TOPO

pCDNA3 gp80

pCR8/GW/TOPO

gp80

pQCXIP

pQCXIP_GW C.1

pQCXIP_GW
C.1_gp80
pVPack-Ampho

pVPack-GP

pSuperSHP2

Eukaryontischer Expressionsvektor, der die Expression von huma-
nem SOCS3 unter Doxycyclin Kontrolle in einem Tet-off- System er-
moglicht, Ampicillin Resistenz (bereitgestellt von J.Bode)

Eukaryontischer Expressionsvektor zur Expression eines chimaren
Rezeptors aus dem extrazellularen Anteil des Epo-Rezeptors und
dem intrazellularen Anteil von Wildtyp gp130 (6Y), Ampicillin Resis-
tenz

Eukaryontischer Expressionsvektor zur Expression eines chimaren
Rezeptors aus dem extrazelludren Anteil des Epo-Rezeptors und
dem intrazellularen Anteil von gp130 (Y683,767,814,905,915F), Am-
picillin Resistenz

Vektor, zur Expression eines chimaren Rezeptors aus dem extrazellu-
laren Anteil des Epo-Rezeptors und dem intrazelluldren Anteil von
gp130 (Y759F) in eukaryontischen Zellen, Ampicillin Resistenz

Subklonierungsvektor, der die Ubertragung beliebiger DNA in andere
Gateway Vektoren erméglicht, Spectinomycin Resistenz (Invitrogen)

Eukaryontischer Expressionsvektor, der als Template zur Amplifika-
tion von humanem gp80 diente, Ampicillin Resistenz

Subklonierungsvektor, der die Ubertragung der humanen gp80 cDNA
in andere Gateway Vektoren ermoglicht, Spectinomycin Resistenz

Vektor zur Expression von Proteinen nach retroviraler Transduktion,
Puromycin Resistenz (BD Biosciences)

Vektor zur Expression von Proteinen nach retroviraler Transduktion,
die eingefiigte Gateway C.1 Kassette erméglicht die Ubertragung

von cDNA aus anderen Gateway Vektoren, Puromycin Resistenz

Vektor zur Expression von humanem gp80 nach retroviraler Trans-
duktion, Puromycin Resistenz

Vektor zur Expression des viralen Hillproteins env in eukaryonti-
schen Verpackungsszelllinien, Ampicillin Resistenz (Stratagene)

Vektor zur Expression der viralen Proteine gag und pol in eukaryon-
tischen Verpackungsszelllinien, Ampicillin Resistenz

Vektor, zur Expression einer siRNA gegen SHP2 , Ampicillin Resistenz
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3.6. Primer

Primer Sequenz Beschreibung

AnDgp80for 5 GCC ACC ATG CTG GCC Forward Primer zur Amplifikation des
GTC 3' humanen gp80

AnDgp80rev 5 CTATCT GGG GAA GAA Reverse Primer zur Amplifikation des
GTA GTCTGT ATT 3/ humanen gp80

pQXCIP_Seq 5 ACG CCATCCACG CTG Sequenzierprimer, zur Sequenzierung
TTT TGA CCT 3/ von pQXCIP ausgehend von Position

2164

3.7. Prokaryontische Zellen

Bakterienstimme

Bakterienstamm Beschreibung

BD3.1 E.coli Stamm zur Amplifikation der Gateway Zielvektoren mittels Ne-
gativselektion

DH5a E.coli Stamm zur Amplifikation von Vektoren

Topl10 E.coli Stamm zur Amplifikation der TOPO Vektoren

Nahrmedien und Lésungen fiir die Kultivierung von Bakterien
LB Medium (Roth)

Agar Agar (Roth)

Ampicillin (Roth)

Kanamycin (Serva)

Spectinomycin (Serva)

3.7.1. Kulturbedingungen fiir prokaryontische Zellen

Stammkulturen der rekombinanten Bakterien wurden zur langerfristigen Lagerung mit 30 % Glycerin
versetzt und bei -80°C gelagert. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Medium unter Zugabe

des entsprechenden Antibiotikums (100 mg/ml) in einem Schittelkolben bei 37°C mit 200 Upm. Zur
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Vereinzelung wurden die Bakterien auf Petrischalen mit durch Zugabe von 1,5 % Agar Agar verdick-

tem LB Medium ausgestrichen.
3.7.2. Herstellung kompetenter Bakterien

500 ml LB Medium wurden mit 100 pl E.coli Bakterien aus einer .N. Vorkultur angeimpft, bis zu ei-
ner ODssonm VONn 0,6 auf einem Schiittler bei 37°C kultiviert und anschlieRend zentrifugiert (15 min,
4°C, 6000 Upm, Rotor: JA-10). Das Pellet wurde in 50 ml kaltem Kompetenzmedium resuspendiert
und zu 100 pl Aliquots in Kompetenzmedium in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der

kompetenten Bakterien erfolgte bei -80°C.

Kompetenzmedium

10% Polyethylenglycol 3350
5% DMSO
100 mM MgCl,

in LB Medium (gefiltert: 0,22 um)

3.7.3. Transformation und Aufreinigung von Plasmiden

Je 50 pl kompetente E.coli/Plasmid wurden auf Eis aufgetaut und mit je 1 pl des zu transformieren-
den Plasmids versetzt. Nach 20 min Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock (40 s, 42°C) und eine
anschlieRende erneute Kiihlung auf Eis fir 2 min Die Bakterien wurden dann mit 250 pl LB Medium
versetzt, flr 45 min bei 37°C inkubiert und folgend auf eine LB-Platte mit entsprechendem Selekti-
onsantibiotikum ausplattiert. Von den gewachsenen Kolonien wurden Fliissigkulturen in LB Medium
mit Selektionsantibiotikum angeimpft. Mit Hilfe von Maxi-Plasmid-Praparationskits wurden Bakterien
aus einer 500 ml Ubernacht-Schiittel-Kultur nach Angaben des Herstellers (Qiagen) aufgearbeitet.
Wenn nur kleine Mengen DNA benétigt wurden, wurde ein Mini-Plasmid-Praparationskit (Qiagen)
aus 4 ml Schuttelkulturen nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die so erhaltene hoch reine

Plasmid-DNA wurde in Wasser eluiert und bei -20°C gelagert.

3.7.4. Quantitative Bestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der DNA bzw. RNA Konzentration der Proben erfolgte photometrisch am Nanodrop
(NanoDrop) Uber die Absorption bei 260 nm. Die Reinheit der praparierten Nukleinsdure wurde mit
Hilfe der Absorption bei 280 nm ermittelt. Der Quotient der Absorptionen 260 nm/280 nm sollte

hierbei zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
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3.8. Eukaryontische Zellen und in vivo Versuche

Zelllinien
Zelllinie Beschreibung Kulturbedingungen
HepG2 Adhéarent wachsende, humane Hepatom DMEM F12 (10 % FKS, 1 %
Zelllinie Penicillin/Streptomycin)
HEK293 Adharent wachsende, humane epithelia- DMEM (10 % FKS, 1% Penicil-
le Nieren Zelllinie lin/Streptomycin)
HEK293T Adhéarent wachsende, humane, epithe- DMEM (10 % FKS, 1 % Penicil-
liale Nieren Zelllinie, die das SV40 large lin/Streptomycin)
T Antigen exprimiert
HEK- HEK293, die nach retroviraler Transduk- DMEM (10 % FKS, 1 % Penicil-
gp80 tion gp80 stabil exprimieren lin/Streptomycin, 2 pg/ml
Puromycin)
MEF /" Adhéarent wachsende, embryonale, mu- DMEM (10 % FKS, 1 % Penicil-
3063 rine Fibroblasten Zelllinie von homozy- lin/Streptomycin)
goten Mausen, in denen das SOCS3 Gen
zwischen lox-Sequenzen liegt
MEF 7 Adhéarent wachsende, embryonale, mu- DMEM (10 % FKS, 1 % Penicil-
3063 rine Fibroblasten Zelllinie von homozy- lin/Streptomycin)
goten SOCS3—defizienten Mausen
BaF/3 in Suspension wachsende, murine Pro-B- RPMI (10 % FKS; 1 % Penicil-

Primare Zellen

Zelllinie

Zelllinie

Beschreibung

lin/Streptomycin, 10 % IL-3
haltiges konditioniertes Me-
dium (PBV Uberstand)

Kulturbedingungen
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Primare murine
Hepatozyten

Murine Hepatozyten aus Wildtyp
und gp130 Y757F hepa Mausen
(freundlicherweise isoliert von S.
Sauer-Lehnen und C.G. Tag)

siehe Kapitel 3.8.5
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Ndhrmedien und Loésungen fiir die Zellkultur

Collagen | (Sigma)

Dexamethason (Sigma)

DMEM Flissigmedium mit 4,5 g Glucose/| (Invitrogen)
DMEM Flissigmedium mit 4,5 g Glucose/l ohne Phenolrot (Invitrogen)
DMEM F12 Flissigmedium (Invitrogen)

DMSO (Merck)

FKS (Seromed)

L-Glutamin (Sigma)

Liberase (Roche)

Penicillin/ Streptomycin (Gibco)

Puromycin (PAA)

RPMI Fliissigmedium (Invitrogen)

Trypsin (0,05 %)/ EDTA (0,02 %)-L6sung (Biochrom)

Williams E Medium (Invitrogen)

PBS

200 mM NacCl
2,5mM KCl

8,0 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,
pH 7,4

Lésung B

0,15M NacCl

6 mM KCl
5mM Glucose
20 mM Hepes
20 mM NaHCO;
1mM EDTA
pH 7,4

Losung C

0,15M NaCl

6 mM KCl
5mM Glucose
20 mM Hepes
20 mM NaHCO;
2 mM CaCl,
40 mg/I Liberase
pH 7,4
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Attachment Medium

Williams E Medium, 10 % FKS, 100 nM Dexamethason, 2 mM L-Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin
Pre-Starvation Medium

Williams E Medium, 100 nM Dexamethason, 2 mM L-Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin
Starvation Medium

Williams E Medium, 2 mM L-Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin

3.8.1. Kulturbedingungen fiir eukaryontische Zelllinien

Die Zellen wurden bei 37°C in einer wassergesattigten Atmosphare mit 5% CO, (HepG2) bzw. 10 %
CO, (HEK293, MEF, Ba/F3) kultiviert. Die Weiterkultivierung der Zellen erfolgte durch Ablésen der
Zellen von einer konfluent bewachsenen Petrischale mit Trypsin/EDTA und Aussdhen in frischem
Medium. Um die beim Wachstum von HepG2 gebildeten Zellkonglumerate zu l6sen, wurden die ab-
geldsten Zellen mehrfach in eine Spritze mit einer 0,9 mm x 40 mm Kanule aufgezogen. Ba/F3 Zellen
wurden zunéchst zentrifugiert (5 min, 4°C, 1000 Upm, Rotor: SX4750A) und dann in frischem Medium
resuspendiert. Die Zellen wurden vor jedem Experiment mit einem CASY Zellzdhler (Roche) gezahlt
und zu je 7x10° Zellen/6 cm bzw. 1,2 x 10° Zellen/10 cm Zellkulturschale ausgesit. Bei einer quantita-
tiven Auswertung der Daten wurde die Anzahl der Zellen zum Zeitpunkt des Experimentes durch Zah-

len der Zellen auf einer Kontrollplatte bestimmt.

Zur Langzeitaufbewahrung wurden die von der Platte geldsten Zellen mit kaltem 10 % DMSO-
haltigem Serum versetzt, in Kryoréhrchen aliquotiert und zur langsamem Abkiihlung zunachst fir
24 h bei -80°C gelagert. Die dauerhafte Lagerung erfolgte bei -150°C. Zum Auftauen wurden die Zel-
len auf 37°C erwarmt und das DMSO-haltige Medium mit 10 ml kaltem Medium verdiinnt. Im Fol-
genden wurden die Zellen zentrifugiert (5 min, 4°C 1000 Upm, Rotor: SX4750A). Die Zellen wurden in

neuem warmen Medium aufgenommen und in eine Petrischale ausgesit.
3.8.2. Stimulationsbedingungen

HepG2 Zellen wurden vor der Stimulation iber Nacht in DMEM F12 ohne Phenolrot gehungert (147).
HEK Zellen wurden 2 h in DMEM gehungert. Die Stimulation erfolgte, wenn nicht anders angegeben

mit folgenden Konzentrationen: IL-6 (200 U/ml), Dexamethason (1 uM, Sigma), Epo (7 U/ml).
3.8.3. Bestimmung des Zellvolumens

Die Bestimmung des Zellvolumens erfolgte in einer Anndaherung tber das Volumen trypsinierter ab-

gerundeter Zellen. Hierzu wurden HEK-gp80 Zellen mit Trypsin/EDTA von der Zellkulturschale geldst
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und sofort im CASY Zellzahler gemessen. Der Mittelwert der Durchmesser der Zellen diente als

Grundlage fir die Berechnung des Volumens.
3.8.4. Retrovirale Transduktion eukaryontischer Zellen

Die retrovirale Transduktion wurde eingesetzt, um HEK293 Zellen zu erzeugen, die stabil gp80 expri-
mieren. Zundchst wurden HEK293T Zellen auf Collagen | beschichtete Zellkulturflaschen ausgesat und
mit dem viralen Expressionsvektor pQCXIP_GW C.1_gp80 sowie den Verpackungsvektoren pVPack-
GP und pVPack Ampho (beide Stratagene) mittels Lipofectamin2000 transfiziert (siehe Kapitel
3.11.2). Zur Induktion der Virusproduktion wurden einen Tag nach der Transfektion die Kulturbedin-
gungen geandert und die Zellen in DMEM (5 % FKS, 32 C) kultiviert. Nach 48 h wurde der virushaltige
Uberstand abgenommen und filtriert (0,45 um, low binding filter, Renner), um HEK293T Zellen vom
Virus zu trennen. Der filtrierte Uberstand wurde mit 8 pl/ml Polybrene (Millipore) versetzt und auf
HEK293 Zellen gegeben. Die Zellen wurden fiir 24 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein
Mediumwechsel auf Kulturmedium. Die Selektion der infizierten Zellen erfolgte mit Puromycin

(2 pg/ml). Uberlebende Zellen wurden vereinzelt, um Einzelklone zu erzeugen.
3.8.5. Isolation und Kultivierung primarer muriner Hepatozyten

Es wurden WT Mause und Mause, die in der Leber gp130 Y757F exprimieren, eingesetzt. Nach Anas-
thesie der Maus wurde der Bauchraum ged6ffnet und die Pfortader freigelegt. Die Leber wurde lber
die Pfortader zunachst mit Lésung B, dann mit Losung C gespiilt. AnschlieBend wurde die Leber ent-
nommen und bei 4°C von der Gallenblase getrennt. Nach Offnung der Leberkapsel wurden die Hepa-
tozyten mit einem 100 uM Nylonfilter getrennt, mit DMEM (10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin,
4 mM L-Glutamin) gewaschen und zweimal fir 4 min zentrifugiert (4°C, 16 g). 7 x 10° Zellen wurden
auf mit Collagen | beschichtete Zellkulturplatten ausgesat und fiir vier Stunden in Attachment Medi-
um und flr weitere 16 h in Pre-Starvation Medium kultiviert. Drei Stunden vor der Stimulation erfolg-

te ein Mediumwechsel zu Starvation Medium.
3.8.6. Isolation der Leber und des Serums aus Mdusen

Die Injektion der Losungen erfolgte intraperitoneal. Die Mause verblieben wahrend der Behandlung
in den Kafigen. Nach Ablauf des Experimentes wurde retro-orbitales Blut abgenommen, in einem
Probengefall zur Serumgewinnung (Sarstedt) gesammelt und 30 min bei RT inkubiert. AnschlieRend
wurde das Serum durch Zentrifugation in einer Tischzentrifuge (10 min, Raumtemperatur,
1000 Upm) geklart und bei -20°C gelagert. Nach der Tétung der Maus durch Luxation der Halswirbel-
sdule wurde die gesamte Leber isoliert, von der Gallenblase entfernt und unter Berlicksichtigung

jedes Leberlappens mit einem Skalpell in vier Teile getrennt. Die Gewebeproben wurden sofort in
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flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Die Injektion und Totung der Maus erfolgte

durch Sara Dutton Sackett, Ph.D. (Innere Medizin Ill, Universitatsklinik Aachen).
3.9. Klonierung

Die im Folgenden beschriebenen Methoden wurden eingesetzt, um einen Vektor zu erzeugen, der

die retrovirale Transduktion von humanem gp80 in HEK Zellen ermdéglichte.
3.9.1. PCR

Um PCR Produkte nach der Amplifikation im Topo Gateway System einzusetzen, wurden die PCR
Reaktionen mit einem Gemisch aus Taq Polymerase (AT Uberhinge) und Phusion Polymerase (Proof-
reading) durchgefiihrt. PCRs wurden in einem Gradientencycler (Eppendorf) durchgefiihrt. Die Elon-

gationsphase wurde der Lange der zu amplifizierenden DNA Sequenz angepasst (1 min /1000 bp).

PCR Ansatz/Probe

0,3 ul Taq Polymerase (1 U/pl)
0,3 ul Phusion Polymerase

2 ul dNTPs (2 mM)

10 pl 5 x HT Puffer

1l reverse Primer (100 pmol)
1l forward Primer (100 pmol)
2ng Template

ad 50 pl H20

PCR Programm

30s 98°C
10s 98°C 40 x
20s 64°C
30s 72°C
10 min 72°C
4°C

Die PCR Produkte wurden anschlieRend lber eine Gelelektrophorese und eine Gelextraktion aufge-

reinigt.
3.9.2. Agarose-Gelelektrophorese

DNA wurde je nach Lange der Fragmente in 1,5 % - 3 % Agarose Gelen aufgetrennt. Um die Banden
sichtbar zu machen, wurden die Gele mit 0,1 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Die Proben wurden mit

6 x DNA-Probenpuffer gemischt und auf das Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in
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Horizontalgelapparaturen mit 1 x TAE Puffer als Laufpuffer durchgefiihrt. Als GréRenstandard dien-
ten 1 kb DNA-Leiter oder 100 bp DNA-Leiter (beides NEB). Die Banden wurden auf einem UV-Tisch
sichtbar gemacht. Bei praparativen Gelen wurden anschliefend die entsprechenden Banden ausge-

schnitten und die DNA mit einem Gel-Extraktions-Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers isoliert.

DNA Ladepuffer

2mM EDTA

2,5 mg/ml Bromphenolblau
80 % Saccharose

20 mM Tris/HCI, pH 7,5
TAE-Puffer

1mM EDTA

20 mM Tris-Acetat, pH 8.0

3.9.3. Restriktionsverdau

Restriktionsverdaue erfolgten, um DNA Fragmente mit bestimmten Uberhingen zu erzeugen oder
um Zwischenschritte bei Klonierungen zu kontrollieren. Restriktionsenzyme und Puffer wurden nach
Angaben des Herstellers (NEB) eingesetzt. Wenn notwendig wurden sticky ends nach dem Verdau
durch Klenow-Enzym aufgefiillt (30 min, 37°C). AnschlieBend wurde das Klenow-Enzym fiir 10 min bei

75°C inaktiviert.

Klenow-Reaktion

7 ul DNA

4 ul dNTPs

0,5 ul Klenow-Enzym
1,1l NT-10 x Puffer

Nach dem Restriktionsverdau und/oder Klenow Reaktion wurden die Fragmente Uber eine Agarose-

Gelelektrophorese und anschlieRende Gel-Extraktion aufgereinigt.

3.9.4. Ligation von DNA Fragmenten

Die Ligation von DNA Fragmenten wurde mit T4 Ligase (Promega) nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Fur blunt end Ligationen wurden je 5 U/Reaktion, fiir sticky end Ligationen je
1 U/Reaktion Ligase eingesetzt. Insert und Vektor wurden in einem molaren Verhiltnis von 3:1 einge-
setzt. Die Ligation erfolgte fiir 1 —3 h bei Raumtemperatur. AnschlieBRend wurden die Plasmide in

kompetente Bakterien transformiert und amplifiziert.
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3.9.5. Ligation von PCR Produkten in pCR8/GW/TOPO

Die Ligation von Fragmenten mit AT-Uberhang in den TOPO Donorvektor pCR8/GW/TOPO erfolgte
mit dem TOPO Klonierungskit nach Angaben des Herstellers (Invitrogen). Ausgehend von diesem
Vektor erfolgte der Einbau des Inserts in Gateway C.1 Kassetten anderer Vektoren mit dem Gateway

Clonase Il Mix (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers.

3.9.6. Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmide erfolgte durch die Firma MWG Biotech.

3.10. Proteinchemische und immunologische Methoden

Im Folgenden werden proteinchemische und immunologische Methoden beschrieben.

3.10.1. Zelllysate

Die auf Zellkulturschalen gewachsenen Zellen wurden mit 4°C kaltem PBS gewaschen. Nach Zugabe
von kaltem Lysepuffer wurden die Zellen mit einem Schaber von der Kulturschale gel6st und in Ep-
pendorfgefaRe tberfiihrt. Die Lyse erfolgte fiir 30 min auf Eis und wurde durch mehrmaliges kraftiges
Mischen unterstiitzt. Nach Ende der Inkubationszeit wurde der Zelldebris fir zehn Minuten bei
13.000 Upm in der Tischzentrifuge sedimentiert. Die Uberstinde wurden entweder sofort fiir Im-
munprazipitationen verwendet oder bei -18°C gelagert. Die Analyse erfolgte nach Aufkochen und
Denaturierung der Lysate in Lammli Probenpuffer fir 10 min bei 95°C mittels SDS Gelelektrophorese

und Western Blot.

Ripa-Lyse-Puffer

50 mM Tris/HCl pH 7,4
150 mM NacCl

1mM EDTA

0,5% Nonidet P-40
15% Glycerol

Als Schutz vor Proteasen und Phosphatasen wurden kurz vor Gebrauch folgende Substanzen zum

Ripa-Lyse Puffer gegeben.

1mM NasVO,

10 mM NaF

1mM AEBSF (Roth)

5 pg/ml Aprotinin (Sigma)
5 ug/ml Leupeptin (Sigma)
3ug Pepstatin (Sigma)
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2x Limmli-Proben-Puffer

125 mM Tris/HCl pH 6,8

20 % Glycerin

10% B-Mercaptoethanol
4% SDS

0,01 % Bromphenolblau

3.10.2. Immunprazipitation von Proteinen aus Zelllysaten

Um bestimmte Proteine aus Zelllysaten anzureichern, wurde eine Immunprazipitation durchgefihrt.
Zelllysate wurden mit 1 ug des Erstantikdrpers gegen das zu prazipitierende Protein versetzt und
Uiber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Die Isolation der Protein/Antikdrper-
Komplexe erfolgte mit Protein G-Dynabeads (Dynal Biotech). Pro Probe wurden zunachst 10 pl der
beads aufgenommen und in 1 ml RIPA-Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend wurden die beads in
10 ul RIPA-Waschpuffer/Probe aufgenommen, zu den Lysaten gegeben und bei 4°C fiir 4 h auf dem
Uberkopfschiittler inkubiert. Die Isolation der Protein/Antikdrper/bead-Komplexe erfolgte mit einem
Magnetstander (Invitrogen). Zur Verringerung unspezifischer Bindungen wurden die Komplexe drei-
mal mit je 1 ml RIPA Waschpuffer gewaschen. Abschlieffend wurden die Proteine durch 10 min Erhit-
zen auf 95°C in 2 x Limmli Probenpuffer von den beads abgeldst. Um die Effizienz der Immunprazipi-
tation zu bestimmen, wurde vor der Behandlung mit dem Antikérper und nach der Inkubation mit
den beads je eine Probe des Uberstandes genommen. Die Analyse der Proben erfolgte mittels SDS-

Gelelektrophorese und Western Blot.

RIPA Waschpuffer

50 mM Tris/HCl pH 7,4
100 mM NacCl

1mM EDTA

0,1% Igepal

15% Glycerol

3.10.3. Quantifizierung von intrazelluldren Proteinen

Zur Quantifizierung von intrazelluldren Proteinen wurden quantitative Western Blots mit Eichprotei-
nen eingesetzt. Als Eichproteine dienten aufgereinigte GST Fusionsproteine (die zwei SH2 Domé&nen
aus SHP2 (As 1-220, bereitgestellt von Dr. rer. nat. Pia Miiller) sowie ein Fragment von STAT3 (As
670-770, (Abnova Corporation)). Eine bekannte Anzahl an Zellen wurde lysiert und anschliefend eine
Immunprazipitation gegen die zu quantifizierenden Proteine durchgefiihrt. Fiir die Quantifizierung
der totalen Menge eines Proteins erfolgte hierbei die Prazipitation mit einem Antikdrper gegen das
unphosphorylierte Protein. Um den Phosphorylierungsgrad eines Proteins zu bestimmen, wurden die

Zellen zunéachst fur 6 min mit IL-6 (200 U/ml) stimuliert und die anschlieRende Immunprazipitation
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mit Antikérpern gegen phosphorylierte Proteine durchgefiihrt. Beide Prazipitate wurden anschlie-
Rend gemeinsam mit einer Verdiinnungsreihe unphosphorylierter Eichproteine bekannter Konzent-
ration mittels SDS-Gelelektrophorese und Western Blot analysiert. Die Detektion erfolgte hier mit
Antikorpern, die ein Epitop erkennen, das sowohl in den Eichproteinen als auch in den endogenen
prazipitierten Proteinen vorkommt. Aus den Verdiinnungsreihen der Eichproteine wurde eine Eich-
reihe erstellt Gber die die Menge an prazipitiertem endogenem Protein berechnet wurde. Die ge-
wonnenen Werte wurden um die Zellzahl und die Effizienz der Immunprazipitation korrigiert und auf
das Zellvolumen bezogen. Der Phosphorylierungsgrad der einzelnen Proteine nach 6 min Stimulation

diente zur Umrechnung der relativen Phosphorylierungskinetiken in absolute Konzentrationen.
3.10.4. Zellfraktionierung

Um zytoplasmatische und nukledre Proteine getrennt zu analysieren, wurde eine Fraktionierung
durchgefiihrt. Alle Schritte erfolgten bei 4°C und mit eiskalten Puffern. Alle Zentrifugationsschritte
erfolgten in einer Tischzentrifuge. Die Zugabe aller Phosphatase- und Protease-Inhibitoren erfolgte
kurz vor dem Experiment. Die Zellen wurden in 1 ml PBS mit Hilfe eines Zellschabers von der Zellkul-
turschale geldst und zentrifugiert (5 min, 500 Upm). Das Zellpellett wurde zur Gewinnung der zytoso-
lischen Fraktion in 500 pl hypotonischem Lysepuffer aufgenommen und 15 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Lysate erneut zentrifugiert (10 min, 14000 Upm). Der Zellliberstand (= zy-
tosolische Fraktion) wurde in einem neuen ReaktionsgefaR aufgenommen. Das Pellet wurde zur Ge-
winnung der nukledren Fraktion zundchst in 1 ml Kernisolationspuffer aufgenommen und nach
10 min zentrifugiert (10 min, 1000 Upm). Dieser Waschschritt wurde wiederholt. Die Lyse der Kerne
erfolgte in 30 pl Kernlyse Puffer fiir 30 min auf Eis. AnschlieRend wurde die Kernfraktion zentrifugiert
(10 min, 13000 Upm) und der Uberstand (= nukledre Fraktion) bei -20°C gelagert. Die Reinheit der
Fraktionen wurde im Folgenden mit Hilfe einer SDS-Gelelektrophorese und anschlieRendem Western
Blot analysiert. Als Kontrollen dienten hierbei Lamin A/C, als Marker fur die nukleare Fraktion, und

GAPDH, als Marker fiir die zytoplasmatische Fraktion.

Hypotonischer Lysepuffer

10 mM Tris/HCI, pH 7,5
10 mM NaCl

3 mM MgCl,

1mM Na3VO4

5 pg/ml Aprotinin

5 ug/ml Leupeptin

3 pg/ml Pepstatin
1mM EDTA

1mM DTT
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Kernisolationspuffer

10 mM Tris/HCl, pH 7,5
10 mM NaCl
3mM MgCl,
0,5% Igepal
1mM Nas;VO,
10 mM NaF

5 pg/ml Aprotinin
5 ug/ml Leupeptin
3 pg/ml Pepstatin
1mM EDTA
1mM DTT

Kernlysepuffer

20 mM Tris/HCl, pH 7,5
280 mM NaCl

3 mM MgCl,

2% Triton X-100
1mM Nas;VO,

10 mM NaF

5 pg/ml Aprotinin

5 pg/ml Leupeptin

3 pg/ml Pepstatin
1mM EDTA

1mM DTT

3.10.5. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Konzentration gel6ster Proteine erfolgte mit dem BIO-RAD Protein Assay nach
der Methode von Bradford (148). Bei einer Wellenldnge von 595 nm wurde photometrisch zunachst
eine Eichgerade mit 0,02-2 pg/ul BSA erstellt. Die Proteinkonzentration eines Zellextraktes wurde
durch Zugabe von 3 pl Zelllysat zu 1 ml 1 x BIO-RAD Protein Assay Reagenz bestimmt. Hierzu wurde
die Extinktion des Messansatzes bei einer Wellenlange von 595 nm photometrisch gegen reines Rea-

genz gemessen und die Proteinkonzentration tber die Geradengleichung der Eichgeraden bestimmt.

3.10.6. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen fand in einer vertikalen Flachgelkammer als dis-
kontinuierliche Elektrophorese nach Lammli (149) statt. Es wurden 7 % bis 15 % Trenngele in Verbin-
dung mit 3 % Sammelgelen benutzt. Die denaturierten Proben wurden auf das Gel geladen. Zur Gro-
Renbestimmung wurde parallel zu den Proben der Page Ruler Prestained Marker (Fermentas) aufge-
tragen. Wenn der Western Blot im Folgenden fiir die systembiologische Analyse quantifiziert wurde,
wurden die Proben randomisiert aufgetragen, das heiSt nicht der zeitlichen Abfolge der Stimulation

folgend. Dies dient zur Reduktion systematischer Fehler bei der Durchflihrung der Analyse (150). Um
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eine zufallige Reihenfolge der Proben zu gewahrleisten, erfolgte die Randomisierung mit dem Pro-
gramm Gelinspector (151). Die Elektrophorese wurde bei RT und einer Stromstdrke von 25 mA/Gel

bis zur gewiinschten Auftrennung der Proteine durchgefiihrt.
Acrylamidlésung (AppliChem, Darmstadt)

29 % Acrylamid
1% Bisacrylamid

Trenngel 10 %

5,9 ml H,0

4,9 ml Acrylamidlésung
3,8 ml 1,5M Tris/HCI, pH 6,8
75 ul 20 % SDS

15 ul TEMED

75 pl APS

Sammelgel

4 ml H,0

635 ul Acrylamidlésung
313 pl 2 M Tris/HCl, pH 6,8
25 ul 20 % SDS

5 ul TEMED

40 pl APS

SDS-Laufpuffer

25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
0,1% SDS

3.10.7. Western Blot

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden zur Detektion mittels des Western-Blot-
semidry-Verfahrens auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran (Pall Corporation) Ubertragen.
Dazu wurden drei 3 mm dicke Filterpapiere (Whatman GmbH) und die PVDF-Membran auf die Gel-
groRe zugeschnitten. Die PVDF-Membran wurde fiir 5 s in 100 % Methanol aktiviert, 5 min gewassert
und dann flr 15 min in Anoden-Puffer-1l dquilibriert. Nach kurzem Tranken der Filterpapiere mit den

unten angegebenen Puffern erfolgte der Aufbau des Blots nach folgendem Schema:

1. Anode

2. Filterpapier getrankt in Anoden-Puffer-I

3. Filterpapier getrankt in Anoden-Puffer-II

4, PVDF-Membran, aquilibriert in Anoden-Puffer-Il
5. Polyacrylamidgel
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6. Filterpapier getrankt in Kathoden-Puffer
7. Kathode
Die oben aufgefiihrten Komponenten wurden luftblasenfrei aufeinandergelegt. Die Ubertragung der

Proteine auf die Membran erfolgte bei 1,5 mA/cm? fir 60 Minuten.

Anodenpuffer |

0,3M Tris-Base
20% Methanol
pH 10,4

Anodenpuffer Il

25 mM Tris-Base
20% Methanol
pH 10,4

Kathodenpuffer

40 mM Aminocapronsadure
20% Methanol
pH9,4

3.10.8. Detektion von Proteinen mittels Immundetektion

Die auf die PVDF-Membran transferierten Proteine wurden durch eine Immundetektion nachgewie-
sen. Nach dem Transfer wurden die freien Bindungsstellen der Membran fiir 30 min mit 10 % BSA-
Lésung (Serva) in TBS-N blockiert. Die Membran wurde anschlieRend Uber Nacht bei 4°C in einer
1:250 bis 1:1000 Verdiinnung des entsprechenden primaren Antikérpers in TBS-N auf einem Uber-
kopfschiittler inkubiert. Nach Waschschritten in TBS-N erfolgte die Bindung des mit Meerrettich-
Peroxidase-konjugierten sekundaren Antikorpers (1:7500 in TBS-N) fiir 30 min bei Raumtemperatur.
Das Uberschissige Antiserum wurde durch erneute Waschschritte entfernt. Die komplexierten Prote-
ine konnten durch eine Reaktion der Peroxidase mit ECL (enhanced chemiluminescence) (Millipore
Corporation) dargestellt werden. Hierzu wurde die Membran 5 min im Detektionsgemisch inkubiert,
luftblasenfrei in Folie verpackt und mit einer CCD Kamera (LAS, Fuji) aufgenommen. Die Auswertung
der Signale erfolgte mit der Software MultiGauge (Fuji). Die Antikdrper wurden bei Bedarf durch eine
20 min Inkubation der PVDF-Membran in Stripping-Puffer bei 70°C abgel6st, um anschliefend weite-

re Detektionen zu ermoglichen.

TBS-N

20 mM Tris/HCI, pH 7,6
140 mM NaCl

140 mM Nonidet P40
pH 10,4
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Stripping-Puffer

62,5 mM Tris/HCl, pH 7,6
2% SDS
100 mM B-Mercaptoethanol

3.10.9. Intrazelluldre Durchflusszytometrie

Da in der Analyse eines Western Blots keine Unterscheidung zwischen Einzelzellen moglich ist, wurde
zur Analyse der Homogenitdt einer Stimulation die intrazelluldre Durchflusszytometrie eingesetzt.
Nach Stimulation der Zellen wurden diese mit PBS/EDTA von den Zellkulturschalen abgelost und so-
fort mit Paraformaldehyd (2 %) fir 30 min bei 37°C fixiert. Um die Bildung von Zellklumpen beim
Fixierungsschritt zu vermeiden, wurden die Zellen bei der Zugabe des Paraformaldehyds kraftig ge-
mischt. Nach der Fixierung wurde das Paraformaldehyd durch zweimaliges Waschen der Zellen in
4 ml FACS Puffer und anschlieRendes Zentrifugieren (5 min, 4°C, 1000 Upm, Rotor: SX4750A) ent-
fernt. AnschlieBend erfolgte die Permeabilisierung mit 1 ml 90 % Methanol bei -20°C fiir 30 min Nach
einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen fiir eine Stunde auf Eis mit den entsprechenden Pri-
marantikorpern (1:100 in FACS Puffer) inkubiert. Nach erneutem Waschen und Zentrifugieren wur-
den die Zellen mit PE-markierten Zweitantikérpern (1:1000 in FACS Puffer) gefarbt und nach einem
letzten Waschschritt in 400 pl FACS Puffer aufgenommen. Die Analyse der Proben erfolgte am FACS

Canto Il (BD Biosciences). Die Daten wurden mit der Software FlowJo (Treestar) ausgewertet.
PBS/EDTA

10 mM EDTA
in PBS

FACS-Puffer

5% FKS
0,1% NaNj;
in PBS

3.10.10. Kopplung von Primarantikorpern mit Phycoerithrin

Zur Quantifizierung von gp130 mittels extrazellularer Durchflusszytometrie wurde 1 pug Anti-gp130
Antikorper mit R-Phycoerithrin (RPE) gekoppelt. Zunachst wurde der Antikérper mit DTT reduziert.
Die freien Sulfhydryl-Gruppen kdnnen anschliefend kovalent mit aktivierten Maleinimid-Gruppen am
Farbstoff reagieren. Die Kopplung erfolgte nach Angaben des Herstellers mit dem Phycolink R-
Phycoerythrin Conjugation Kit (Prozyme). AnschlieRend wurden die gekoppelten Antikorper von frei-
em RPE durch GréRenausschlusschromatographie getrennt. Dies erfolgte nach Angaben des Herstel-

lers mit dem PhycolLink Conjugate Purification Kit (Prozyme). Um das genaue Verhaltnis von Antikor-
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pern zu PE zu bestimmen, wurden die gekoppelten Antikérper photometrisch bei einer Wellenlange
von 280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) und 566 nm (Absorptionsmaximum von RPE) ana-

lysiert. Die Auswertung der Konjugate erfolgte liber das Lambert-Beersche Gesetz.

3.10.11. Extrazelluldare Durchflusszytometrie

Die Oberflachenexpression von Rezeptoruntereinheiten wurde mittels extrazellularer Durchflusszy-
tometrie bestimmt. Hierzu wurden die Zellen zunichst mit PBS/EDTA von der Zellkulturschale gel6st
und anschliefend in 4 ml FACS Puffer gewaschen und zentrifugiert (5 min, 4°C, 1000 Upm, Rotor:
SX4750A). AnschlieBend wurden die Zellen mit dem PE-gekoppelten Erstantikérper (1:10 in FACS
Puffer) fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Waschschritt mit FACS Puffer wurden die Zellen in
400 pl FACS Puffer aufgenommen und am FACS Canto Il analysiert. Um das Signal der PE-gekoppelten
Antikorper zu quantifizieren, wurden mit den gleichen Lasereinstellungen QuantiBRITE beads (BD
Biosciences) analysiert. Diese bestehen aus vier bead Populationen mit bekannter Anzahl gebunde-
ner PE-Molekiile. Uber eine Eichgerade aus den mit den beads ermittelten Signalen konnten die PE-

Signale der gefarbten Zellen in Molekiile/Zelle umgerechnet werden.
3.10.12. ELISA

ELISAs (enzyme-linked-immunosorbent assays) wurden eingesetzt, um die Konzentration von Akut-
Phase Proteinen im Serum der Maus zu bestimmen, um Pulsstimulationen mit IL-6 zu kontrollieren

und um die Bindung von IL-6 an die Zelloberfldache zu analysieren.

Zur Analyse der Akut-Phase Proteine im Serum wurde dieses 1:100 verdiinnt und nach Angaben des
Herstellers mit dem y-Fibrinogen (Dunn Labortechnik) bzw. Serum Amyloid A (Dunn Labortechnik)
ELISA analysiert. Hierzu wurden bereits mit Capture-Antikérper beschichtete Mikrotiterplatten einge-
setzt. Die Detektion der gebundenen Akut-Phase Proteine erfolgte mit HRP-gekoppelten Zweitanti-
korpern. Das Enzym HRP setzt das Substrat Tetramethylbenzidin um. Nach Abstoppen der Reaktion
mit 1 M Schwefelsdure entsteht ein gelbes Produkt. Die Extinktion dieses Produktes wurde bei

450 nm mit einem Mikroplatten Photometer (Tecan) gemessen.

Um die Effizienz des Mediumwechsels bei einer pulsformigen Stimulation zu bestimmen wurden
Zellen mit IL-6 stimuliert. Nach 6 min wurde das Medium gewechselt und die Uberstinde wurden mit
Hilfe eines IL-6 ELISAs (BD Biosciences) nach Angaben des Herstellers analysiert. Zunachst wurde
hierzu eine Mikrotiterplatte mit Capture-Antikorper (1:250, in CoatingBuffer) Giber Nacht bei 4°C be-
schichtet. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-N erfolgte die Absattigung unspezifischer Bindungs-
stellen mit Assay Diluent fiir 2 h bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden je 100 ul der zuvor 1:50
in Medium verdiinnten Zelliberstande sowie IL-6 Referenzen (4,7 pg/ml bis 300 pg/ml) in Triplikaten

auf die Platte aufgetragen und fir eine Stunde bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
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TBSN wurden 100 pl/well einer Mischung aus biotinyliertem Detektionsantikorper (1:250) und Strep-
tavidin-HRP (1:250) in Assay diluent auf die Proben gegeben. Auf fiinfmaliges Waschen mit TBSN
folgte die Zugabe von 100 ul TMB Substrate Reagent (BD Biosciences)/well und eine 30 minitige
Inkubation bei Raumtemperatur. Nach Zugabe von 50 pl 1 M Schwefelsdure wurde die Absorption
bei 450 nm in einem Mikroplatten Photometer (Tecan) bestimmt. Die Werte wurden mit der Extink-

tion von Assay Diluent korrigiert.

Die Bindung von IL-6 an die extrazelluldren Rezeptoren wurde ebenfalls mit Hilfe eines IL-6 ELISAs
(BD Biosciences) durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit IL-6 stimuliert und anschlieRend in eiskaltem
PBS von der Zellkulturschale geldst. Um unspezifisch bindendes IL-6 auszuwaschen, wurden die Zel-
len zunidchst in 4 ml PBS gewaschen und dann abzentrifugiert (5 min, 4°C, 1000 Upm, Ro-
tor: SX4750A). Die Zellpellets, die das an die Zelloberflaiche gebundene IL-6 beinhalten, wurden in
400 pl RIPA Lysepuffer lysiert und nach einer 30 minitigen Lyse auf Eis in einer Tischzentrifuge zentri-
fugiert (15 min, 4°C, 13000 Upm). Die Uberstinde wurden unverdiinnt in den IL-6 ELISA eingesetzt
und wie oben beschrieben analysiert. Die Absorption wurde um die Absorption einer zellfreien, mit
IL-6 stimulierten Zellkulturplatte korrigiert, um ein Binden von IL-6 an das Plastik auszugleichen. Um
die Menge an IL-6 auf die Anzahl der Zellen zu relativieren, wurde vor Beginn des Experimentes die

Anzahl der Zellen auf einer Schale mit einem CASY Zellzdhler (Roche) bestimmt.

Coating Buffer

0,1 mM Natriumcarbonat, pH 9,5
Assay Diluent

10% FKS

in PBS

3.10.13. Konfokale Mikroskopie

Konfokale Mikroskopie wurde eingesetzt, um die Kerntranslokation von STAT3 und dem Glukokorti-
koid Rezeptor zu untersuchen. Fir die Detektion von STAT3 wurden hierzu HepG2 Zellen mit einem
Expressionsplasmid flir STAT3-CFP transfiziert. Die Detektion des Glukokortikoid Rezeptors erfolgte
immunochemisch. HepG2 Zellen wurden auf mit Poly-L-Lysin beschichtete 18 mm Deckglaschen aus-
gesat. Wenn notig wurden die Zellen am nachsten Tag mit Lipofectamin 2000 transfiziert (siehe Kapi-
tel 3.10.2) und 24 h spéter stimuliert. Zur Fixierung wurden die Zellen 2 x mit PBS ++ gewaschen und
anschliefend in 500 pl Paraformaldehyd (2,5 %) fir 20 min bei RT im Dunklen inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt mit PBS ++ wurden die Zellen in 1 ml NH,Cl (50 mM in PBS) gequencht (5 min,
RT, dunkel). AbschlieBRend wurden die Deckglaschen in PBS getaucht und mit Immunomount auf Ob-
jekttragern fixiert. Zur immunochemischen Detektion wurden die Zellen zunachst mit 90 % Methanol

fir 15 min permeabilisiert und anschlieRend mit dem Erstantikorper inkubiert (1:1000 in PBS ++,
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30 min, RT). Nach einem Waschschritt wurden der Glukokortikoid Rezeptor mit einem Cy-2 gekoppel-
ten Zweitantikorper gefarbt (1:1000 in PBS ++, 30 min, RT, Dunkel) und anschlieRend auf Objekttra-

gern fixiert. Die Analyse erfolgte an einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop (Zeiss LSM510,

Zeiss).
PBS ++
1mM MgCl
0,1 mM CaCl
in PBS

3.11. Molekular- und zellbiologische Methoden
Im Folgenden werden molekular- und zellbiologische Methoden beschrieben.
3.11.1. Reportergen-Assay

Zur Analyse der Aktivitdat von Promotoren wurden Reportergen-Assays eingesetzt. Ein Reportergen-
Konstrukt enthdlt neben einer Promotorsequenz das kodierende Gen fiir ein Reporterenzym. Das
Reportergen-Konstrukt wurde transient transfiziert. Uber die Messung der Reporterenzym-Aktivitat
kann dann die Aktivitdt des Promoters bestimmt werden. Die Genauigkeit, der in Reportergensyste-
men gemessenen Aktivitaten, wird durch verschiedene Faktoren bestimmt. Deshalb wird neben dem
Reportergen-Konstrukt ein Kontrollreportergen-Konstrukt transfiziert, das eine konstitutive Expressi-
on von B-Galactosidase bewirkt. Die Aktivitat des Reportergens wird anschlieRend auf die Aktivitat

der B-Galactosidase normiert.
3.11.2. Liposomale Transfektion mit Lipofectamine 2000

Aufgereinigte Plasmide wurden mittels liposomaler Transfektion in die Zielzellen libertragen. Als

liposomales Reagenz wurde Lipofectamine 2000 (Invitrogen) benutzt.

Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion auf 10 cm-Schalen vereinzelt. Die Transfektion
erfolgte nach ca. 12-stlindiger Inkubation in DMEM (10 % FKS). Je 1 ug der Plasmide wurde in 480 pl
Opti-MEM | aufgenommen. In einem zweiten EppendorfgefaR wurde im Verhaltnis 2:1 (m:V) der
eingesetzten Plasmidmenge Lipofectamine 2000 in 20 pl Opti-MEM | gel6st. Nach 5-mindtiger Inku-
bation bei RT wurden die Ansatze gemischt und weitere 20 min unter gleichen Bedingungen inku-
biert. Der Transfektionsansatz wurde dann auf die Zellen pipettiert. Nach der Transfektion wurden
die Zellen fiir sechs Stunden bei 37°C in einer wassergesattigten Atmosphare mit 5% CO, in Opti-
MEM | kultiviert. Nach dieser Zeit wurden die Zellen auf 6-well-Platten verteilt und lber Nacht in
DMEM + 10 % FKS unter oben beschriebenen Bedingungen kultiviert. Vor der Stimulation wurden die
Zellen fur sechs Stunden in DMEM ohne FKS gehungert. Um intraexperimentelle Schwankungen zu
erkennen, wurde jede Stimulation im Triplikat ausgeftihrt.
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3.11.3. Lyse der transfizierten Zellen

Nach der Stimulation wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen mit kaltem PBS gewaschen.
Die Lyse erfolgte pro Schale mit 200 pl Extraktionspuffer. Nach 10-minditiger Lagerung auf Eis wurde
der Zelldebris fiir 5 min bei 13.000 Upm in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde

sofort fiir die Bestimmung der Luziferase-Aktivitat verwendet.

Extraktionspuffer

5mM Tris/HCI, pH 7,8
0,4 mM EDTA

2% Glycerin

0,2% Triton X-100
0,2% DTT

3.11.4. Luziferase Assay

Die Luziferase Aktivitat der Zelllysate wurde mit dem Luziferase Kit der Firma Promega nach Herstel-
lervorschriften durchgefiihrt. Die Luziferase des Leuchtkafers Photinus pyralis (Firefly Luciferase) oxi-
diert ihr Substrat Luziferin zu Oxyluziferin. Das bei dieser Reaktion emittierte Licht wird als Maf} fir

die Aktivitat des untersuchten Promotors bestimmt.

Je 10 pl des Zellextraktes wurden in eine Vertiefung einer Mikrotiter-Platte pipettiert. Direkt vor der
Messung am Luminometer Microlumat 96 P (EG&G Berthold) wurden 50 pl Luziferase-Substrat (Pro-

mega) hinzugegeben.

Die erhaltenen Werte wurden zur Korrektur schwankender Transfektionseffizienzen durch die Werte
fur die Transfektionseffizienz dividiert, die im Anschluss an die Lumineszenz bestimmt wurde. Hierzu
wurden 500 ul B-Galactosidase Puffer, 100 ul ONPG (1 mg/ml o-Nitrophenylgalactosid) und 100 pl
des Zelllysates gemischt und bei 37°C flr 1 h inkubiert. Nach Bildung des gelben Produktes wurde die
Reaktion mit 250 pl Na,CO; gestoppt. Die Intensitdt der Farbung wurde am Photometer bei 420 nm

bestimmt.

B-Galactosidase-Puffer

60 mM Na,HPO,

40 mM NaH,PO,

1mM KCl

1mM Triton X-100

0,2% MgCl,

3,86 ml/I B-Mercaptoethanol
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3.11.5. RT-qPCR
Mittels RT-qPCR wurde die Expression von IL-6 Zielgenen untersucht.
3.11.5.1. RNA Isolation

Die RNA der Zellen aus homogenisierten Zelllysaten wurde an eine Silikat-Gel-Membran gebunden
und durch mehrmaliges Waschen von Verunreinigungen befreit. Zur Elution der RNA dienten 30 pl

RNAse-freies Wasser. Es wurde nach den Vorgaben des RNeasy Kits (QIAGEN) verfahren.

3.11.5.2. Reverse-Transkriptase PCR

Die reverse Transkriptase PCR erfolgte mit dem Omniscript-Kit (QIAGEN). Als Primer wurden Random
Primer (Promega) eingesetzt. In 100 pl PCR GefdRen wurden zunachst je 500 ng RNA in 10 pl RNAse
freiem Wasser vorgelegt und fiir 10 min bei 65°C denaturiert. Anschliefend erfolgte die Zugabe des
Reaktionsansatzes nach Angaben des Herstellers. Die Umschreibung erfolgte bei 37°C fir eine Stun-

de. Die cDNA wurde bis zur Verwertung bei —20°C gelagert.
3.11.5.3. Real-time PCR

Die cDNA wurde mit Tagman gene expression assays (Applied Biosystems) und dem gPCR Mastermix
der Firma Eurogentec (Darmstadt) amplifiziert. Die PCR Reaktion wurde in einem finalen Volumen
von 10 pul, das sich aus 8 ul Reaktionsgemisch und 2 pl cDNA zusammensetzt, durchgefihrt. Die Reak-
tionsansatze wurden mit einem Qiagility Roboter (Qiagen) in Duplikaten pipettiert. Die PCR erfolgte

auf einem RotorgeneQ (Qiagen). Die Auswertung der Daten erfolgte nach Pfaffl (152).

Tagman gene expression assay

Hs00241037_m1 humanes y-Fibrinogen
Hs99999909 m1 humane HPRT
Mm00513575_m1l murines y-Fibrinogen
Mm00656927 gl murines Serum Amyloid A
Mm01545399 m1l murine HPRT

Reaktionsansatz

2 ul c¢DNA (1:60 verdiinnt in H,0)

2 ul gPCR Mastermix

1ul Tagman gene expression assay
3ul H,0

PCR-Programm

15 min 94°C
15s 94°C 40 x
60 s 60°C
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3.11.6. Transfektion von siRNA

Die Transfektion von pSuper Plasmiden zur Expression von siRNA erfolgte wie in Kapitel 3.11.2 be-
schrieben mit Lipofectamine 2000. Um die knockdown Effizienz zu verstarken erfolgte 24 h nach der
ersten Transfektion eine zweite Transfektion unter gleichen Bedingungen. Die Analyse der Zellen

erfolgte 72 h nach der ersten Transfektion.

3.12. Statistische Analyse

Ergebnisse unabhangiger Experimente werden als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die
statistische Analyse erfolgte abhangig von der Struktur des Datensatzes mit gepaarten oder unge-
paarten einseitigen T-Tests mit den folgenden Signifikanzniveaus: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <

0,001. Fiir ungepaarte Stichproben wurde die Varianzgleichheit mit einem Levene Test gepriift.

3.13. Mathematische Modellierung

Zur mathematischen Modellierung der friithen IL-6-induzierten Signaltransduktion wurden Modelle
eingesetzt, die auf gewohnlichen Differentialgleichungen (Ordinary differential equations, ODE) ba-
sieren. Alle Modelle wurden in Systems Biology Markup Language (SBML) (153) implementiert. Die
Modellierung und Modellanalyse erfolgte durch Tom Quaiser (Lehrstuhl fiir Regelungstechnik und

Systemtheorie, Ruhr-Universitat Bochum).
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4. Ergebnisse

4.1. Regulation der IL-6-induzierten Signaltransduktion durch Glukokortikoide

Die Bearbeitung des Themenkomplexes , Regulation der IL-6-induzierten Signaltransduktion durch
Glukokortikoide” (154) erfolgte in gleichberechtigter Kooperation mit Diplom-Biologin Christina
Khouri MBA, Institut flr Biochemie und Molekularbiologie, RWTH Aachen.

4.1.1. Glukokortikoide erh6hen die IL-6-induzierte Expression von Akut-Phase Genen

IL-6 induziert in der Leber durch transkriptionelle Aktivierung die Synthese von Akut-Phase Proteinen.
Um zu untersuchen, ob das synthetische Glukokortikoid Dexamethason einen Einfluss auf diese IL-6
Zielgene hat, wurden HepG2 Zellen fiir 4 h mit IL-6 (200 U/ml) + Dexamethason (1 pM) stimuliert und
die Expression der endogenen mRNA von y-Fibrinogen (FGG) und Antichymotrypsin (ACT) mittels RT-
gPCR analysiert. Abbildung 4.1 zeigt, dass Dexamethason allein keine Transkription der FGG (Abb.
4.1 A) und ACT (Abb. 4.1 B) mRNA auslost. Die Stimulation mit IL-6 induziert eine signifikante Expres-
sion der mRNA beider Gene, die durch die zusatzliche Stimulation mit Dexamethason deutlich ver-
starkt wird. Abbildung 4.1 C zeigt, dass dieser Effekt nicht auf humane Hepatomzellen beschrankt ist.
Primare murine Hepatozyten aus WT Mausen exprimieren nach Stimulation mit IL-6, verglichen mit
der basalen Expression, mehr FGG mRNA als HepG2 Zellen. Die zusatzliche Stimulation mit Dexame-
thason erhoht die Expression der FGG mRNA, wie in HepG2 Zellen, zusatzlich, wahrend das Glukokor-

tikoid allein keine Synthese dieser mRNA induziert.

Es wird somit deutlich, dass Glukokortikoide die Konzentration der mRNA der Akut-Phase Gene so-

wohl in humanen Hepatom Zellen als auch in primdren murinen Hepatozyten erhoht.
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Abb. 4.1 Induktion der Akut-Phase Gen mRNA Expression durch IL-6 und Dexamethason (A, B) HepG2 Zellen
wurden fir 4 h mit IL-6 (200 U/ml) + Dexamethason (1 uM) stimuliert. Die Expression von humaner (A) FGG
MRNA und (B) ACT mRNA wurde mittels quantitativer RT-qPCR analysiert. Als housekeeping Gen diente huma-
ne HPRT. (C) Primdre murine Hepatozyten wurden gehungert und anschlieBend fiir 4 h mit IL-6 und Dexame-
thason stimuliert. Die Expression von muriner FGG mRNA wurde mittels RT-gPCR analysiert. Als housekeeping
Gen diente murine HPRT. Dargestellt sind Mittelwerte aus n = 3 unabhdngigen Experimenten * Standardabwei-
chung. Die mRNA Expression nach Stimulation mit IL-6 wurde auf 100 normiert. Statistik: gepaarter einseitiger
T-Test: * p <£0,05, ** p <0,01. Abbildungen: (154)

4.1.2. Glukokortikoide erhohen die spate IL-6-induzierte STAT3 Phosphorylierung

IL-6 aktiviert Giber gp130 sowohl den Jak/STAT als auch den MAPK Signalweg. Um zu untersuchen
welcher dieser Signaltransduktionswege die Expression der FGG mRNA induziert, und somit ein po-
tentielles Ziel fur die Wechselwirkung mit Glukokortikoiden darstellt, wurde ein FGG Reporter-Assay
eingesetzt. HepG2 Zellen wurden mit einem FGG-Promotor-Luziferase Konstrukt und EpoR/gp130
transfiziert. Durch den Einsatz chiméarer Rezeptoren ist es moglich transfizierte Zellen tGber den extra-
zelluldren Teil des Epo Rezeptors mit Epo zu stimulieren, lber die intrazellularen Domanen von
gp130 jedoch eine gp130-abhidngige Signaltransduktion auszulésen (155, 156). Durch Mutationen,
der fiir die IL-6-induzierte Signaltransduktion essentiellen Tyrosine in Phenylalanin, ist eine gezielte
Stimulation des Jak/STAT Signalweges oder der MAPK méglich. Wahrend Y759 (Y757 in der Maus) in
gp130 die MAPK Kaskade Aktivierung und die Negativregulation durch SOCS3 und SHP2 vermittelt,
erfolgt die Aktivierung von STAT3 (iber Y767, Y814, Y905, Y915 (siehe (16) zur Ubersicht). HepG2 Zel-
len, die den EpoR/gp130 (WT) exprimieren, zeigen nach Stimulation mit Epo eine starke Luziferase
Aktivitat und somit eine deutliche Aktivierung des FGG Promotors (Abb. 4.2 A). In HepG2 Zellen, die
den EpoR/gp130 (Y767, 814, 905, 915F) exprimieren und somit STAT3 nicht aktivieren kdnnen, kann
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keine FGG Promotoraktivitdt nachgewiesen werden (Abb. 4.2 A). Die Aktivierung von STAT3 ist dem-
nach essentiell fir die Aktivierung des FGG Promotors und somit auch fir die Expression der FGG

mRNA.

Daher wurde untersucht, ob Dexamethason die IL-6-induzierte STAT3 Phosphorylierung in HepG2
Zellen (Abb. 4.2 B) oder in primaren murinen Hepatozyten (Abb. 4.2 C) beeinflusst. Beide Zelltypen
wurden fir die angegebenen Zeitrdume mit IL-6 + Dexamethason stimuliert und anschlieSend lysiert.
Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieRender
Immundetektion von phosphoryliertem STAT3 und STAT3. Die Detektion von STAT3 dient als Lade-
kontrolle. In beiden Zelltypen zeigt sich nach Stimulation mit IL-6 eine transiente Phosphorylierung
von STAT3 mit einer maximalen Intensitdt nach 30 min (jeweils Spur 2-7). Nach 4 Stunden (Spur 6) ist
eine wiederkehrende Phosphorylierung der STAT3 Molekile zu detektieren. Dexamethason allein
(Spur 8) 16st keine Phosphorylierung von STAT3 aus und beeinflusst das initiale Maximum der Phos-
phorylierung zum Zeitpunkt t = 30 min nicht. Interessanterweise wird jedoch die spate STAT3 Phos-
phorylierung (Spur 11-14) sowohl in HepG2 Zellen als auch in primdren murinen Hepatozyten deut-

lich erhoht.

Zusammengefasst verstarken Glukokortikoide die spate IL-6-induzierte Phosphorylierung von STAT3

und die Expression der mRNA des STAT3 Zielgens FGG.
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Abb. 4.2 Dexamethason verstarkt die IL-6-induzierte STAT3 Phosphorylierung (A) HepG2 Zellen wurden mit
einem FGG Reporter- Konstrukt, einem B-Galactosidase Expressionsvektor und chimaren EpoR/gp130 Vektoren
transfiziert. Finf Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit Epo (7 U/ml) fiir 4 h stimuliert. Die Luzi-
ferase Aktivitat wurde lGber die B-Galactosidase Aktivitdat normiert. Dargestellt sind Mittelwerte aus n = 3 unab-
hédngigen Experimenten + Standardabweichung. Die maximale Promotor-Aktivitdit wurde auf 100 normiert.
Statistik: gepaarter einseitiger T-Test: *** p < 0,001 (B) HepG2 und (C) primare murine Hepatozyten wurden fir
die angegebenen Zeitrdume mit IL-6 (200 U/ml) + Dexamethason (1 uM) stimuliert und mittels SDS-
Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieBende Immundetektion analysiert. Die Farbung erfolgte mit spe-
zifischen Antikérpern gegen (p)STAT3 und STAT3. Die Farbung von STAT3 dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist
ein reprasentatives Experiment aus n = 3. Abbildungen: (154)

4.1.3. Glukokortikoide reduzieren die IL-6-induzierte SOCS3 Expression

Die IL-6-induzierte Phosphorylierung von STAT3 wird unter anderem durch SOCS3 reguliert. SOCS3
wirkt dabei als klassischer feedback Inhibitor, dessen Synthese durch phosphoryliertes STAT3 indu-
ziert wird (38, 58, 157). Eine verlangerte STAT3 Phosphorylierung ist daher z.B. durch eine verringerte
Expression von SOCS3 erklarbar. In Ubereinstimmung mit dieser These konnte ich bereits im Rahmen
meiner Diplomarbeit (158) zeigen, dass Dexamethason in HepG2 Zellen die IL-6-induzierte SOCS3
Expression reduziert (Abb. 4.3.A). Da SOCS3 ein frihes Zielgen des IL-6-induzierten Jak/STAT Signal-
weges ist, wurde in (158) untersucht, ob Dexamethason die ersten Schritte der SOCS3 Synthese be-
einflusst. Wie in Abb. 4.3 zusammengefasst ist, reduziert Dexamethason jedoch weder die Expression
der IL-6 Rezeptor Untereinheiten gp80 und gp130 (Abb. 4.3 B) noch die frihe Phosphorylierung von
STAT3 (Abb. 4.3 C).
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Abb. 4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse aus (158) (A) Dexamethason reduziert die IL-6-induzierte SOCS3
Protein Expression. (B) Dexamethason hat keinen Einfluss auf die Expression von gp80 und gp130. (C) Dexame-
thason beeinflusst die frilhe STAT3 Phosphorylierung nicht. (D) Dexamethason hat keinen Einfluss auf die
SOCS3 Promotor Aktivitat. Abbildungen: (154)

Um die Ergebnisse aus HepG2 Zellen zu bestatigen, wurden primadre murine Hepatozyten fir die an-
gegebenen Zeitrdume mit IL-6 £ Dexamethason stimuliert (Abb. 4.4). In unstimulierten Zellen oder
mit Dexamethason behandelten Zellen ist kein SOCS3 Protein nachzuweisen (Spur 1 und 2). IL-6 indu-
ziert nach 1 h eine deutliche Expression des SOCS3 Proteins (Spur 3). Ubereinstimmend mit Abb. 4.3
A wird diese durch eine Prastimulation mit Dexamethason nahezu vollstdandig unterdrickt (Spur 4).

Die Farbung von HSP70 dient als Ladekontrolle.

Sowohl in murinen als auch in humanen Zellen konnte somit gezeigt werden, dass Glukokortikoide
die Expression des IL-6-induzierten feedback Inhibitors SOCS3 reduzieren. Dieser Effekt wird nicht
durch die Reduktion der Expression der IL-6 Rezeptoruntereinheiten gp80 und gp130 oder die Reduk-

tion der friihen STAT3 Phosphorylierung vermittelt.
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Abb. 4.4 Dexamethason reduziert die IL-6-induzierte SOCS3 Expression Primdre murine Hepatozyten wurden
fur die angegebenen Zeitrdume mit IL-6 (200 U/ml) + Dexamethason (1 uM) stimuliert und mittels SDS-
Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieRender Immundetektion analysiert. Die Farbung erfolgte mit
spezifischen Antikdrpern gegen SOCS3 und HSP70. Die Farbung von HSP70 dient als Ladekontrolle. Dargestellt
ist ein reprasentatives Experiment aus n = 3. Abbildung: (154)

4.1.4. Glukokortikoide beeinflussen die Kerntranslokation von STAT3 nicht

Um als Transkriptionsfaktor die Synthese von IL-6 Zielgenen, wie z.B. SOCS3, zu induzieren, miissen
aktivierte STAT Molekiile in den Nukleus translozieren. Daher wurde untersucht, ob Dexamethason
die Kerntranslokation von STAT3 reduziert. HepG2 Zellen wurden fir die angegebenen Zeitrdume mit
IL-6 £ Dexamethason stimuliert, lysiert und anschlielend in eine zytoplasmatische und eine nukleare
Fraktion getrennt (Abb. 4.5 A). Die Analyse der Fraktionen erfolgte mittels Western Blot und Immun-
detektion. Die Farbung von GAPDH und Lamin A/C dient als Kontrolle fiir die Reinheit der zytoplas-
matischen respektive nukledren Fraktion sowie als Ladekontrolle. In unstimulierten Zellen (Spur 1
und 7) ist kein phosphoryliertes STAT3 nachweisbar, die Gesamtmenge des Proteins befindet sich im
Zytoplasma. Eine 30-min(tige Stimulation mit IL-6 (Spur 2 und 8) resultiert in der Phosphorylierung
und partiellen Kerntranslokation der STAT3 Molekiile. Dexamethason beeinflusst weder allein noch

in Kombination mit IL-6 diese Translokation (Spuren 3-6 und 9-12).

Diese Beobachtungen werden durch konfokale Mikroskopie gestitzt (Abb. 4.5 B). HepG2 Zellen wur-
den mit einem Expressionsvektor fiir STAT3-CFP transfiziert, fiir die angegebenen Zeitraume mit IL-6
+ Dexamethason stimuliert und anschlieBend fixiert. Als Kontrolle fiir die Aktivitdt des
Glukokortikoides wurden HepG2 Zellen fiir 30 min mit Dexamethason stimuliert und nach dem Fixie-
ren mit einem Antikorper gegen den Glukokortikoid Rezeptor gefarbt. Wahrend der GR in unstimu-
lierten Zellen gleichmaRig in der Zelle verteilt ist, induziert die Stimulation mit Dexamethason die
Translokation des GR in den Kern. In unstimulierten sowie mit Dexamethason stimulierten Zellen ist
STAT3-CFP gleichmaRig Gber das Zytoplasma und den Kern verteilt. Eine 30-minltige Stimulation mit
IL-6 bewirkt eine deutliche Translokation von STAT3-CFP in den Zellkern, wahrend im Zytoplasma
gleichmiRig verteilte, punktformige STAT3-CFP Aggregate auftreten. Die zuséatzliche Stimulation der

Zellen mit Dexamethason beeinflusst die Translokation und Aggregation nicht.

Glukokortikoide beeinflussen demnach nicht die Translokation von STAT3 in den Nukleus.
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Abb. 4.5 Glukokortikoide beeinflussen die Kerntranslokaktion von STAT3 nicht (A) HepG2 Zellen wurden fiir
die angegebenen Zeitpunkte mit IL-6 (200 U/ml) + Dexamethason (1 uM) stimuliert und anschlieBend fraktio-
niert. Fraktionen wurden mittels SDS-Elektrophorese, Western Blot und Immundetektion analysiert. Die Far-
bung erfolgte mit spezifischen Antikdrpern gegen (p)STAT3, STAT3, GAPDH und Lamin A/C. GAPDH und Lamin
A/C dienen als Kontrollen fir die Reinheit der Fraktionen. (B) HepG2 Zellen wurden mit einem Expressionsvek-
tor fuir STAT3-CFP transfiziert, stimuliert und anschlieRend fixiert. Fir die Farbung des Glukokortikoid Rezeptors
wurden die Zellen nach der Fixierung mit einem Antikorper gegen den Glukokortikoid Rezeptor gefarbt. Die
Zellen wurden in einem konfokalen Laser Scanning Lasermikroskop analysiert. Dargestellt ist je ein reprdsenta-
tives Experiment aus n = 3. Abbildung: (154)

4.1.5. Glukokortikoide beeinflussen die Synthese der SOCS3 mRNA nicht

Nach der Translokation in den Zellkern binden aktivierte Transkriptionsfaktoren, wie phosphorylier-
tes STAT3, an Promotorelemente ihrer Zielgene und induzieren dort die Transkription. In eigenen
Vorarbeiten (158) konnte gezeigt werden, dass Dexamethason die Aktivitdat des SOCS3 Promotors
nicht beeinflusst (Abb. 4.3 D). Um zu untersuchen, ob Dexamethason die Expression der SOCS3
MRNA reduziert, wurden HepG2 Zellen fiir 1 h mit IL-6 + Dexamethason stimuliert und die Expression
der SOCS3 mRNA anschlieRend mittels RT-gPCR analysiert (Abb. 4.6 A). Wahrend IL-6 eine flinffache
Induktion der SOCS3 mRNA bewirkt, hat Dexamethason keinen signifikanten Einfluss auf die induzier-

te oder basale SOCS3 mRNA Konzentration.

Da eine bekannte Funktion der Glukokortikoide die genspezifische Reduktion der mRNA Stabilitat
(108) ist, wurde zusatzlich untersucht, ob Dexamethason die Halblebenszeit der SOCS3 mRNA beein-

flusst. Hierzu wurden HepG2 Zellen zunachst fir 30 min mit IL-6 + Dexamethason stimuliert. An-

53



Ergebnisse

schliefend wurde die Transkription durch Abwaschen des urspriinglichen Stimulus und Inkubation
der Zellen mit Actinomycin D unterbrochen. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten
geerntet und der Abbau der SOCS3 mRNA mittels RT-gPCR bestimmt. Abb. 4.6 B zeigt, dass die Be-
handlung mit Dexamethason die Halblebenszeit der SOCS3 mRNA, die ca. 30 min betragt, nicht be-

einflusst.

Glukokortikoide reduzieren daher die Konzentration des SOCS3 Proteins nicht durch die Reduktion

der Konzentration der SOCS3 mRNA.
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Abb. 4.6 Glukokortikoide beeinflussen die Expression und Stabilitdt der SOCS3 mRNA nicht (A) HepG2 Zellen
wurden fir eine Stunde mit IL-6 (200 U/ml) + Dexamethason (1 uM) stimuliert. Die Expression von humaner
SOCS3 mRNA wurde mittels RT-gPCR analysiert. Als housekeeping Gen diente humane HPRT. (B) HepG2 Zellen
wurden fiir 30 min mit IL-6 (200 U/ml) + Dexamethason (1 pM) stimuliert. AnschlieRend wurde der Stimulus
abgewaschen und nach 20-minutiger Behandlung mit Actinomycin D (4 uM) zu den angegebenen Zeitraumen
geerntet. Die Expression von humaner SOCS3 mRNA wurde mittels RT-qPCR analysiert. Als housekeeping Gen
diente humane HPRT. Dargestellt sind Mittelwerte aus n =3 unabhangigen Experimenten + Standardabwei-
chung. Die mRNA Expression nach Stimulation mit IL-6 wurde auf 100 normiert. Statistik: gepaarter einseitiger
T-Test: ** p <0,01. Abbildung: (154)

4.1.6. Glukokortikoide reduzieren die Stabilitdt des SOCS3 Proteins nicht

Weil Glukokortikoide die friihen Syntheseschritte des SOCS3 Proteins nicht beeinflussen, wurde un-
tersucht, ob Dexamethason die Degradation des SOCS3 Proteins beeinflusst. Da SOCS3 als Adapter
flir eine E3 Ubiquitin Ligase dienen (62) und die eigene Ubiquitin-abh&dngige Degradation induzieren
kann (63), wurde zunachst die Glukokortikoid abhdngige Reduktion des SOCS3 Proteins bei Inhibition
des Proteasoms untersucht. HepG2 Zellen wurden mit IL-6 + Dexamethason fiir die angegebenen
Zeitrdume stimuliert und wenn angegeben mit dem Proteasominhibitor MG-132 (10 uM) vorbehan-
delt. Da MG-132 die JNK (C-Jun N-terminale Kinase) Phosphatase MKP-1 inhibiert, dient die Farbung
phosphorylierter JNK als Kontrolle flr die Aktivitdt von MG-132 (159). Die Farbung von HSP70 dient
als Ladungskontrolle. Die Stimulation mit IL-6 bewirkt erwartungsgemall die Synthese des SOCS3
Proteins, aber keine deutliche Phosphorylierung von JNK (Abb. 4.7 A, Spur 1). Weder Dexamethason

noch Dexamethason in Kombination mit MG-132 induzieren SOCS3 (Spur 2 und 3). Die Inhibition des
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Proteasoms durch MG-132 verstarkt die IL-6-induzierte SOCS3 Expression deutlich. (vergleiche Spur 1
und 4). Dexamethason reduziert die Konzentration des SOCS3 Proteins jedoch auch unter diesen

Bedingungen (Spur 5).

Die Reduktion der Konzentration des SOCS3 Proteins durch Glukokortikoide ist folglich unabhangig

von der Aktivitat des Proteasoms.

Um Proteasom-unabhangige Degradationsmechanismen auszuschliefen, wurden HepG2 Zellen mit
einem Tet-off-Expressionsvektor fiir SOCS3 transfiziert. Dieser Vektor erlaubt die konstitutive Expres-
sion exogener Proteine. Bei Zugabe von Doxycyclin (Dox) wird die Transkription dieser Proteine je-
doch unterdriickt, so dass ihr Abbau anschlieBend mittels Western Blots untersucht werden kann
(69). Die Farbung von GAPDH dient als Ladungskontrolle. In untransfizierten Kontrollzellen (Abb.
4.7 B, Spur 13) wird SOCS3 nicht gebildet. Die Transfektion des SOCS3 Tet-off-Expressionsvektor re-
sultiert in einer deutlichen Induktion des SOCS3 Proteins (Spur 6 und 7). Nach der Zugabe von Doxy-
cyclin (3 pg/ml) (Spur 8-12) nimmt die SOCS3 Proteinmenge schnell ab. Die zuséatzliche Behandlung
der Zellen mit Dexamethason reduziert die Halblebenszeit des SOCS3 Proteins von ca. 1 h nicht (Spur

1-5).
Glukokortikoide reduzieren demnach nicht die Halblebenszeit von exogen exprimiertem SOCS3.

Daher wurde mit einem Cycloheximid Pulse-Chase Versuch untersucht, ob die Stabilitdt von endoge-
nem SOCS3 durch Dexamethason verringert wird. Primare murine Hepatozyten, die in Abwesenheit
eines Stimulus kein SOCS3 Protein exprimieren (Abb. 4.7 C, Spur 1), wurden fir 1 h mit IL-6 stimu-
liert, um eine starke Induktion des SOCS3 Proteins zu erreichen (Spur 7). AnschlieRend wurde die
Translation durch Abwaschen des Zytokins und Zugabe von Cycloheximid (50 pg/ml) gestoppt. Die
Spuren 2-7 zeigen den Abbau des endogenen SOCS3. Die Halblebenszeit von SOCS3 betragt in prima-
ren murinen Hepatozyten 60 — 90 min. Die Stimulation der Zellen mit Dexamethason reduziert die

Halblebenszeit des endogenen IL-6-induzierten SOCS3 Proteins nicht (Spur 9-14).

Zusammengefasst reduzieren Glukokortikoide die Stabilitat von exogenem und endogenem SOCS3

Protein nicht.
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Abb. 4.7 Glukokortikoide reduzieren die Stabilitdt des SOCS3 Proteins nicht (A) HepG2 Zellen wurden fir die
angegebenen Zeitrdume mit IL-6 (200 U/ml) + Dexamethason (1 uM) = MG-132 (10 uM) stimuliert und an-
schlieend lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlie-
Render Immundetektion. Die Farbung erfolgte mit spezifischen Antikérpern gegen SOCS3, (p)JNK und HSP70.
Die Farbung von HSP70 dient als Ladekontrolle. (B) HepG2 Zellen wurden mit pTetsplice-HASOCS3human trans-
fiziert. Die Transkription von SOCS3 wurde mit Doxycyclin (3 pg/ml) gestoppt und die Zellen zu den angegebe-
nen Zeitpunkten geerntet. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und
anschlieBender Immundetektion. Die Farbung erfolgte mit spezifischen Antikdrpern gegen SOCS3 und GAPDH.
Die Farbung von GAPDH dient als Ladekontrolle. Die Abbildung wurde von Dr. rer. nat. Ute Albrecht (Klinik fiir
Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Uniklinik Disseldorf) zur Verfiigung gestellt. (C) Primare
murine Hepatozyten wurden fur 1 h mit IL-6 stimuliert und anschlieRend mit Cycloheximid (50 pg/ml) behan-
delt. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-
Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieBender Immundetektion. Die Farbung erfolgte mit spezifischen
Antikorpern gegen SOCS3 und HSP70. Die Farbung von HSP70 dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist jeweils ein
reprasentatives Experiment aus n = 3. Abbildung B: (154)

4.1.7. Glukokortikoide verstarken die Expression von Akut-Phase Genen transkriptions-
abhangig

Glukokortikoide konnen ihre Funktionen, und somit theoretisch auch die Reduktion der SOCS3 Ex-

pression und Verstarkung der Akut-Phase Reaktion, durch verschiedene molekulare Mechanismen

auslésen. Bindet der aktivierte Glukokortikoid Rezeptor an positive GRE in Zielgenen, so spricht man

von einer transkriptionsabhangigen Transaktivierung der Zielgene. Bindet der GR an andere Trans-

kriptionsfaktoren und beeinflusst ihre Aktivitat negativ, so spricht man von Transrepression. Zur Dif-

ferenzierung dieser beiden Mechanismen ist es moglich partielle Glukokortikoid Antagonisten einzu-
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setzen, die nur eine der beiden Funktionen ausiiben. RU-486 (Handelsname Mifepristone) wirkt als
kompetitiver Antagonist des GRs und zeigt in Ratten Hepatozyten keine transaktivierende Wirkung
(160). ZK-216348 ist ein nichtsteroidaler partieller Antagonist des GRs, der ebenfalls nur transrepres-
siv wirkt (161). Um zu untersuchen, ob die Verstarkung der FGG mRNA Expression durch Glukokorti-
koide durch Transaktivierung oder Transrepression ausgelost wird, wurden primare murine Hepato-
zyten mit IL-6 + Dexamethason + RU-486 (1 uM) (Abb. 4.8 A) bzw. ZK-216348 (1 uM) (Abb. 4.8 B) fir
die angegebenen Zeitrdume stimuliert. Nach der Isolation der gesamten RNA erfolgte die Analyse der
FGG mRNA Expression mittels RT-qPCR. Beide partiellen Antagonisten induzieren, genau wie Dexa-
methason, keine Transkription der FGG mRNA. Wahrend Dexamethason jedoch eine signifikante
Erhéhung der IL-6-induzierten FGG mRNA auslost (Abb. 4.8 A: Balken 7, B: Balken 4, siehe Abb. 4.1),
verstarken beide Antagonisten die Synthese der FGG mRNA nicht (Abb. 4.8 A: Balken 6, B: Balken 5).
Zusatzlich kompetieren die Antagonisten mit Dexamethason um die Bindung des GR, da bei der Sti-
mulation der Zellen mit IL-6, Dexamethason und RU-486 bzw. ZK-216348 der verstarkende Effekt von
Dexamethsaon verloren geht (Abb. 4.8 A: Balken 8, B: Balken 6). Die kompetitive Wirkung von RU-
486 ist dabei deutlich starker als die kompetititve Wirkung von ZK-216348.

Die Verstarkung der Expression der Akut-Phase Gen mRNA durch Glukokortikoiden basiert somit auf
der transaktivierenden Funktion der Glukokortikoide. Partielle Antagonisten, die nur transrepressiv

wirken, konnen diesen Effekt nicht auslosen und ihn sogar kompetitiv unterdriicken.
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Abb. 4.8 Glukokortikoide verstarken die FGG mRNA Expression liber einen transaktivierenden Mechanismus
Primare murine Hepatozyten wurden fir 4 h mit IL-6 (200 U/ml) = Dexamethason (1 uM) + (A) RU-486 (1 uM)
bzw. (B) ZK-216348 (1 uM) stimuliert. Nach Isolation der gesamten RNA wurde die Expression von muriner FGG
mMRNA mittels RT-qPCR analysiert. Als housekeeping Gen diente murine HPRT. Dargestellt sind Mittelwerte aus
n =3 unabhdngigen Experimenten t Standardabweichung. Die mRNA Expression nach Stimulation mit IL-6
wurde auf 100 normiert. Statistik: gepaarter einseitiger T-Test: * p £ 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Abbildung
A: (154)

4.1.8. Die Akut Phase-Reaktion wird durch die Reduktion der SOCS3 Expression verstarkt

Es konnte gezeigt werden, dass Glukokortikoide liber einen transaktivierenden Mechanismus die
Expression IL-6-induzierter Akut-Phase Gen mRNA verstarken und die Expression des feedback Inhibi-
tors SOCS3 reduzieren. Um zu untersuchen, ob die Reduktion der Expression des SOCS3 Proteins
tatsachlich kausal fiir die Induktion der Akut-Phase Gene verantwortlich ist, wurden zwei experimen-
telle Ansatze gewahlt. Zum einen erfolgte die Analyse von SOCS3 defizienten MEF Zellen, zum ande-
ren die Untersuchung von primdren murinen Hepatozyten, die gp130 Y757F exprimieren und somit

keine Rekrutierungsmoglichkeit fiir SOCS3 in gp130 besitzen.

Da ein kompletter SOCS3 knockout (162) bereits in der Embryonalentwicklung letal ist wurden SOCS3
defiziente, murine, embryonale Fibroblasten untersucht. Um festzustellen, ob Dexamethason auch in
MEF Zellen die Expression des SOCS3 Proteins reduziert, wurden zundchst WT MEF Zellen mit
IL-6 £ Dexamethason stimuliert. Da MEF Zellen kein endogenes gp80 exprimieren, miissen sie mit

einer Mischung aus IL-6 und I6slichem gp80 stimuliert werden. Abb. 4.9 A zeigt, dass Dexamethason
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allein zu keiner Synthese des SOCS3 Proteins fihrt (Spur 2), wihrend IL-6/gp80 eine deutliche Induk-
tion von SOCS3 bewirkt (Spur 3). Ubereinstimmend mit den Experimenten in HepG2 Zellen und pri-
maren murinen Hepatozyten (siehe Abb. 4.3 A und 4.4) reduziert Dexamethason auch in MEF Zellen
die IL-6-induzierte Expression des SOCS3 Proteins. MEF Zellen kénnen daher als Modellsystem fiir die

Untersuchung der Glukokortikoid Effekte eingesetzt werden.

Im Folgenden wurden WT MEFs fiir bis zu 5 h mit IL-6/gp80 + Dexamethason stimuliert (Abb. 4.9 C).
IL-6/gp80 induziert eine transiente STAT3 Phosphorylierung mit einem ersten Maximum bei
t =30 min (Spur 2). Nach 3 h steigt die Phosphorylierung erneut an und erreicht nach 5-stiindiger
Stimulation ein zweites Maximum (Spur 7). Werden die Zellen zusatzlich mit Dexamethason behan-
delt, ist die STAT3 Phosphorylierung zu jedem Zeitpunkt starker als in Zellen, die nur mit IL-6/gp80
stimuliert wurden (Spur 9 -15). Die Phosphorylierung ist nicht transient und steigt kontinuierlich an.
MEF WT Zellen zeigen somit, genauso wie HepG2 Zellen und primare murine Hepatozyten, eine
durch Glukokortikoide reduzierte SOCS3 Expression und eine deutlich verstarkte, spate IL-6-

induzierte STAT3 Phosphorylierung.

Abb. 4.9 B zeigt, dass in SOCS3 defizienten MEF Zellen erwartungsgemaR nach Stimulation mit
IL-6/gp80 kein SOCS3 exprimiert wird (Spur 4), wahrend IL-6/gp80 in WT MEFs die Expression von
SOCS3 deutlich induziert (Spur 2). Die Farbung von Tubulin dient als Ladungskontrolle.

In SOCS3 defizienten MEF Zellen ist nach Stimulation mit IL-6/gp80 (Abb. 4.9 D, Spur 1-6) eine kon-
stante, starke Phosphorylierung von STAT3 zu erkennen, die nicht transient verldauft. Die zusatzliche
Stimulation mit Dexamethason induziert keine verstarkte Phosphorylierung von STAT3 (Abb. 4.9 D,
Spur 9-15). Um zu testen, ob die STAT3 Phosphorylierung in SOCS3 defizienten MEF Zellen nach Sti-
mulation mit 200 U/ml IL-6/gp80 bereits maximal ist und so nicht mehr durch Dexamethason ver-
starkt werden koénnte, wurden SOCS3 defiziente MEF Zellen mit ansteigenden Konzentrationen
IL-6/gp80 und OSM (50 ng/ml) stimuliert. Abb. 4.9 E zeigt, dass héhere IL-6 Konzentrationen als
200 U/ml (Spur 5) oder andere Stimuli (Spur 6) eine im Vergleich zu Spur 4 deutlich verstarkte STAT3
Phosphorylierung induzieren. Die Phosphorylierung von STAT3 in Abb. 4.9 D ist somit nicht maximal
und kdonnte weiter verstarkt werden. Dies deutet darauf hin, dass die Dexamethason-induzierte Re-
duktion der SOCS3 Expression in MEF WT Zellen ursachlich fir die ansteigende STAT3 Phosphorylie-
rung ist. In SOCS3 defizienten MEF Zellen kann dieser Mechanismus nicht wirken und die STAT3

Phosphorylierung bleibt durch Dexamethason unverandert.

Glukokortikoide verstarken demnach in MEF Zellen die Phosphorylierung von STAT3 durch die Re-

duktion der Expression des negativen feedback Inhibitors SOCS3.
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Abb. 4.9 Glukokortikoide induzieren eine verstirkte STAT3 Phosphorylierung durch Reduktion von SOCS3 in
MEF Zellen. MEF WT Zellen (A)(B)(C)(D) und SOCS3 defiziente MEF Zellen (B)(E) wurden fur die angegebenen
Zeitrdume mit IL-6 (200 U/ml)/ gp80 (0,5 pg/ml) + Dexamethason (1 uM) bzw. OSM (50 ng/ml) stimuliert und
anschlieRend lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und an-
schlieRender Immundetektion. Die Farbung erfolgte mit spezifischen Antikérpern gegen SOCS3, (p)STAT3,
HSP70, Tubulin und STAT3. Die Farbung von HSP70, Tubulin bzw. STAT3 dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist
jeweils ein reprasentatives Experiment aus n = 3. Abbildung: (154)

Um dieses Ergebnis in Hepatozyten zu bestatigen, wurden primare murine Hepatozyten, die gp130
Y757F exprimieren, analysiert. In diesen Zellen ist die Bindestelle fir SOCS3 in gp130 mutiert (60), so
dass SOCS3 nicht mehr an den Rezeptor binden und folglich nicht mehr als feedback Inhibitor agieren
kann. Abb. 4.10 A zeigt, dass Dexamethason auch in diesen Zellen die IL-6-induzierte SOCS3 Expressi-
on reduziert (Vergleich Spur 3 und 4). Im Gegensatz zu WT Hepatozyten (siehe Abb. 4.2. C) verstarkt
die Kostimulation mit Dexamethason die spate STAT3 Phosphorylierung hier jedoch nicht (Abb. 4.10,
vergleiche Spur 2 -7 und Spur 9 - 14). Auch die IL-6-induzierte Expression von FGG mRNA wird in
gp130 Y757F Hepatozyten durch Dexamethason nicht erhoht (Abb. 4.10 C, vergleiche mit Abb. 4.1 C
flir WT Hepatozyten).

Zellen, die durch die Mutation der SOCS3 Bindestelle in gp130 resistent gegen die Wirkung von
SOCS3 sind, zeigen demnach zwar eine Reduktion der Expression des SOCS3 Proteins durch Gluko-

kortikoide, aber keine verstarkte IL-6 induzierte Antwort.

60



Ergebnisse

Die Ergebnisse aus SOCS3 defizienten MEF Zellen und gp130 Y757F primadren murinen Hepatozyten
zeigen zusammenfassend, dass die durch Glukokortikoide verstarkte Expression von Akut-Phase Ge-

nen kausal in der Reduktion der SOCS3 Proteinkonzentration begriindet liegt.
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Abb. 4.10 Glukokortikoide induzieren eine verstirkte STAT3 Phosphorylierung durch Reduktion von SOCS3 in
primaren murinen Hepatozyten (A)(B) Y757F gp130 primare murine Hepatozyten wurden fiir die angegebenen
Zeitrdume mit IL-6 (200 U/ml) + Dexamethason (1 uM) stimuliert und anschlieRend lysiert. Die Analyse der
Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieRender Immundetektion. Die Farbung
erfolgte mit spezifischen Antikérpern gegen SOCS3, (p)STAT3, HSP70 und STAT3. Die Farbung von HSP70 bzw.
STAT3 dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Experiment aus n = 3. (C) Y757F gp130
primdre murine Hepatozyten wurden fiir 4 h mit IL-6 + Dexamethason stimuliert. Die Expression muriner FGG
mRNA wurde mittels RT-qPCR analysiert. Als housekeeping Gen diente murine HPRT. Dargestellt sind Mittel-
werte aus n = 3 unabhangigen Experimenten tStandardabweichung. Die mRNA Expression nach Stimulation mit
IL-6 wurde auf 100 normiert. Statistik: gepaarter einseitiger T-Test: *** p < 0,001. Abbildung: (154)

4.1.9. Glukokortikoide verstarken die Akut-Phase Gen Expression in vivo

Die bisher prasentierten Ergebnisse basieren auf Zelllinien oder priméaren Zellen. Es ist jedoch mog-
lich, dass in vivo die Reduktion der SOCS3 Expression und Verstarkung der Akut-Phase Reaktion durch
die multiplen Mechanismen der Glukokortikoid Wirkung abgeschwacht oder verdeckt werden. Um
den Einfluss von Dexamethason auf die Akut-Phase Reaktion in vivo zu untersuchen, wurde zunachst
getestet, ob die intraperitoneale Injektion von IL-6 (100 pg/kg) und Dexamethason (4 mg/kg) in Mau-
sen die Synthese von Akut-Phase Proteinen auslost. Vier Stunden nach der Injektion wurde die Leber
der Mause isoliert, von der Gallenblase getrennt und die gesamte RNA aus der Leber isoliert. Mittels
RT-gPCR wurde anschliefend die Expression der mRNA des Akut-Phase Proteins Serum Amyloid A
(SAA) bestimmt. Abb. 4.11 A zeigt, dass Dexamethason allein keine Synthese der SAA mRNA auslost,

wahrend IL-6 eine deutliche Induktion der SAA mRNA bewirkt. Zusatzlich wurde durch Punktion des
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retrobulbdren Venenplexus Blut gewonnen und die Konzentration des SAA Proteins im Serum mittels
eines ELISAs bestimmt. Nach der Injektion von Dexamethason sind geringe basale SAA Konzentratio-
nen von ca. 100 pg/ml Serum nachweisbar. Die Stimulation mit IL-6 erh6ht die Konzentration jedoch

auf ca. 500 pug/ml Serum (Abb. 4.11 B).

Folglich ist es moglich in Mausen die Synthese von Akut-Phase Proteinen durch intraperitoneale In-
jektion von IL-6 zu induzieren, wahrend die Injektion von Dexamethason allein keine Akut-Phase Re-

aktion auslost.
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Abb. 4.11 IL-6 induziert die Expression von Akut-Phase Proteinen WT Mause wurden intraperitoneal mit De-
xamethason (4 mg/kg) oder IL-6 (100 pg/kg) injiziert (A) Aus der gesamten Leber wurde mRNA isoliert. Die
Expression von muriner SAA mRNA wurde mittels RT-qPCR analysiert. Als housekeeping Gen diente murine
HPRT. Dargestellt sind Mittelwerte aus n =3 - 4 Tieren + Standardabweichung. Die mRNA Expression nach Sti-
mulation mit IL-6 wurde auf 100 normiert. Statistik: ungepaarter einseitiger T-Test: ** p < 0,01 (B) Die Konzent-
ration von SAA im Serum von WT Mausen wurde mit einem ELISA bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte aus
n =3 - 4 Tieren * Standardabweichung, Statistik: ungepaarter einseitiger T-Test: ** p < 0,01. Abbildung: (154)

Im Folgenden wurde WT Mausen und Mausen, die in der Leber gp130 Y757F exprimieren, IL-6 + De-
xamethason injiziert (Abb. 4.12). In WT Mausen induziert IL-6 eine signifikante Synthese der hepati-
schen SAA mRNA (Abb. 4.12 A) und des serologischen SAA Proteins (Abb. 4.12 B). Die zusatzliche
Injektion von Dexamethason erh6ht die Konzentration der SAA mRNA in der Leber und des SAA Pro-
teins im Serum der Maduse. Mause, die in der Leber gp130 Y757F exprimieren, zeigen ebenfalls eine
IL-6-abhdngige Induktion der SAA mRNA (Abb. 4.12 C) und des SAA Proteins (Abb. 4.12 D). Die zuséatz-
liche Injektion des Glukokortikoids verstarkt die Konzentration der SAA mRNA und des SAA Proteins

jedoch nicht.

Diese Daten zeigen, dass Glukokortikoide auch in vivo durch die Reduktion der SOCS3 Expression die
IL-6-induzierte Akut-Phase Reaktion verstdrken. Mause, die resistent gegen die Inhibition durch

SOCS3 sind, sind ebenfalls resistent gegen die durch Glukokortikoide verstarkte Akut-Phase Reaktion.
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Abb. 4.12 Dexamethason verstarkt die Akut-Phase SOCS3-abhangig in vivo WT Mausen (A)(B) oder gp130
(Y757F) Mé&usen (C)(D) wurde intraperitoneal IL-6 (100 pg/kg) + Dexamethason (4 mg/kg) injiziert. (A)(C) Aus
der gesamten Leber wurde mRNA isoliert. Die Expression von muriner SAA mRNA wurde mittels RT-qPCR ana-
lysiert. Als housekeeping Gen diente murine HPRT. Dargestellt sind Mittelwerte aus n = 3 - 4 Tieren + Standard-
abweichung. Statistik: ungepaarter einseitiger T-Test: ** p < 0,01 (B)(D) Die Konzentration von SAA im Serum
wurde mit einem ELISA bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte aus n =3 -4 Tieren £ Standardabweichung,
Statistik: ungepaarter einseitiger T-Test: * p < 0,05, *** p < 0,001. Abbildung: (154)

4.1.10. Glukokortikoide verstarken die Expression IL-6-induzierter Akut-Phase Gene glo-
bal

Glukokortikoide verstarken die Expression von ACT mRNA (siehe Abb. 4.1 B), FGG mRNA (siehe Abb.
4.1 A und C, 4.10 C) und SAA (siehe Abb. 4.11, 4.12). Durch die Verstarkung der STAT3 Phosphorylie-
rung sollten Glukokortikoide auch die Expression anderer Akut-Phase Gene und STAT3 Zielgene ver-
starken. In der Literatur wurden jedoch primar promotorspezifische Effekte von Glukokortikoiden auf
die Expression von Akut-Phase Proteine beschrieben (116, 126). Lerner et al. konnten z.B. zeigen,
dass Glukokortikoide die IL-6-induzierte oa2-Makroglobulin Expression durch Bildung eines
Enhanceosomes u.a. aus STAT3 und dem GR verstarken (116). Die Expression des STAT3 Zielgens a2-
Makroglobulin sollte jedoch ebenfalls durch die Reduktion der SOCS3 Expression reguliert werden.
Um dies zu untersuchen, wurde in HepG2 Zellen ein a2-Makroglobulin Reporter-Assay in Kombinati-
on mit der Expression von EpoR/gp130 Chiméaren durchgefiihrt. Werden die Zellen Gber WT gp130
aktiviert, so wird die IL-6-induzierte a2-Makroglobulin-Promotor Aktivitdt nach Kostimulation mit

Dexamethason deutlich verstarkt (Abb. 4.13 A). Werden die Zellen jedoch Uber den fiir den SOCS3
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feedback resistenten chimaren Rezeptor EpoR/gp130 Y759F stimuliert, ist die Verstarkung der IL-6-
induzierten Promotoraktivitdt durch Dexamethason nur marginal (Abb. 4.13 B). Dieses Ergebnis zeigt,

dass Dexamethason auch die Aktivitdt des a2-Makroglobulin Promotors SOCS3-abhangig reguliert.

Die Verstarkung der IL-6-induzierten Akut-Phase Reaktion durch die Glukokortikoid-abhdngige Re-
duktion der SOCS3 Expression scheint demnach ein neuer globaler Mechanismus fiir die Regulation

der entziindlichen Antwort zu sein.
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Abb. 4.13 Glukokortikoide verstiarken die a2-Makroglobulin Promotor Aktivitdt HepG2 Zellen wurden mit
einem a2-Macroglobulin Reporter-Assay Konstrukt, einem [B-Galactosidase Expressionsvektor und chimaren
EpoR/gp130 Vektoren fur (A) gp130 (WT) (B) gp130 (Y759F) transfiziert. Funf Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen mit Epo (7 U/ml) fur 4 h stimuliert. Die Luziferase Aktivitdt wurde (iber die B-Galactosidase
Aktivitat normiert. Dargestellt sind Mittelwerte aus n = 3 unabhédngigen Experimenten + Standardabweichung.
Die maximale Promotor-Aktivitdt wurde auf 100 normiert. Statistik: gepaarter einseitiger T-Test: *** p < 0,001,
** p <0,01. Abbildung: (154)

4.1.11. Zusammenfassung: Regulation der IL-6-induzierten Signaltransduktion durch Glu-
kokortikoide

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde dargestellt, dass Dexamethason die IL-6-induzierte SOCS3 Expres-
sion reduziert. Die Analyse des molekularen Mechanismus dieses Effektes zeigte, dass die SOCS3

Expression weder durch eine Glukokortikoid-abhangige Reduktion
(1) der Expression der Rezeptoruntereinheiten gp80 und gp130,
(2) der frihen IL-6-induzierten STAT3 Phosphorylierung,
(3) der STAT3 Kerntranslokation,
(4) der Aktivierung des SOCS3 Promotors noch durch die
(5) Veranderung der Halblebenszeit der SOCS3 mRNA oder des SOCS3 Proteins

reduziert wird. Jedoch ist die transkriptionelle Aktivitdt des Glukokortikoid Rezeptors (Transaktivie-

rung) essentiell fiir die beobachteten Effekte.
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Die Reduktion der Expression des negativen feedback Inhibitors SOCS3 resultiert in einer verstarkten
spaten, IL-6-induzierten STAT3 Phosphorylierung und Akut-Phase Reaktion. Dieser Zusammenhang
konnte sowohl in der humanen Hepatom Zelllinie HepG2 als auch in primdren murinen Hepatozyten

und in vivo nachgewiesen werden.

Die hier prasentierten Daten stellen einen neuen globalen Mechanismus der Wechselwirkung zwi-
schen anti-inflammatorischen synthetischen Glukokortikoiden und dem im Verlauf einer Entziindung

sezernierten IL-6 dar.
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4.2. Systembiologische Analyse der Funktion von SHP2 im IL-6-induzierten Jak/STAT- Sig-
nalweg

Die Bearbeitung des Themenkomplexes , Systembiologische Analyse der Funktion von SHP2 im IL-6-
induzierten Jak/STAT Signalweg” erfolgte in gleichberechtigter Kooperation mit Dipl. Bioinformatiker
Tom Quaiser, Lehrstuhl fir Regelungstechnik und Systemtheorie, Ruhr-Universitdat Bochum. Er fiihrte

die mathematische Modellierung und Modellanalyse durch.

Ziel dieses Themenkomplexes war die ldentifizierung eines auf Differentialgleichungen basierenden
Modells der Regulation der friihen IL-6-induzierten Signaltransduktion durch SHP2. Ausgehend von
einem detaillierten Ausgangsmodell M° wurde ein iterativer Kreislauf aus der Erhebung experimen-
teller Daten, identifizierbarkeitsbasierter Modellreduktion und optimalem experimentellem Design

durchlaufen (163).
4.2.1. Etablierung eines standardisierten Zellsystems - HEK-gp80 Zellen

Die Etablierung mathematischer Modelle, basierend auf experimentell generierten Daten, stellt be-
sondere Anspriiche an die Qualitat der Daten. Neben der moglichst quantitativen Analyse ist eine
geringe Standardabweichung der Daten wichtig. Eine geringe Standardabweichung der Daten kann
durch die bewusste Reduktion experimenteller Schwankungen erreicht werden. Dies kann zum einen
durch den Einsatz standardisierter Zelllinien, zum anderen durch die Etablierung standardisierter

experimenteller Bedingungen erreicht werden.

Der Einsatz einer Zelllinie reduziert experimentelle Schwankungen, da jedes Experiment mit gene-
tisch identischen Zellen durchgefiihrt wird. Zusatzlich ermdglicht der Einsatz einer Zelllinie im Gegen-
satz zu primdren Zellen die genetische Manipulation der Zellen. Die hier prasentierten Experimente
wurden in HEK Zellen durchgefiihrt. Da HEK Zellen keinen endogenen IL-6a Rezeptor (gp80) tragen,
missen sie mit einem Komplex aus l6slichem gp80 und IL-6 stimuliert werden. Die Stimulation mit
einem Gemisch aus zwei Proteinen kann Schwankungen in der Starke der Stimulation bewirken. Um
diese Schwankungen zu vermeiden, wurden mittels retroviraler Transduktion HEK-Zellen generiert,
die gp80 stabil exprimieren (HEK-gp80 Zellen). Nach der Transduktion wurden Einzelklone dieser
Zellen isoliert und die Oberflachenexpression von gp80 und gp130 mittels FACS Analyse untersucht.
Abb. 4.14 A zeigt, dass wahrend HEK Zellen (schwarze Linie) nahezu kein gp80 auf der Oberflache
exprimieren, HEK-gp80 Zellen (graue Fliche) eine deutliche Expression von gp80 zeigen. Die Uberex-
pression von gp80 auf HEK-gp80 Zellen beeinflusst die Oberflachenexpression von gp130 nur margi-

nal (siehe Abb. 4.14 B).

Um den Einfluss der Expression von gp80 auf die IL-6-induzierte Jak/STAT Signaltransduktion zu un-

tersuchen, wurde die IL-6-induzierte Phosphorylierung von STAT3 in HEK und HEK-gp80 Zellen mittels
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Western Blot und anschlieBender Immundetektion untersucht (Abb. 4.14 C). Da die Uberexpression
von Rezeptoren haufig eine basale Aktivierung der Rezeptoren induziert, wurde zusatzlich die Phos-
phorylierung von STAT3 in unstimulierten Zellen analysiert. Die Farbung von STAT3 dient als Lade-
kontrolle und zeigt, dass die exogene Expression von gp80 in HEK-gp80 Zellen die STAT3 Konzentrati-
on nicht beeinflusst. HEK Zellen zeigen nach Stimulation mit IL-6 nur eine sehr schwache Phosphory-
lierung von STAT3 (Abb. 4.14 C, Spur 2). Die Stimulation mit IL-6/gp80 resultiert erwartungsgemaR in
einer deutlichen Phosphorylierung von STAT3 (Spur 3). Die Expression von gp80 in HEK-gp80 Zellen
induziert keine basale Aktivierung von STAT3 (Spur 4). Sie erméglicht jedoch eine deutliche Stimula-
tion der Zellen mit IL-6 (Spur 5). Die Stimulation von HEK-gp80 Zellen mit IL-6 und die Stimulation von

HEK Zellen mit IL-6/gp80 resultiert in einer vergleichbaren Phosphorylierung von STAT3.

Zusammengefasst hat die Expression von gp80 nur einen geringen Einfluss auf die Oberflachenex-
pression von gp130 und l6st keine basale Aktivierung des JAK/STAT Signalweges aus. Des Weiteren
zeigen HEK-gp80 Zellen eine IL-6-abhdngige Phosphorylierung von STAT3. HEK-gp80 Zellen kdnnen
daher als standardisiertes Zellsystem fur die Analyse der IL-6-induzierten Jak/STAT Signaltransduktion

eingesetzt werden.

A B
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Abb. 4.14 Etablierung von HEK-gp80 Zellen. (A) HEK und HEK-gp80 Zellen wurden mit spezifischen Antikérpern
gegen gp80 (A) und gp130 (B) gefarbt und mittels FACS analysiert. Als Kontrolle dienen ungefarbte Zellen. Dar-
gestellt ist jeweils ein reprasentatives Experiment aus n = 3. C) HEK und HEK-gp80 Zellen wurden fiir die ange-
gebenen Zeitrdume mit IL-6 (200 U/ml) + gp80 (1 pug/ml) stimuliert und anschlieRend lysiert. Die Analyse der
Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieBender Immundetektion. Die Farbung
erfolgte mit spezifischen Antikérpern gegen (p)STAT3 und STAT3. Die Farbung von STAT3 dient als Ladekontrol-
le. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment aus n = 3.
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4.2.2. Etablierung von standardisierten experimentellen Bedingungen

Um Schwankungen zwischen verschiedenen Experimenten zu reduzieren, wurden im Folgenden

standardisierte experimentelle Bedingungen fir die Kultivierung von HEK-gp80 Zellen definiert.

Radtke et al. konnten zeigen, dass gp130 Zellstress-abhangig internalisiert wird (164). Die Internali-
sierung von gp130 resultiert in der Reduktion der Starke der IL-6-induzierten Signaltransduktion, die
Schwankungen zwischen einzelnen Experimenten bewirken kann. Eine mégliche Ursache fir Zell-
stress ist eine zu geringe oder zu hohe Dichte der Zellen auf der Zellkulturplatte. Um experimentelle
Bedingungen zu bestimmen, die eine mdglichst geringe Internalisierung von gp130 induzieren, wurde

die Oberflachenexpression von gp130 bei verschiedenen Zelldichten analysiert.

HEK-gp80 Zellen wurden in verschiedenen Dichten auf 6 cm Zellkulturschalen ausgesat. Die Analyse
der gp130 Oberflachenexpression erfolgte nach 48 h mittels FACS (Abb. 4.15 A). Die Oberflachenex-
pression von gp130 ist bei einer Dichte von 7 x 10° Zellen/Schale maximal. Bei gréReren Zelldichten

von 5 x 10° Zellen/Schale nimmt die gp130 Expression drastisch um bis zu 50 % ab.

Die Kultivierung von Zellen in Vollmedium kann durch die im Serum enthaltenen Wachstumsfaktoren
eine IL-6-unabhdngige Aktivierung der Jak/STAT Signaltransduktion auslosen. Diese Zytokin-
unabhangige Aktivierung kann Schwankungen in den experimentell generierten Daten erzeugen. Um
diese Schwankungen zu reduzieren missen die Zellen vor dem Experiment in Hungermedium ohne
Serum kultiviert werden. Eine zu lange Kultivierung in Hungermedium kann jedoch Zellstress ausl6-
sen. Um eine fur HEK-gp80 Zellen optimale Dauer der Kultivierung in Hungermedium zu bestimmen
wurde zunéachst der Einfluss der Hungerdauer auf die gp130 Expression untersucht. HEK-gp80 Zellen
wurden 48 h nach dem Ausséden fir die angegebenen Zeitraume in Serum-freiem Medium gehungert
(Abb. 4.15 B). Die FACS Analyse der gp130 Expression zeigt, dass bereits ein 2-stiindiges Hungern die
Rezeptorexpression um 20 % reduziert. Eine langere Hungerdauer fiihrt zu einer verstarkten Reduk-

tion der gp130 Expression.

Zusammengefasst ist die gp130 Expression bei nicht gehungerten Zellen, die in einer Dichte von

7 x 10° Zellen/Schale kultiviert werden, maximal.

Neben der hohen Rezeptorexpression ist auch eine starke Phosphorylieurng der Signalmolekiile es-
sentiell fir die Analyse des Jak/STAT Signalweges. Daher wurde untersucht, ob die maximale Expres-
sion von gp130 in der maximalen IL-6-induzierten Phosphorylierung von gp130, STAT3 und SHP2 re-
sultiert (Abb. 4.15.C). HEK-gp80 Zellen (7 x 10° Zellen/Schale) wurden fiir 48 h kultiviert, fiir die ange-
gebenen Zeitrdume in Serum-freiem Medium gehungert und anschliefend lysiert. Aus den Lysaten
wurde gp130 mit einem spezifischen Antikorper prazipitiert. Nach dem Western Blot erfolgte die

Detektion der Phosphorylierung von gp130 mit einem Antikorper gegen phosphorylierte Tyrosylres-
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te. Die Detektion der Phosphorylierung von STAT3 und SHP2 erfolgte mit spezifischen Antikdrpern
gegen die phosphorylierten Molekile. Die Farbung von STAT3 und SHP2 dient als Ladekontrolle. Zel-
len, die nicht gehungert wurden, zeigen eine basale Phosphorylierung von gp130 und STAT3 (Abb.
4.15 C, Spur 1). Die Stimulation mit IL-6 resultiert in einer Verstarkung der Phosphorylierung von
gp130 und STAT3 (Spur 2). SHP2 ist jedoch weder in unstimulierten noch in mit IL-6 stimulierten Zel-
len deutlich phosphoryliert. Ein zweistlindiges Hungern reduziert die basale Phosphorylierung von
gp130 und STAT (Spur 3). Die Stimulation dieser Zellen mit IL-6 induziert eine deutliche Phosphorylie-
rung von gp130, STAT3 und SHP2 (Spur 4). Im Gegensatz dazu reduziert eine auf 4 h bis 6 h verlanger-
te Hungerdauer die IL-6-induzierte Phosphorylierung von gp130, STAT3, SHP2 (vergleiche Spuren 4, 6
und 8). Diese Beobachtung korreliert mit der reduzierten gp130 Expression unter Hungerbedingun-

gen.

Zusammengefasst wird eine maximale Phosphorylierung von gp130, STAT3 und SHP2, bei mdglichst
geringer basaler Phosphorylierung nicht bei der maximalen gp130 Expression in ungehungerten Zel-
len erreicht, sondern nach zweistiindigem Hungern der Zellen. Diese Bedingungen wurden daher als
Standardbedingungen festgelegt (Tab. 4.1). Die in den folgenden Kapiteln beschriebenen Experimen-

te wurden ausschlieBlich unter diesen Standardbedingungen durchgefiihrt.

Tab. 4.1 Standardisierte experimentelle Bedingungen

Variable Optimale Stimulation bei
Zelldichte 7 x 10° Zellen/Schale
Hungerdauer 2h
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Abb. 4.15 Definition von optimalen experimentellen Bedingungen HEK-gp80 Zellen wurden in der angegebe-
nen Dichte (A) 48 h vor dem Experiment ausgesat und fir die angegebenen Zeitpunkte (B) in Medium ohne FKS
gehungert. Die Zellen wurden mit spezifischen Antikdrpern gegen gp130 gefdarbt und mittels FACS analysiert.
Als Kontrolle dienen ungefarbte Zellen. Dargestellt der Mittelwert aus n =3 Experimenten + Standardabwei-
chung. (C) 7 x 10° HEK-gp80 Zellen wurden 48 h vor dem Experiment ausgesat und anschlieRend fiir die ange-
gebenen Zeitrdume in Medium ohne FKS gehungert und mit IL-6 (200 U/ml) fir 15 min stimuliert und anschlie-
Rend lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieRender
Immundetektion. Fiir die Farbung von gp130 wurde dieses zunachst prazipiert. Die Farbung erfolgte mit spezifi-
schen Antikorpern gegen (p)STAT3, (p)SHP2, STAT3, SHP2 und (p)Y (fir gp130). Die Farbung von STAT3 und
SHP2 dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment aus n = 3.

4.2.3. Beschreibung des Ausgangsmodells M°

Im Folgenden wird das Ausgangsmodell M° eingefiihrt. Dieses Modell wurde anschlieRend systema-
tisch, schrittweise an quantitative, experimentell generierte Daten angepasst. Da groRe Modelle oft
nicht identifizierbar sind (139), wird nur die friihe Aktivierung des Jak/STAT Signalweges innerhalb
der ersten 15 min nach Stimulation mit IL-6 abgebildet. Dies erméglicht zum einen die Vernachlassi-
gung des nukledren feedbacks durch SOCS3 und zum anderen die Fokussierung auf die Funktion der

Tyrosin-Phosphatase SHP2 in der friihen IL-6-induzierten Signaltransduktion.

Die Modellierung erfolgte mit gewdhnlichen Differentialgleichungen (ODE). Zur besseren Visualisie-
rung sind die Modelle in den folgenden Kapiteln graphisch reprasentiert. Die zugehorigen Differen-

tialgleichungen sind im Anhang abgebildet.
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Als Grundlage fiir die mathematische Modellierung wurden folgende Annahmen getroffen

(1) Die Zelle entspricht einem gleichméaRig durchmischten ReaktionsgefaR mit einem Komparti-

ment und

(2) die Konzentration der einzelnen Reaktanden ist hoch genug, um stochastische Schwankun-

gen auszuschlieBen.

Abb. 4.16 zeigt die graphische Darstellung des Modells M°. Pfeile beschreiben Reaktionen (z.B. Phos-
phorylierungen) oder die Ausbildung von Komplexen. Rechtecke reprasentieren Proteine respektive
Proteinkomplexe. Orange Rechtecke entsprechen IL-6. Griine Rechtecke entsprechen allen Rezepto-
ren und Komplexen, die Rezeptoren beinhalten. STAT3 wird durch violette und SHP2 durch rote

Rechtecke dargestellt.
Der blau markierte Bereich in Modell Mg beschreibt folgende Reaktionen (Abb. 4.16, blauer Kreis):
(1) die Interaktion von IL-6 (IL) mit dem Rezeptor (R) zu (R_IL),
(2) die anschlieRende Aktivierung des Rezeptorkomplexes (actR_IL),
(3) die Bindung von STAT3 (STAT) an den aktivierten Rezeptorkomplex (actR_IL_STAT),
(4) die Phosphorylierung von STAT3 (actSTAT),
(5) die Bindung von SHP2 (SHP2) an den aktivierten Rezeptorkomplex (actR_IL_SHP2),
(6) die Inaktivierung des aktivierten Rezeptorkomplexes durch SHP2 (R_IL_SHP2),
(7) die Phosphorylierung von SHP2 durch den aktivierten Rezeptorkomplex (pSHP2) und
(8) die Dephosphorylierung von SHP2 durch aktive SHP2 (SHP2).

Die Phosphorylierung von SHP2 an Y542 und Y580 bewirkt eine intramolekulare Interaktion der
phosphorylierten Tyrosylreste mit den zwei SH2 Doméanen in SHP2 (44, 47). Deshalb wird hier postu-
liert, dass die intramolekulare Interaktion die Bindung phosphorylierter SHP2 (pSHP2) an die phos-
phorylierten Tyrosylreste im aktivierten Rezeptor (actR) verhindert und pSHP2 vom Rezeptor disso-

ziiert.

Die orange markierte Halfte des Modells beschreibt aktive Rezeptoren, die kein IL-6 binden (actR),
Diese Spezies kann z.B. durch spontane Aktvierung des Rezeptors oder durch ein Abwaschen von IL-6
bei einer pulsféormigen Stimulation entstehen. Genau wie der durch IL-6 aktivierte Rezeptor kann der
IL-6 freie aktive Rezeptor STAT3 rekrutieren (actR_STAT3) und phosphorylieren (actSTAT). Weiterhin
kénnen Komplexe zwischen dem basal aktiven Rezeptor und SHP2 (actR_SHP2) entstehen, die analog

zu den in der blauen Hélfte beschriebenen Reaktionen zur Inaktivierung des Rezeptors (R_SHP2) oder
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zur Dissoziation von phosphoryliertem SHP2 fiihren kénnen. IL-6 (IL) kann sowohl an inaktive Rezep-

toren (R) als auch an IL-6 freie aktive Rezeptoren (actR) binden.

Um die Komplexitit des Modells zu reduzieren, wurden in M° einige Modellannahmen getroffen, die
im Folgenden beschrieben werden. Die Annahmen (1) bis (3) werden in Kapitel 4.2.4 experimentell

validiert.

(1) Die Konzentration von gp130, Jakl, SHP2 und STAT3 bleibt Gber den Modellierungszeitraum

von 15 Minuten konstant.

(2) Die Phosphorylierung von Jakl dient als Indikator fir die Aktivierung der Spezies R. Der Re-

zeptorkomplex R umfasst gp80, gp130 und die mit gp130 assoziierten Januskinasen (25, 165).
(3) Im Modellierungszeitraum von 15 min kommt es zu keiner Induktion von SOCS3.

(4) Die Dephosphorylierung von STAT3 in den ersten 15 min nach IL-6 Stimulation wird basierend
auf einer modelltheoretische Analyse des Jak/STAT Modells von Yamada (57) vernachlassigt
(139). SHP2 wird in M° daher nicht als STAT3 Phosphatase abgebildet, obwohl eine Interakti-

on beider Proteine in der Literatur beschrieben ist (52).

(5) Die Spezies R und STAT3 werden durch vorgeformte Dimere abgebildet. Diese Annahme re-
duziert die Anzahl der Reaktionen durch Vernachladssigung der Dimerisierung. Das Vorliegen

vorgeformter gp130 (166) und STAT3 Dimere (33, 35) ist in der Literatur belegt.
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Abb. 4.16 M° Pfeile beschreiben Reaktionen. Rechtecke entsprechen Proteinen. Die blau umrandete Hilfte
beschreibt eine IL-6-abhingige Aktivierung des Jak/STAT Signalweges. Die orange umrandete Hélfte beschreibt
die IL-6-freie Aktivierung des Jak/STAT Signalweges. Reproduziert mit Erlaubnis von Tom Quaiser. Abbildung:
(167)

4.2.4. Experimentelle Validierung der Modellierungsannahmen
Im Folgenden wird die experimentelle Validierung der Modellannahmen (1) bis (3) beschrieben-

4.2.4.1. Die Konzentration von gp130, Jakl, STAT3 und SHP2 ist konstant

Um zu untersuchen, ob sich die Konzentration von gp130, Jak1, SHP2 und STAT3 in Abhangigkeit von
IL-6 verandert, wurden HEK-gp80 Zellen fiir 15 min kontinuierlich mit IL-6 (200 U/ml) stimuliert und

zu den angegebenen Zeitpunkten lysiert.

Zur Untersuchung der Expression der Rezeptoruntereinheit gp130 wurde diese zunachst mittels Im-
munprazipitation angereichert und anschlieRend im Western Blot analysiert. Wie von Schilling et al.
beschrieben (150), wurden die Proben dabei randomisiert aufgetragen, um systematische Fehler des
Western Blots auszuschlieRen. Die Farbung mit Antikorpern gegen phosphorylierte Tyrosylreste dient

als Stimulationskontrolle und zeigt, dass gp130 IL-6-abhangig deutlich phosphoryliert wird (Abb.
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4.17 A, Spur 7 fir unstimulierte Zellen). Die Farbung des gesamten gp130 zeigt, dass eine bis zu 15-
minitige Stimulation mit IL-6 keinen Einfluss auf die Expression von gp130 hat (Abb. 4.17 B, Quantifi-
zierung). ErwartungsgemaR erfolgt ohne prazipitierende Antikorper keine Detektion von phosphory-

liertem oder unphosphoryliertem gp130 (Abb. 4.17 A, Spur 3).
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Abb. 4.17 Die Konzentration von gp130 ist konstant (A) HEK-gp80 Zellen wurden unter standardisierten Be-
dingungen kultiviert, gehungert und fir die angegebenen Zeitrdume mit IL-6 (200 U/ml) stimuliert und an-
schlieRend lysiert. Fiir die Farbung von gp130 wurde dieses zunachst prazipiert. Die Analyse der Prazipitate
erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, randomisiertem quantitativem Western Blot und anschlieRender Im-
mundetektion. Die Farbung erfolgte mit spezifischen Antikérpern gegen (p)Y und gp130. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment aus n = 3 Experimenten. (B) Densitometrische Analyse der Expression von gp130:
Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 3 Experimenten * Standardabweichung. Abbildung: (167)

Die Analyse der Expression von Jakl, STAT und SHP2 erfolgte im Western Blot. Die Detektion von
HSP70 dient als Ladekontrolle, die Detektion von (p)Jakl, (p)STAT3 und (p)SHP2 als Kontrolle fiir die
Stimulation mit IL-6. Abb. 4.18 A zeigt, dass die Stimulation mit IL-6 eine deutliche Phosphorylierung
von Jakl auslost (Spur 2 fir unstimulierte Zellen), die Konzentration von Jakl jedoch konstant ist
(Abb. 4.18 B, Quantifizierung). Auch STAT3 und SHP2, werden in Abhangigkeit von IL-6 phosphoryliert
(Abb. 4.18 C, Spur 4 fur unstimulierte Zellen), die Menge an STAT3 und SHP2 ist dessen ungeachtet
konstant (Abb. 4.18 D und 4.18 E, Quantifizierungen).

Zusammenfassend konnte Modellannahme (1) experimentell bestatigt werden. Es ist somit legitim
im Modell weder den Abbau noch die Synthese von gp130, Jakl, STAT3 und SHP2 darzustellen, da

ihre Konzentrationen tber den Stimulationszeitraum konstant bleiben.
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Abb. 4.18 Die Konzentration von Jak, SHP2 und STAT3 ist konstant. HEK-gp80 Zellen wurden unter standardi-
sierten Bedingungen kultiviert, gehungert und fiir die angegebenen Zeitrdume mit IL-6 (200 U/ml) stimuliert
und anschlieRend lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, randomisiertem quan-
titativem Western Blot und anschlieBender Immundetektion. Die Farbung erfolgte mit spezifischen Antikorpern
gegen (p)JAK, JAK und HSP70 (A) bzw. (p)STAT3, (p)SHP2, STAT3, SHP2 und HSP70 (C) Die Farbung von HSP70
dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist je ein reprdsentatives Experiment aus n = 3. Densitometrische Analysen
von JAK1 (B), STAT3 (D), SHP2 (E). Dargestellt ist der Mittelwert aus n = 3 Experimenten + Standardabweichung.
Abbildung: (167)

4.2.4.2. Die Phosphorylierung von Jakl dient als Indikator fiir die Aktivierung des Rezep-
torkomplexes

Die Bindung von IL-6 an gp80 und die anschlieBende Assemblierung des Rezeptorkomplexes aus IL-6,
gp80 und gp130 induziert die Aktivierung und Phosphorylierung von Jakl. Jakl ist konstitutiv mit der
membranproximalen Region von gp130 assoziiert (25, 165) und phosphoryliert im aktiven Zustand

Tyrosylreste des Rezeptors. Um die Anzahl der kinetischen Parameter, die mit der Rezeptoraktivie-
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rung verbunden sind, zu reduzieren, wurde Modellannahme (2) getroffen, die Phosphorylierung von

Jak1 dient als Indikator fir die Aktivierung des Rezeptorkomplexes (siehe Kapitel 4.2.3).

Um zu untersuchen, ob sich die Dynamik der IL-6 induzierten Phosphorylierung von gp130 und Jakl
unterscheidet, wurden HEK-gp80 Zellen fiir die angegebenen Zeitrdume kontinuierlich mit IL-6
(200 U/ml) stimuliert, anschlieRend lysiert und mittels Western Blot analysiert. Sowohl gp130 (Abb.
4.19 A, Spur 7) als auch Jak1 (siehe Abb. 4.19 B, Spur 7) sind in unstimulierten Zellen nicht phospho-
ryliert. Nach Stimulation mit IL-6 steigt die Phosphorylierung bis zum Zeitpunkt t =5 min an und er-
reicht dann ein Plateau. Abb. 4.19 C zeigt, dass sowohl die Starke als auch die Dynamik der Phospho-
rylierung von gp130 und Jakl nahezu identisch sind. Die Phosphorylierung von Jak1 ist daher ein gu-

ter Indikator fiir die Aktivierung von gp130.

Modellannahme (2) konnte somit experimentell validiert werden. Es ist moglich, den Rezeptorkomp-

lex im Modell zu vereinfachen und zu einer Spezies R, zusammenzufassen.
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Abb. 4.19 Die Phosphorylierung von Jak1 dient als Indikator fiir die Aktivierung des Rezeptorkomplexes. HEK-
gp80 Zellen wurden unter standardisierten Bedingungen kultiviert, gehungert und fiir die angegebenen Zeit-
raume mit IL-6 (200 U/ml) stimuliert und anschlieRend lysiert. Fiir die Farbung von gp130 wurde dieses zu-
nachst prazipiert. Die Analyse der Prazipitate (A) und der Lysate (B) erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese,
randomisiertem quantitativem Western Blot und anschlieRender Immundetektion. Die Farbung erfolgte mit
spezifischen Antikorpern gegen (p)Y, (p)JAK, JAK und HSP70. Die Farbung von HSP70 dient als Ladekontrolle.
Dargestellt ist je ein reprasentatives Experiment aus n =3 Experimenten. (C) Densitometrische Analyse von
(p)gp130 und (p)Jakl. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung aus n = 3 Experimenten. Abbildung:
(167)
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4.2.4.3. IL-6induziert in 15 min keine Synthese von SOCS3

Um die Modellannahme (3), IL-6 induziert in 15 min keine Synthese von SOCS3 (siehe Kapitel 4.2.3),
zu prifen wurden HEK-gp80 Zellen mit IL-6 (200 U/ml) stimuliert und zu den angegebenen Zeitpunk-
ten die gesamte RNA isoliert. Mittels RT-gPCR wurde die Expression der SOCS3 mRNA bestimmt
(Abb. 4.20). Erwartungsgemal wird die Expression der SOCS3 mRNA nach 60 min deutlich induziert.
Eine 15-mindiitige Stimulation ist jedoch nicht ausreichend, um die Synthese der SOCS3 mRNA auszu-

|6sen.

Modellannahme (3) konnte somit experimentell validiert werden. In den ersten 15 Minuten der IL-6-
induzierten Signaltransduktion kommt es zu keiner Synthese des feedback Inhibitors SOCS3. SOCS3

wird demnach nicht im Modell abgebildet.

Zusammenfassend konnten die Modellierungsannahmen (1) bis (3) experimentell bestatigt werden.
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Abb. 4.20 IL-6 induziert in 15 min keine Synthese von SOCS3 HEK-gp80 Zellen wurden unter standardisierten
Bedingungen kultiviert, gehungert und fur die angegebenen Zeitrdume mit IL-6 (200 U/ml) stimuliert. Nach
Isolation der gesamten RNA wurde die Expression von humaner SOCS3 mRNA mittels RT-gPCR analysiert. Als
housekeeping Gen diente humane HPRT. Dargestellt sind Mittelwerte aus n = 3 unabhédngigen Experimenten %
Standardabweichung. Die mRNA Expression in unstimulierten Zellen wurde auf 1 normiert. Abbildung: (167)

4.2.5. Quantifizierung der Startwerte

Differentialgleichungsmodelle stellen Verdnderungen der absoluten Konzentration der beteiligten
Proteine liber die Zeit dar. Als Startwerte fiir diese Verdanderungen dienen die Konzentrationen der

Proteine zum Zeitpunkt t = 0.

Abb. 4.17 und 4.18 zeigen, dass zum Zeitpunkt t = 0 keine Phosphorylierung von Jakl, STAT3 und
SHP2 nachgewiesen werden kann. Die Startwerte flr die korrespondierenden Spezies: actR, actSTAT,
pSHP2 entsprechen folglich 0 nM. Da zum Zeitpunkt t = 0 keine Stimulation erfolgt, ist auch die Kon-

zentration aller mit IL-6 assoziierten Spezies (*_IL) 0 nM.
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Die initialen Konzentrationen von gp130 (stellvertretend fir gp130 assoziiert mit Jak), STAT3 und
SHP2 wurden experimentell bestimmt. Die Anzahl der Molekiile/Zelle wurde hierzu auf das Zellvolu-
men von 500 fl bezogen. Dieses wurde aus dem durchschnittlichen Durchmesser trypsinierter HEK-

gp80 Zellen von 10,13 um in Approximation einer kugelférmigen Zelle berechnet.

4.2.5.1. Quantifizierung der Oberflaichenexpression von gp130

Zur Quantifizierung der Rezeptorkomplexe (R) wurde ein FACS-basierter Assay entwickelt. Dieses
Vorgehen ermoglicht die Quantifizierung membranstandiger Rezeptoren. Rezeptoren, die auf dem
Syntheseweg vom endoplasmatischen Retikulum zur Membran sind oder internalisiert wurden, wer-
den nicht analysiert. Weiterhin wurde die Konzentration von gp130 und nicht von Jakl quantifiziert,
da Jakl neben gp130 auch mit anderen Rezeptoren assoziiert ist. Somit ist die Jakl Konzentration in
der Zelle groRRer als die gp130 Konzentration (168). Fir die IL-6-induzierte Signaltransduktion ist da-
her die Anzahl an gp130 relevant, da sie der begrenzende Faktor fiir die Anzahl der Rezeptorkom-

plexe R ist.

Als Basis des FACS-basierten Assays diente das QuantiBRITE TM Kit (BD). Es beinhaltet vier bead-
Populationen, die unterschiedliche bekannte Mengen an fluoreszierenden Phycoerythrin (PE) Mole-
kiilen auf der Oberflache tragen. Aus der mittels FACS gemessenen Fluoreszenzintensitat der beads
kann eine Eichgerade berechnet werden. Die Eichgerade ermoglicht die Umrechnung der Fluores-
zenzintensitat von Zellen, die mit PE-gekoppelten Antikdrpern gegen einen Rezeptor gefarbt und im
FACS analysiert wurden, in die absolute Anzahl von Rezeptoren pro Zelle. In herkémmlichen FACS-
Analysen wird die Intensitdt der Farbung oft durch den Einsatz von Zweitantikorpern verstarkt. Um
diese nicht quantifizierbare Verstarkung zu vermeiden, wurden direkt mit PE-gekoppelte Erstantikor-

per mit einem bekannten Verhéltnis von PE und Antikdrper eingesetzt.

Zur Quantifizierung von gp130 wurde ein Antikorper, der spezifisch an den extrazelluldaren Anteil von
gp130 bindet, mittels Maleinimid-Chemie an PE gekoppelt. Das Verhaltnis von PE-Molekiilen zu
gp130 Antikorpern wurde basierend auf dem Lambert-Beerschen Gesetz (iber die unterschiedlichen
maximalen Extinktionen des PEs und des Antikérpers bestimmt. Fiir die zuvor mit PE-gekoppelten

Anti-gp130 Antikorper ergab sich ein Verhaltnis von drei PE-Molekiilen pro Antikorper.

Um zu untersuchen, ob die chemische Kopplung eine Antigen-unabhangige Bindung des Antikorpers
an Zelloberflachen induziert, wurden Ba/F3 Zellen mit den PE-gekoppelten Antikdrpern gefarbt. Da
Ba/F3 Zellen kein gp130 exprimieren, sollte der fiir gp130 spezifische Antikorper die Zellen nicht an-
farben. Abb. 4.21 A zeigt, dass nahezu kein PE-gekoppelter Antikérper an Ba/F3 Zellen bindet. Der
direkt gekoppelte Antikorper bindet somit nicht Antigen-unabhangig an Zelloberflachen und konnte

zur Quantifizierung von gp130 eingesetzt werden.
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Hierzu wurden HEK-gp80 Zellen unter Standardbedingungen kultiviert, mit den PE-gekoppelten Anti-
koérpern gegen gpl130 gefarbt und anschlielend mittels FACS analysiert. Das Verhaltnis der Signal-
starke von gefarbten Zellen zu ungeféarbten Kontrollzellen (Abb. 4.21 D, vergleiche schwarze Linie mit
gepunkteter Linie) war erwartungsgemal schwacher als nach der Farbung von HEK-gp80 Zellen mit
Anti-gp130 Primarantikorpern und PE-gekoppelten Zweitantikdrpern (vergleiche mit Abb. 4.14 B), da
keine Signalverstarkung durch die mehrfache Bindung des Zweitantikorpers erfolgte. Die Starke des
PE-Signals wurde (iber eine mit QuantiBRITE beads erstellte Eichgerade (Abb. 4.21 B, C) in die absolu-
te Anzahl PE/Zelle umgerechnet. Das Ergebnis wurde um das Verhaltnis von PE/Antikorper (3:1) kor-

rigiert.

Die Quantifizierung von membranstandigem gp130 auf HEK-gp80 Zellen ergab einen Wert von
870 + 66 Molekulen/Zelle (Mittelwert aus n = 3 unabhingigen Experimenten * Standardabweichung).
Zusatzlich wurde in der im Verlauf dieser Doktorarbeit betreuten Diplomarbeit von Dipl. Biologe Die-

ter Schwache die Anzahl von gp80 mit 87251 = 1126 Molekilen/Zelle bestimmt (169).
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Abb. 4.21 Bead-basierte Quantifizierung von gp130 (A) Ba/F3 Zellen wurden mit PE-gekoppeltem gp130 Anti-
korper gefarbt und mittels FACS analysiert. Als Kontrolle dienten ungefarbte Ba/F3 Zellen. (B) Durchflusszyto-
metrische Analyse der vier mit unterschiedlichen Mengen PE besetzten Populationen der QuantiBRITE beads
(BD). (C) Eichgerade aus den vier bead Populationen. D) HEK-gp80 Zellen wurden mit PE-gekoppelten gp130
Antikorpern gefarbt und mittels FACS analysiert. Als Kontrolle dienten ungefarbte HEK-gp80 Zellen. Dargestellt
sind reprasentative Ergebnisse aus n = 3 Experimenten. Abbildung: (167)
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4.2.5.2. Quantifizierung von STAT3, (p)STAT3, SHP2 und (p)SHP2

Zur Bestimmung der Konzentration von STAT3, (p)STAT3, SHP2 und (p)SHP2 in HEK-gp80 Zellen wur-
den quantitative Western Blots eingesetzt. Hierzu wurden die Proteine zunachst mit spezifischen
Antikdrpern aus Zelllysaten prazipitiert. Die Prazipitate wurden gemeinsam mit rekombinanten Teil-
stiicken des zu quantifizierenden Proteins mit bekannter Konzentration (Kalibratoren) mittels Wes-
tern Blot und anschlieRender Immundetektion analysiert. Da die Kalibratoren und die endogenen
Proteine von den gleichen Antikérpern erkannt werden, kann aus den Signalstarken der Kalibratoren
eine Eichgerade erstellt werden. Die Eichgerade ermdglicht, unter Berlicksichtigung der Anzahl der
eingesetzten Zellen, die Berechnung der Konzentration des untersuchten Proteins in der Zelle. Als
Kalibrator fir STAT3 und (p)STAT3 wurde ein kommerziell erhaltliches STAT3-GST-Fusionsprotein
eingesetzt. Die Konzentrationsbestimmung von SHP2 und (p)SHP2 erfolgte Uber ein von
Dr. rer. nat. Pia Miller etabliertes Fusionsprotein aus den zwei SH2-Doméanen von SHP2 und einem

GST-Tag.

Zur Quantifizierung von STAT3 und SHP2 wurden STAT3 (Abb. 4.22 A, Spur 6) und SHP2 (Abb. 4.23 A,
Spur 3) mittels Immunprazipitation aus Zelllysaten unstimulierter HEK-gp80 Zellen isoliert. Um die
Phosphorylierung von STAT3 und SHP2 zu quantifizieren, wurden HEK-gp80 Zellen fiir 6 min mit IL-6
stimuliert und anschlieRend lysiert. Aus diesen Lysaten wurden (p)STAT3 (Abb. 4.22 A, Spur 3) bzw.
(p)SHP2 (Abb. 4.23 A, Spur 6) prazipitiert. Sowohl die unphosphorylierten als auch die phosphorylier-
ten, prazipitierten, endogenen Proteine wurden gemeinsam mit unterschiedlichen Mengen der re-
kombinanten STAT3- bzw. SHP2-Fusionsproteine (Abb. 4.22 A und 4.23 A, Spuren 1, 2, 4,5 und 7) im
Western Blot analysiert. Die Detektion erfolgte mit Antikorpern gegen unphosphoryliertes STAT3
bzw. SHP2. Dies ermdglicht sowohl die Konzentration der unphosphorylierten, als auch die Konzent-
ration der phosphorylierten Molekiile zu bestimmen. Aus der Signalstarke der Kalibratoren wurde
eine Eichgerade erstellt (Abb. 4.22 B und 4.23 B), die zur Berechnung der Konzentration von STAT3
und (p)STAT3, bzw. SHP2 und (p)SHP2 eingesetzt wurde.

Um Fehler durch eine nicht vollstandige Immunprazipitation zu korrigieren, wurde die Effizienz der
Immunprazipitationen bestimmt. Hierzu wurden gleiche Mengen Zelllysat vor und nach der Immun-
prazipitation mittels Western Blot analysiert. Die Immundetektion erfolgte mit spezifischen Antikor-
pern gegen das prazipitierte Protein (Abb. 4.22 C und 4.23 C). Die Farbung von HSP70 dient als La-

dungskontrolle. Die Effizienz der Immunprazipitation wurde wie folgt berechnet:

. Signalstarke nach Prazipitation X 100
Effizienz =1—( - - PRI )
Signalstarke vor Prazipitation

Die Effizienz der Immunpraziptationen von (p)STAT3, (p)SHP2, STAT3 und SHP2 lag bei allen Experi-
menten zwischen 75 und 95 %. Sie wurde in die Berechnung der Konzentration einbezogen.
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HEK-gp80 Zellen exprimieren~ 74.000 Molekiile STAT3 und~ 72.000 Molekiile SHP2. Nach 6-mintiger

Stimulation mit IL-6 sind ca. 50 % der STAT3 Molekiile und ca. 30 der SHP2 Molekiile phosphoryliert.

Die Ergebnisse der Quantifizierungen sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.

Tab. 4.2 Zusammenfassung der Ergebnisse der Quantifizierungen

Molekiil Methode Konzentration [nM] n/Zelle
gp130 FACS 2,66 0,2 ~ 870

gp80 FACS 266 +3,4 ~ 87.000
STAT3 WB 216+ 72 ~74.000
SHP2 WB 222 +62 ~72.000
(p)STAT3 —gmin WB 117 +£32 ~40.000
(P)SHP2 (=6 min WB 67 +16 ~22.000
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Abb. 4.22 Quantifizierung von (p)STAT3 und STAT3 (A) HEK-gp80 Zellen wurden fiir 6 min mit IL-6 (200 U/ml)
stimuliert und anschlieBend lysiert oder unstimuliert lysiert. (p)STAT3 und STAT3 wurden mit spezifischen Anti-
korpern prazipitiert und gemeinsam mit STAT3 Kalibratoren mittels quantitativem Western Blot und anschlie-
Render Immundetektion analysiert. Die Detektion erfolgte mit einem Anti-STAT3 Antikorper. (B) Eichgerade
bestimmt aus der Signalstarke der Kalibratoren. (C) Gleiche Mengen Totallysat vor und nach der Prazipitation
wurden mittels Western Blot und Immundetektion analysiert. Die Farbung erfolgte mit spezifischen Antikor-
pern gegen (p)STAT3, STAT3 und HSP70. Die Farbung von HSP70 diente als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment aus n = 6 unabhangigen Experimenten. SK = schwere Antikdrperkette, LK = leichte

Antikorperkette. Abbildung: (167)
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A B
P SHP2 (p)SHP2 8
Kalibrator [ng] 42 11 58 21 1
~ 6 2
<4 SHP2 S
=)
— ‘ 3 4 sK x
— <« Kalibrator @ 4
¢
2
- - <LK /
o &
Spur 1 2 3 4 5 6 7 0 10 20 30 40 50 60 70
SHP2[ng]
C
P - +
IP: (p)SHP2 |:|<(p)SHP2
IP: SHP2 E< SHP2
- v | AHSPT0
Spur 1 2

Abb. 4.23 Quantifizierung von SHP2 und (p) SHP2 (A) HEK-gp80 Zellen wurden fur 6 min mit IL-6 (200 U/ml)
stimuliert und anschlieRend lysiert oder unstimuliert lysiert. (p)SHP2 und SHP2 wurden mit spezifischen Anti-
korpern prazipitiert und gemeinsam mit SHP2 Kalibratoren mittels quantitativem Western Blot und anschlie-
Bender Immundetektion analysiert. Die Detektion erfolgte mit einem Anti-SHP2 Antikorper. (B) Eichgerade
bestimmt aus der Signalstarke der Kalibratoren. (C) Gleiche Mengen Totallysat vor und nach der Préazipitation
wurden mittels Western Blot und Immundetektion analysiert. Die Farbung erfolgte mit spezifischen Antikor-
pern gegen (p)SHP2, SHP und HSP70. Die Farbung von HSP70 diente als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein repra-
sentatives Experiment aus n = 8 unabhdngigen Experimenten. SK = schwere Antikorperkette, LK = leichte Anti-
korperkette. Abbildung: (167)

4.2.6. Experimentsatz |

Um die kinetischen Parameter des mathematischen Modells an experimentell generierte Daten an-
zupassen, wurde die frithe IL-6-induzierte Aktivierung des Jak/STAT Signalweges quantitativ analy-

siert. Diese Daten werden im Folgenden als Experimentsatz | bezeichnet.

Wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben, wurde die Analyse auf die ersten 15 Minuten nach Stimulationsbe-
ginn beschrankt. Die Stimulation erfolgte mit einem 6-minitigen IL-6 Puls (200 U/ml). Dies ermog-
licht sowohl die Analyse der Geschwindigkeit der initialen Phosphorylierung als auch des Verlaufs der

Phosphorylierung nach dem Entzug des Stimulus.

Zunachst wurde untersucht, ob durch Stimulation mit IL-6 und anschlieBendes Abwaschen des IL-6-
haltigen Mediums ein pulsférmiges Stimulationsmuster erreicht werden kann. Abb. 4.24 A zeigt den
im Modell abgebildeten Stimulus. Die Konzentration von IL-6 ist (ber 6 min konstant bei 0,95 nM
(=200 U/ml) und wird zum Zeitpunkt t = 6 min auf 0 nM reduziert. Um zu kontrollieren, ob dieses
Stimulationsmuster experimentell erzeugt werden kann, wurden HEK-gp80 Zellen mit IL-6 stimuliert.

Nach 6 min wurde das Medium entfernt und durch IL-6-freies Medium ersetzt. Die zu den angegebe-
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nen Zeitpunkten entnommenen Uberstinde wurden in einem IL-6 ELISA analysiert (Abb. 4.24 B). Die
Stimulation mit IL-6 erzeugt eine konstante IL-6 Konzentration im Medium. Es kommt zu keiner signi-
fikanten Reduktion der IL-6 Konzentration, die zum Beispiel durch Internalisierung IL-6 bindender
Rezeptorkomplexe erklarbar ware. Nach dem Abwaschen des Stimulus ist im Medium kein IL-6 mehr

nachzuweisen.

Es ist demnach moglich in Zellkulturexperimenten pulsférmige Stimulationen durchzufiihren, die

dem theoretischen Modelleingang entsprechen.
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Abb. 4.24 Kontrolle der pulsférmigen Stimulation (A) Theoretischer Modelleingang. 0,95 nM IL-6 entsprechen
200 U/ml. (B) HEK-gp80 Zellen wurden mit IL-6 (200 U/ml) stimuliert und der Uberstand der Zellen zu den an-
gegebenen Zeitpunkten abgenommen. Die Analyse der Uberstinde erfolgte mittels eines IL-6 ELISAs. Darge-
stellt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus n =3 Experimenten. Die jeweils hochste OD450 zu einem
Messpunkt wurde auf 100 normiert.

4.2.6.1. Analyse der Dynamik der Bindung von IL-6 an den Rezeptorkomplex

Zundchst wurde untersucht, wie viel IL-6 bei einem 6-minutigen Puls an den Rezeptorkomplex auf
der Zelloberflache bindet. Dieses Experiment gibt Aufschluss dariiber, wie schnell die Rezeptoren IL-6
binden und ob sie nach dem Abwaschen des Stimulus noch weiter mit dem Zytokin assoziiert sind

(Abb. 4.25).

HEK-gp80 Zellen wurden mit einem 6-minditigen IL-6 Puls (200 U/ml) stimuliert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurden die Zellen mit eiskaltem PBS von den Zellkulturschalen gelést. Nach einem Zen-
trifugationsschritt wurden die Zellen lysiert. In den Lysaten befand sich nun das an die Oberflache der
Zellen gebundene IL-6. Um die unspezifische Bindung von IL-6 an die Plastikoberflache zu quantifizie-
ren, wurden parallel Zellkulturschalen ohne Zellen mit IL-6 inkubiert (Kontrollschalen). Zu den ange-
gebenen Zeitpunkten wurden die Kontrollschalen mit PBS gespiilt. Das PBS enthielt nun das an die
Plastikoberflache der Zellkulturschalen gebundene IL-6. Die Quantifizierung des IL-6 erfolgte mit ei-
nem IL-6 ELISA. Die IL-6 Konzentration in den Zelllysaten wurde um die unspezifische Bindung von

IL-6 an die Plastikoberflache der Zellkulturschalen korrigiert und anschlieRend auf die Anzahl der
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eingesetzten Zellen bezogen. Als zweite Kontrolle wurde die unspezifische Bindung von IL-6 an die
Zellmembran untersucht, indem das gleiche Experiment mit HEK Zellen durchgefiihrt wurde. Diese
Zellen exprimieren gp80 nicht (siehe Abb. 4.14 A). Da die Bindung von IL-6 an gp80 essentiell fiir die
Assoziation von IL-6 mit gp130 ist (17) sollte IL-6 nicht an HEK Zellen binden. Die hellen Quadrate in
Abb. 4.25 zeigen, dass HEK Zellen erwartungsgemal kein IL-6 binden. Die im Folgenden beschriebene
Interaktion von IL-6 mit HEK-gp80 Zellen ist demnach nicht auf eine unspezifische Interaktion von IL-6

mit der Zellmembran zurick zu fuhren.

Das von HEK-gp80 Zellen gebundene IL-6 steigt bis zum Pulsende (t = 6 min) an (Abb. 4.25, dunkle
Diamanten). Nach 6 min binden 3,5 nM IL-6 an die Rezeptorkomplexe. Somit (ibersteigt das gebun-
dene IL-6 die gp130 Konzentration um 30 %, liegt jedoch deutlich unter der gp80 Konzentration von
266 nM (siehe Tab. 4.2 in Kapitel 4.2.5.2). Nach dem Abwaschen des Stimulus sinkt die Konzentration
des gebundenen IL-6 innerhalb einer Minute auf 1,6 nM und nimmt bis zum Ende des Experiments
langsam bis auf 0,5 nM ab. Obwohl im Medium nach Abwaschen des Stimulus kein IL-6 mehr nach-

zuweisen ist (siehe Abb. 4.24), sind demnach noch ca. 20% der Rezeptoren mit IL-6 assoziiert.
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Abb. 4.25 Bindung von IL-6 an den Rezeptorkomplex aus gp80 und gp130 HEK Zellen (helle Quadrate) und
HEK-gp80 Zellen (dunkle Diamanten) wurden unter standardisierten Bedingungen kultiviert, gehungert, mit
einem 6-mindtigen IL-6 Puls (200 U/ml, schwarzes Dreieck) stimuliert und zu den angegebenen Zeitpunkten in
eiskaltem PBS geerntet. Nach einem Zentrifugationsschritt wurden die Zellen lysiert und die Lysate in einem
IL-6 ELISA analysiert. Dargestellt sind Mittelwerte aus je n = 3 unabhangigen Experimenten. Abbildung: (167)
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4.2.6.2. Analyse der Dynamik der Phosphorylierung von Jakl, STAT3 und SHP2

Die Analyse der Dynamik der Phosphorylierung von Jakl, STAT3 und SHP2 bei einem 6-minitigen IL-6
Puls erfolgte mittels quantitativen Western Blots. Eine minutengenaue Analyse der Phosphorylierung
wurde durch das Einfrieren der Zellen in fllissigem Stickstoff und anschlieBende Lyse gewahrleistet.

Um Fehler durch unzureichendes Strippen der Membranen auszuschlieBen, wurde als Ladungskon-
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trolle HSP70 (bzw. STAT3 bei der Detektion von (p)Jakl) gefarbt. Abb. 4.17 und 4.18 zeigen, dass die

Konzentration von Jakl, STAT3 und SHP2 (iber den Stimulationszeitraum konstant ist.

Abb. 4.26 zeigt die IL-6-induzierte Phosphorylierung von Jakl. In den ersten 6 min der Stimulation
steigt der Grad der Jakl Phosphorylierung langsam an und erreicht nach 7 min ein Plateau. Die Stan-
dardabweichung wird nach dem Mediumwechsel zum Zeitpunkt t = 6 min groRer (Abb.4.24 B). Dieses
Phdanomen zeigt, dass das Abwaschen des Mediums eine Stérung der Signaltransduktion darstellt, die

moglichst kurz und reproduzierbar durchgefiihrt werden muss.
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Abb. 4.26 Dynamik der Phosphorylierung von Jak1 (A) HEK-gp80 Zellen wurden unter standardisierten Bedin-
gungen kultiviert, gehungert und mit einem 6-miniitigen IL-6 Puls (0,98 nM) stimuliert und zu den angegebenen
Zeitpunkten lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, randomisiertem quantitati-
vem Western Blot und anschlieRender Immundetektion. Die Farbung erfolgte mit spezifischen Antikdrpern
gegen (p)Jakl und STAT3. Die Farbung von STAT3 dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein reprdsentatives
Experiment aus n = 10 Experimenten. (B) Densitometrische Analyse. Dargestellt ist der Mittelwert aus n =10
Experimenten + Standardabweichung. Das schwarze Dreieck markiert das Ende des IL-6 Pulses. Abbildung:
(167)

Die Analyse der Dynamik der Phosphorylierung von STAT3 und SHP2 wurde analog zu den fiir Jakl
beschriebenen Experimenten durchgefiihrt. Zuséatzlich wurde die relative Phosphorylierung basie-
rend auf Tabelle 4.2 (siehe Kapitel 4.2.5.2) in absolute Konzentrationen umgerechnet. Die Konzentra-
tion phosphorylierter STAT3 Molekiile (Abb. 4.27) steigt in den ersten 2 min der Stimulation mit IL-6
steil auf ca. 100 nM an. In den nachsten fiinf Minuten ist der Anstieg der Phosphorylierung geringer.
Nach sieben Minuten wird ein Plateau bei ca. 200 nM phosphoryliertem STAT3 erreicht. STAT3 ist zu
diesen Zeitpunkten nahezu vollstindig phosphoryliert und wird in den letzten 9 min des Experimen-

tes trotz pulsférmiger Stimulation nicht dephosphoryliert. Die Konzentration phosphorylierter SHP2
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Molekdile steigt in den ersten sieben Minuten nach Stimulation an und erreicht dann ein Plateau bei

ca. 125 nM (Abb. 4.28).

A
t[min] 12 5 2 8 - 15 11 3 13 9 4 7 1 10 14 6
i —— S W — W — — W e e | 4 (p)STAT3
— —— — I — — - —— T - = w—|d4HSP70
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B
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Abb. 4.27 Dynamik der Phosphorylierung von STAT3 (A) HEK-gp80 Zellen wurden unter standardisierten Be-
dingungen kultiviert, gehungert, mit einem 6 mindtigen IL-6 Puls (200 U/ml) stimuliert und zu den angegebe-
nen Zeitpunkten lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, randomisiertem quanti-
tativem Western Blot und anschlieRender Immundetektion. Die Farbung erfolgte mit spezifischen Antikérpern
gegen (p)STAT3 und HSP70. Die Farbung von HSP70 dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein reprasentatives
Experiment aus n =5 Experimenten. (B) Densitometrische Analyse. Dargestellt ist der Mittelwert aus n =5 Ex-
perimenten * Standardabweichung. Das schwarze Dreieck markiert das Ende des IL-6 Pulses Abbildung: (167)
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Abb. 4.28 Dynamik der Phosphorylierung von SHP2 (A) HEK-gp80 Zellen wurden unter standardisierten Bedin-
gungen kultiviert, gehungert und mit einem 6 mindtigen IL-6 Puls (200 U/ml) stimuliert und zu den angegebe-
nen Zeitpunkten lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, randomisiertem quanti-
tativem Western Blot und anschlieBender Immundetektion. Die Farbung erfolgte mit spezifischen Antikérpern
gegen (p)SHP2 und HSP70. Die Farbung von HSP70 dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein reprasentatives
Experiment aus n =5 Experimenten. (B) Densitometrische Analyse: Dargestellt ist der Mittelwert aus n =5 Ex-
perimenten + Standardabweichung. Das schwarze Dreieck markiert das Ende des IL-6 Pulses Abbildung: (167)
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Interessanterweise unterscheidet sich die Dynamik der Phosphorylierung von Jakl, STAT3 und SHP2
deutlich. Wahrend die Phosphorylierung der STAT3 Kinase Jakl nur sehr langsam ansteigt, nimmt die
Phosphorylierung von STAT3 in den ersten Minuten nach Stimulation mit IL-6 fast exponentiell zu
(vergleiche Abb. 4.26 und 4.27). Es ist moglich, dass ein verstarkender Mechanismus die schnelle
STAT3 Phosphorylierung fordert. Die Phosphorylierung aller drei Proteine erreicht ca. 1 min nach
Ende des Pulses ein Plateau. Die quantitative Auswertung zeigt jedoch, dass sich diese Plateaus un-
terscheiden. STAT3 wird nahezu vollstandig phosphoryliert, so dass das Erreichen des Plateaus durch
die Phosphorylierung aller STAT3 Molekile zu erklaren sein konnte. Im Gegensatz zu STAT3 wird
SHP2 nur zu 60 % phosphoryliert obwohl die Konzentration beider Molekiile in der Zelle nahezu iden-

tisch ist (siehe Tab. 4.2, Kapitel 4.2.5.2)

Diese Beobachtungen verdeutlichen den Mehrwert quantitativer Daten und die Problematik diese
nichtlinearen Zusammenhange direkt interpretieren zu konnen. Die Komplexitdt der Dynamik der
Phosphorylierungen in der frithen IL-6-induzierten Signaltransduktion zeigt daher bereits die Not-

wendigkeit der mathematischen Modellierung in der Molekularbiologie.

4.2.7. Analyse der Phosphorylierung von SHP2 und STAT3 in Einzelzellen

Die bisher beschriebenen Phosphorylierungskinetiken wurden mittels Western Blot und Immunde-
tektion ermittelt. Da in Western Blots ein Pool von Zellen untersucht wird, geht die Information tiber
das Verhalten einzelner Zellen verloren. Es ist somit unklar, ob alle Zellen in einem Experiment ho-
mogen auf einen Stimulus reagieren oder ob einzelne Zellpopulationen unterschiedliche Antworten
zeigen. Um die in Kapitel 4.2.6.2 beschriebenen Ergebnisse richtig zu interpretieren und als Grundla-
ge fur die mathematische Modellierung nutzen zu kdnnen, missen diese beiden Szenarien unter-
schieden werden. Daher wurde die Phosphorylierung von STAT3 und SHP2 in Einzelzellen mittels

intrazelluldren FACS Analysen charakterisiert.

HEK-gp80 Zellen wurden mit einem 6-mindtigem Puls IL-6 (200 U/ml) stimuliert und zu den angege-
benen Zeitpunkten mit 2 % Paraformaldehyd fixiert, mit 90 % Methanol permeabilisiert und mit
phosphorylierungsspezifischen Antikorpern gefarbt. Die spezifischen Antikorper gegen (p)lakl er-
moglichten keine Farbung des nativen Proteins mittels FACS (Daten nicht abgebildet), so dass nur die
Phosphorylierung von STAT3 und SHP2 analysiert wurde. In Abbildung 4.29 A und B entspricht die
Fluoreszenzintensitat (x-Achse) der Starke der Phosphorylierung von STAT3 respektive SHP2. Auf der
y-Achse sind zur besseren Vergleichbarkeit die Ergebnisse von vier FACS Messungen (bereinander
dargestellt (t =0, 5, 10, 15 min). Die Hintergrundfluoreszenz unstimulierter Zellen (t = 0 min) ist durch
eine gepunktete Linie dargestellt. Die Daten zeigen eine sehr homogene Phosphorylierung von STAT3
und SHP2. Die Phosphorylierung beider Molekiile steigt innerhalb der ersten 5 min nach Stimulation
an (vergleiche Maxima der gestrichelten Linie und der untersten schwarzen Linie). Nach zehn Minu-
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ten erreicht die Konzentration phosphorylierter STAT3 bzw. SHP2 Molekiile ein Plateau (vergleiche

Maxima der drei schwarzen Linien).

Die im FACS gewonnenen Ergebnisse stimmen somit quantitativ mit den Ergebnissen der Western
Blot Analysen Uberein. Zusatzlich zeigen sie, dass die pulsférmige Stimulation von HEK-gp80 Zellen

mit IL-6 eine homogene Phosphorylierung von STAT3 und SHP2 auslost.

Bei intrazelluldaren FACS Analysen ist es nicht moglich zu kontrollieren, ob die Permeabilisierung der
Zellmembran und der Kernmembran vollstandig ist und ob in der fixierten Zelle alle Epitope fir die
Detektionsantikérper frei zuganglich sind. Daher ist keine absolute Quantifizierung intrazellularer
Proteine mittels FACS (z.B. mit QuantiBRITE beads, siehe Abb. 4.21) moglich. Die Ergebnisse aus den
guantitativen Western Blots und die intrazellularen FACS Analysen ergdnzen sich daher. Wahrend im
Western Blot mittels Kalibratoren die absolute Quantifizierung der Signaltransduktionsereignisse
erfolgt, bietet die intrazelluldre FACS Analyse die Mdglichkeit die Homogenitat der Zellantwort zu
Uberprifen. Fir die systembiologische Analyse der Kinetiken sind beide Aussagen essentiell und

miussen daher parallel untersucht werden.

A B
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- 10
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Abb. 4.29 Intrazelluldre FACS Analyse von (p)STAT3 und (p)SHP2 HEK-gp80 Zellen wurden unter standardisier-
ten Bedingungen kultiviert, gehungert und mit einem 6 minutigen IL-6 Puls (200 U/ml) stimuliert, zu den ange-
gebenen Zeitpunkten in 2 % Paraformaldehyd fixiert, mit 90 % Methanol permeabilisiert und mit spezifischen
Antikorpern gegen (A) (p)STAT3 und (B) (p)SHP2 gefarbt. Als Kontrolle (gestrichelte Linie) dienten ungeférbte
Zellen. Die gepunktete Linie markiert den Median der Fluoreszenz unstimulierter Zellen. Dargestellt ist ein
reprasentatives Ergebnis aus n = 3 Experimenten.

4.2.8. Zusammensetzung der Modellausgidnge

Um die komplexen Zusammenhadnge zwischen der Interaktion von IL-6 und dem Rezeptorkomplex
und der anschlieRenden Phosphorylierung von Jakl, STAT3 und SHP2 zu verstehen, wurde Experi-
mentsatz | als Grundlage fiir die Parametrisierung des in Kapitel 4.2.3 vorgestellte Modells M° ge-

nutzt. Die Messdaten entsprechen jedoch nicht immer einer einzigen Modellspezies, sondern z.B. der
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zu einem Modellausgang zusammengefassten Summe mehrerer Modellspezies. Zur Erlauterung wird

im Folgenden dargestellt, welchen Modellausgéngen die Messdaten entsprechen (Abb. 4.30).

Modellausgang y; entspricht der Veranderung der Modellspezies pSHP2 (iber die Zeit und damit
direkt der Kinetik der Phosphorylierung von SHP2 (Abb.4.28), da in M° keine Komplexe mit phospho-

rylierter SHP2 vorliegen.

Modellausgang y, entspricht der Verdnderung der Modellspezies actSTAT Ulber die Zeit. ActSTAT
beschreibt phosphoryliertes dimerisiertes STAT3. Da die Experimente unter denaturierenden Bedin-
gungen durchgefiihrt wurden, entspricht die Kinetik der Phosphorylierung von STAT3 (Abb. 4.27)
phosphoryliertem, monomerem STAT3. Damit der Modellausgang diese experimentell generierten

Daten wiederspiegelt, muss er demnach mit dem Faktor 2 multipliziert werden.

Modellausgang y3 entspricht der Verdnderung aller IL-6 bindender Rezeptorkomplexe lber die Zeit.
Durch den IL-6 ELISA (Abb. 4.25) wird die Bindung von IL-6 unabhangig von der Dimerisierung des
Rezeptorkomplexes bestimmt. Da der Rezeptorkomplex R im Modell immer Rezeptordimere abbildet
(vergleiche Modellierungsannahme (5) in Kapitel 4.2.3), muss der Modellausgang mit dem Faktor 2

multipliziert werden, um den experimentellen Daten zu entsprechen.

Modellausgang y, beschreibt die Veranderung aktiver, dimerer Rezeptorkomplexe (actR) uber die
Zeit. Die Aktivierung der Rezeptorkomplexe wird durch die Phosphorylierung von Jakl reprasentiert
(siehe Abb. 4.19). Da die Experimente jedoch unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt
wurden, entspricht die Kinetik der Phosphorylierung von Jakl (Abb. 4.26) phosphoryliertem, mono-
merem actR. Damit der Modellausgang die experimentellen Daten wiederspiegelt, muss er demnach
mit dem Faktor 2 multipliziert werden. Da keine absolute Quantifizierung der Phosphorylierung von
Jak1 erfolgte, muss zusatzlich ein Skalierungsfaktor (scaleJak) eingefiihrt werden. Er ermoglicht die

Umrechnung von relativen biologischen Daten in absolute Konzentrationen bei der Modellierung.
o o
Yo: 2 -
Y- 2({ R_IL ‘ +‘ actR_IL J + ‘ R_IL_-J +

aclR_IL_- ’+ actR_IL_- ’)

Yy: 2*scaIeJak(‘ — J+‘ o i |+

actR_IL_-] + | acr [SHER ’ + aclR_- ’+ actR_IL_.I )

Abb. 4.30 Zusammenhang zwischen Modellausgdangen und biologischen Messungen. y; entspricht der Mes-
sung von phosphorylierter SHP2, y,der Messung von phosphoryliertem STAT3, y; der Analyse der Bindung von

IL-6 an Rezeptorkomplexe und v, der Messung von phosphoryliertem Jakl. Reproduziert mit Erlaubnis von
Tom Quaiser. Abbildung: (167)
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4.2.9. Modellmodifikation: M° bis M*

Im Folgenden wurde Modell M° mit Hilfe der identifizierbarkeitsbasierten Modellmodifikation (163)
angepasst, um ein identifizierbares Modell der friihen IL-6-induzierten Signaltransduktion zu entwi-

ckeln. Basierend auf dem Ausgangsmodell M° und Experimentsatz | wird ein Zyklus aus
A) Parameterschatzung,

B) Analyse der Giite des Fits des Modells (y2 — Wert) und der statistischen Analyse des y2 —

Wertes,
C) Analyse der Identifizierbarkeit und
D) identifizierbarkeitsbasierter Modellreduktion

beschrieben. Der Zyklus wird abgebrochen wenn das Endmodell identifizierbar ist oder zur Anpas-

sung des Endmodells weitere biologische Daten gewonnen werden missen.

Bei der Parameterschatzung (A) werden 10° Parameterschitzungen von unterschiedlichen Startpunk-
ten durchgefiihrt. Um eine moglichst gleichmallige Abdeckung des Parameterraums zu erreichen,
werden die Parameterstartwerte aus einem durch Parameterschranken begrenzten Raum mit Latin
Hypercube Sampling verteilt. Um fir biochemische Reaktionen realistische Parameterwerte zu erhal-
ten, wurden p; X 107> > p; X 10° als Intervallgrenzen fiir die Parameterschranken gewihlt, wo-
bei fir Reaktionen erster Ordnung p; = 0,1 und fiir Reaktionen zweiter Ordnung p; = 0,001 gilt
(167). Aus den so bestimmten Parametersatzen wird der Parametersatz fir die weitere Analyse aus-

gewahlt, mit dem das Modell die experimentellen Daten am besten wiedergibt.

Die Gite des Fits (B) wird Uber den y2 — Wert analysiert. Je kleiner der y2 — Wert, desto geringer ist
die gewichtete Fehlerquadratsumme und somit der Abstand zwischen den Modellausgangen y; — y,
und den experimentellen Daten. Um den y2 —Wert objektiv zu beurteilen, wurde mittels eines y2-
Tests ermittelt, ob ein Modell verworfen werden muss (Verwerfung eines Modells bei p < 0,01). Bei
einem zu verwerfenden Modell ist der y2 — Wert und somit der Abstand zwischen den Modellaus-
gangen und den experimentellen Daten nicht normalverteilt. Da das Modell die Daten nicht wieder-

geben kann, muss es modifiziert werden.

Wenn ein Modell nicht aufgrund der Giite des Fits verworfen werden kann, wird in Schritt (C) die
Identifizierbarkeit der Parameter analysiert. Finden sich nicht identifizierbare Parameter so beginnt
die Modellmodifikation bei dem am wenigsten identifizierbaren Parameter. Dies entspricht Modell-

modifikationsschritt (D).

Ausgehend von dem modifizierten Modell wird der Zyklus mit einer neuen Parameterschatzung be-

ginnend erneut durchlaufen.
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Tab. 4.3 fasst die Modellmodifikation von Modell M° zu M* zusammen. Die Spalte "Modelltheoreti-
sche Grundlage fiir die Modellanpassung" beschreibt das Ergebnis der Analyse der Giite des Fits (B)
und der Identifizierbarkeitsanalyse (D). Basierend auf den in (B) bzw. (D) hervorgehobenen Schwa-
chen des Modells erfolgte die in Spalte vier beschriebene Modellanpassung. Zur Generierung von
Modell M* wurde der Zyklus (A-B-C-D) viermal durchlaufen. Die Ergebnisse der Analyse werden im

Folgenden beschrieben.
Tab. 4.3 Ubersicht iiber die Modellmodifikation: M° bis M*

Modell x2 Modelltheoretische Grundla- | Modellanpassung Darstellung
Wert | ge fiir die Modellanpassung

m° 84,6 Gute des Fits nicht ausrei- Erweiterung um gp80 Abb. 4.32
chend (p £0,01)

m* 51,8 11 Parameter des Modells ,Basale Parameter” = ,,Indu- Abb. 4.33
nicht identifizierbar zierte Parameter”

m? 57,36 Parameter kb3, kf4, kf7 errei- Reduktion um SHP2_actR Abb. 4.34
chen Parameterschranken Komplexe

Dimerisierung von STAT3

w3 56,11 Parameter kf2 und kf6 nicht Reduktion um SHP2_R Kom- Abb. 4.35
identifizierbar plexe

Reduktion um Inaktivierung

von IL_actR
m* 55,36 Parameter kf1, kf9 und K3new | Optimales experimentelles Abb. 4.36
nicht identifizierbar Design

4291 M’°>Mm!

Basierend auf Experimentsatz | wurden 10* Parameterschatzungen fiir Modell M° durchgefiihrt. Ana-
lyseschritt (B) ergab, dass Modell M°, auch mit dem besten Parametersatz, die Daten nicht addquat
wiedergeben kann. Es muss basierend auf dem y2-Test (p = 0,0022) verworfen werden. Die Analyse
der Modellausgange zeigte, dass Modellausgang ys, also die Bindung von IL an R, nicht die experi-
mentell bestimmte maximale Bindung von IL-6 an die Rezeptorkomplexe (siehe Abb. 4.25) darstellen

kann (Abb. 4.31).
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Abb. 4.31 Vergleich des Modellausgangs y3(M°) mit experimentellen Daten Die schwarze Linie entspricht
Modellausgang y; die Punkte entsprechen den Messdaten (siehe Abb. 4.25). Reproduziert mit Erlaubnis von
Tom Quaiser. Abbildung: (167)

Um diese Schwiche des Modells zu korrigieren, wurde M° zunachst um die Spezies gp80 erweitert
(Abb. 4.32). Die Reaktionen um gp80 umfassen die Bindung von IL-6 (IL) an gp80 und die anschlie-
Rende Assoziation des gp80_IL Komplexes mit der neuen Spezies gp130 zu R_IL. In Folge dieser Asso-
ziation wird R_IL aktiviert (actR_IL). Weiterhin binden alle Komplexe, die gp130 enthalten, nun
gp80_|IL statt IL. Da HEK-gp80 Zellen deutlich mehr gp80 als gp130 exprimieren (siehe Tabelle 4.2. in
Kapitel 4.2.5.2), ermoglicht die Spezies gp80 im Modell die Bindung von mehr IL-6 und somit ein ho-

heres Maximum des Modellausgangs ys.

Die Bindung von IL-6 an gp80 ist somit essentiell fiir die Dynamik der frihen IL-6-induzierten Signal-

transduktion. Das resultierende Modell ist M™.
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Abb. 4.32 Modellmodifikation M° zu M* Der gestrichelte Kreis markiert die neue Spezies gp130. Der gelbe Kreis
markiert die Assoziation von IL-6 und gp80. Reproduziert mit Erlaubnis von Tom Quaiser. Abbildung: (167)

4.2.9.2. M'>Mm?

Der beste Fit von Modell M* hat einen x2-Wert von 51,8, daher kann M* nicht aufgrund der Glte des
Fits verworfen werden. Die Untersuchung der Identifizierbarkeit (C), ergab jedoch, dass in M* 11 Pa-
rameter nicht identifizierbar sind. Um das Modell drastisch zu vereinfachen, wurde angenommen,
dass sich die Parameterwerte fiir die Bindung und anschlieBende Phosphorylierung von STAT3 bzw.
SHP2 an IL-6 freie, aktive Rezeptorkomplexe (actgp130, oranger Kreis in Abb. 4.33) und IL-6 gebun-
dene, aktive Rezeptoren (actR, blauer Kreis in Abb. 4.33) nicht unterscheiden. Des Weiteren wurde
angenommen, dass die Parameterwerte fiir die Inaktivierung von actgp130 und actR durch SHP2

gleich sind. Das resultierende Modell ist M.
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gp80_IL

actGp130_STAT

Abb. 4.33 Modellmodifikation M" zu M Die Parameter in der orange markierten Halfte des Modells entspre-
chen in M’ den korrespondierenden Parametern in der blau markierten Hilfte des Modells. Reproduziert mit
Erlaubnis von Tom Quaiser. Abbildung: (167)

4293. M*>M

Der beste Fit von Modell M* hat zwar einen etwas hoheren y2 Wert als Modell M* (y2-Wert 57,22 im
Vergleich zu 51,8), konnte jedoch in Analyseschritt (B) nicht verworfen werden. Die Analyse der Pa-
rameter zeigte, dass die Parameter kb3, kf4 und kf7 an die fir die Parameterschatzung gesetzten
Intervallschranken stoflen und somit nicht bestimmbar sind. Vereinfacht sind diese Reaktionen zu

schnell, um mit einem realistischen kinetischen Parameter beschrieben zu werden.

Parameter kb3 und kf4 beschreiben die Interaktion von SHP2 mit den aktivierten Rezeptorspezies
actGp130 und actR sowie die anschlieRende Phosphorylierung von SHP2. Da diese Reaktionen offen-
sichtlich sehr schnell sind, wurden sie in Modell M? drastisch vereinfacht. Die Spezies actGp130 und
actR induzieren nun die Phosphorylierung von SHP2 in einer modifizierten Reaktion erster Ordnung,
bei der die Reaktion nur von der Konzentration von SHP2 abhadngt und kein Komplex gebildet wird
(siehe rote 1 in Abb. 4.34). Die Inaktivierung des Rezeptors basiert weiterhin auf der Komplexbildung

zwischen SHP2 und den aktivierten Rezeptorspezies (siehe rote 2 in Abb. 4.34).
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Der dritte an die Parameterschranken stoRende Parameter kf7 beschreibt die Phosphorylierung von
STAT3. Bereits die Betrachtung der langsam steigenden Phosphorylierung von Jakl im Vergleich zu
der nahezu exponentiell wachsenden STAT3 Phosphorylierung deutete auf die Notwendigkeit eines
verstiarkenden Mechanismus hin (vergleiche Abb. 4.26 und 4.27). In M° bis M* wurden sowohl die
Rezeptoren, als auch STAT3 als vorgeformte Dimere abgebildet (siehe Modellannahme (5), Kapitel
4.2.3). Um den verstirkenden Mechanismus abzubilden wurde in M? die Aktivierung von STAT3
komplexer dargestellt (siehe rote 3 in Abb. 4.34). Nach der Bindung eines monomeren STAT Faktors
an einen Rezeptor des dimeren Rezeptorkomplexes (actGP130 bzw. actR_IL) kann nun ein weiterer
STAT Faktor binden und phosphoryliert werden. Zwei phosphorylierte STAT Faktoren (actSTAT) disso-
zileren vom Rezeptorkomplex und ermoglichen die Aktivierung weiterer STAT Faktoren. Demnach
beschleunigt in M? die hohe Konzentration monomerer STAT Faktoren die Ausbildung von aktivier-
tem dimerem STAT und ermdglicht die Aktivierung einer groBen Anzahl von STATs durch wenige Re-

zeptoren.

Die Dimerisierung von STAT3 am Rezeptor ist somit essentiell fir die friihe Dynamik der IL-6-

induzierten Jak/STAT Signaltransduktion. Das resultierende Modell ist M>.

kb5 kf5
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gp80_IL
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ctGp130_STAT ::1 ctR_IL_STAT)
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Abb. 4.34 Modellmodifikation M” zu M> Rote Zahlen entsprechen den in Kapitel 4.2.9.3 beschriebenen Modifi-
kationen. Reproduziert mit Erlaubnis von Tom Quaiser. Abbildung: (167)
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4.29.4. M*>™m

Modell M? gab die Daten marginal besser wieder als M? (x2-Wert 56,11 im Vergleich zu 57,36). Die
Identifizierbarkeitsanalyse ergab jedoch, dass die Parameter kf2 und kf6 nicht identifizierbar sind. Die
Parameter kf2 und kf6 beschreiben die Rezeptor Aktivierung durch die Bindung von gp80_IL und die
Inaktivierung des IL-6-freien (actGP130) und des IL-6-bindenden (actR_IL) Rezeptors durch SHP2.

Zunachst wurden die IL-6-abhdngige Aktivierung des Rezeptorkomplexes und seine Inaktivierung
durch SHP2 modifiziert. Da phosphorylierte SHP2 vom Rezeptorkomplex dissoziiert (siehe Kapitel
4.2.3), kann die Phosphatase den gp80_IL-bindenden Rezeptor nicht mehr inaktivieren. In M* wurde
angenommen, dass die gp80_IL-bindenden Rezeptoren mit groRerer Wahrscheinlichkeit SHP2 phos-
phorylieren, als selbst von SHP2 inaktiviert zu werden. Folglich kann die Inaktivierung des Zytokin-
bindenden Rezeptors durch SHP2 aus dem Modell entfernt werden (siehe rote 1 in Abb. 4.35). Diese
Annahme stimmt mit den Ergebnissen von Yamada et al. (57) Uberein, die zeigen, dass die Inaktivie-

rung aktivierter Rezeptoren bei kontinuierlicher Stimulation nicht abhangig von SHP2 ist.

Es wurde jedoch beibehalten, dass SHP2 den IL-6-freien Rezeptor (actGP130), im Gegensatz zum IL-6-
bindenen Rezeptor (actR_IL), inaktivieren kann (siehe rote 2 in Abb.4.35). Diese Reaktion wurde zu
einer modifizierten Reaktion erster Ordnung verandert, um die Anzahl der Parameter zu reduzieren.

Das resultierende Model ist M*.

Zusammenfassend haben die Modellmodifikationen M° zu M* die Rolle von SHP2 in der IL-6-
induzierten Signaltransduktion genauer definiert. Wenn der Rezeptor IL-6 bindet (actR_IL), phospho-
ryliert er SHP2, so dass SHP2 vom Rezeptor dissoziiert und nicht mehr als Rezeptorphosphatase fun-
giert. Nach Abwaschen des Zytokins kann SHP2 den aktiven IL-6-freien Rezeptor (actGp130) de-
phosphorylieren. Des Weiteren wurden die Bedeutung der Assoziation von IL-6 mit gp80 und die
Bedeutzung der Dimerisierung von STAT3 am Rezeptor fir die Dynamik der friihen IL-6-induzierten
Signaltransduktion hervorgehoben.

Der y2-Wert von M* verbesserte sich von 56,11 auf 55,36. Die Identifizierbarkeitsanalyse von m*

zeigte jedoch weitere nicht identifizierbare Parameter (k1, k3new und kf9) auf. Da keine weiteren
Modellreduktionen mdglich sind, war es notwendig neue experimentelle Daten zu generieren, um
ein vollstandig identifizierbares Modell zu erreichen. Die Auswahl der Experimente mittels compu-

tergestltztem optimalen experimentellen Design (OED) wird im nachsten Kapitel beschrieben.
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Abb. 4.35 Anpassung und Reduktion von Modell M*> zu M*. Rote Zahlen beschreiben die Kapitel. 4.2.9.4 be-
schriebenen Modifikationen des Modells. Reproduziert mit Erlaubnis von Tom Quaiser. Abbildung: (167)

4.2.10. Computergestiitztes, optimales experimentelles Design

Mit Hilfe von OED werden Experimente entworfen, die moglichst viele Informationen fir die weitere
Modellidentifizierung liefern (siehe [14] zur Ubersicht). Hierzu werden zunichst Design-Variablen
definiert. Diese beschreiben experimentelle Parameter (z.B. Stimulationsmuster oder Zytokinkon-
zentrationen), die variiert werden kénnen. Im Anschluss werden alle Kombinationen der Design-
Variablen gebildet und die Kombination mit dem gréRten Informationsgehalt gewahlt. Als Kriterium
fir den Informationsgehalt dient der D-Wert. Der D-Wert ist das Produkt der Eigenwerte der Para-
meter. Da nicht identifizierbare Parameter durch sehr kleine Eigenwerte nahe 0 charakterisiert wer-
den, ist ein grofRer D-Wert ein Zeichen vieler identifizierbarer Parameter. Die Kombination der De-
sign-Variablen, die den hochsten D-Wert ergibt, bietet daher die meisten Informationen zur Modell-

identifizierung.

In M* sind die Parameter k1, k3new und k9 nicht identifizierbar. Wie der Ausschnitt aus M* in Abb.
4.36 A zeigt, beschreiben diese Parameter die Aktivierung des Rezeptors ohne IL-6 (k9), die Reassso-

ziation von gp80_IL mit dem IL-6 freien aktiven Rezeptor (k1) und die Dephosphorylierung des IL-6-

97



Ergebnisse

freien Rezeptors durch SHP2 (k3new). Da die Funktion von SHP2 im Fokus des Modells steht und
k3new durch die bisherigen Experimente nicht identifizierbar ist, wurde als erste Design-Variable der
knockdown von SHP2 mit siRNA gewdhlt. Weiterhin wurden die Dauer des IL-6 Pulses und die IL-6
Konzentration als Design Variablen definiert. Wahrend es fir die Pulsdauer (1 - 15 min) und die IL-6
Konzentration (0,001 - 0,95 nM) moglich ist Zeitintervalle bzw. Konzentrationen zu definieren, ist es
nicht moglich die Effizienz eines Knockdowns vor dem Experiment genau zu definieren. Daher wurde
ein OED gesucht, welches fiir verschiedene knockdown Effizienzen den hochsten D-Wert ergibt. Es
wurden daher parallel 5 OED Analysen durchgefiihrt, wobei jede Analyse eine SHP2 knockdown Effi-
zienz zwischen 20 und 80 % als Design Variable beinhaltet. Abb. 4.36 B zeigt exemplarisch das Ergeb-
nis des OED fiir eine knockdown Effizienz von 50 %. Bei dieser Effizienz liefert ein 3—mindtiger Puls (x-
Achse) mit 0,95 nM (= 200 U/ml) IL-6 (z-Achse) den hochsten D-Wert (y-Achse) und damit den hochs-
ten Informationsgehalt. Interessanterweise ergab die Kombination aus kurzem Puls und hoher IL-6
Konzentration auch in Kombination mit den anderen SHP2 knockdown Effizienzen den hdchsten D-

Wert (Daten nicht abgebildet).

Basierend auf der computergestitzten OED Analyse wurde daher im Folgenden ein SHP2 knockdown

in Kombination mit einem 3-mindtigen Puls mit 200 U/ml IL-6 durchgeftihrt.

A B
-
H‘“‘u / / I".
[ \
k3new / k9 i . Aupso
k1

Abb. 4.36 OED (A) Ausschnitt aus M*, der die nicht identifizierbaren Parameter k1, k9 und k3new zeigt. (B)
Ergebnis des OED fir eine SHP2 knockdown Effizienz von 50 %. Reproduziert mit Erlaubnis von Tom Quaiser.
Abbildung B: (166)

4.2.11. Experimente basierend auf OED

Um die nicht identifizierbaren Parameter in M* zu charakterisieren, wurden die im OED ermittelten

Experimente durchgefiihrt. Sie werden im Folgenden als Experimentsatz Il bezeichnet.

HEK-gp80 Zellen wurden mit einem Plasmid, das eine siRNA gegen SHP2 kodiert, transfiziert. Als

Transfektionskontrolle wurden die Zellen mit einem Leervektor transfiziert. Um die Effizienz des
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knockdowns zu bestimmen, wurden die Lysate mittels Western Blot und anschliefender Immunde-
tektion analysiert. Die Farbung von HSP70 dient als Ladungskontrolle. Die Expression von SHP2 konn-
te in HEK-gp80 Zellen um 40 % reduziert werden (Abb. 4.37 A, Spur 3), wahrend die Expression des
Kontrollvektors zu keiner Reduktion der SHP2 Menge fihrt (Spur 2). Die Expression von STAT3 und
Jakl wird durch die Reduktion der SHP2 Expression nicht verringert. Um zu untersuchen, ob die
Transfektion die Oberflaichenexpression von gp130 beeinflusst, wurde die Oberflachenexpression
von gp130 mittels FACS Analyse untersucht. Die Expression von siRNA gegen SHP2 fiihrt zu einer
7 %-igen Reduktion der gp130 Oberflachenexpression (Abb. 4.37 B, vergleiche schwarze Linie mit
grauer Flache). Die Startwerte fir die Parameterschitzung mit dem zweiten Parametersatz andern

sich demnach wie in Tab. 4.4 abgebildet.

Tab. 4.4 Veranderung der Startwerte nach SHP2 knockdown

Molekul Konzentration ohne Konzentration mit SHP2
SHP2 knockdown [nM] knockdown [nM]

siehe Tab. 4.2

SHP2 222 130
STAT3 216 216
gp130 (R) 2,66 2,48
A B
pSuper pSuper 100 - ™7 Kontrolle
Kt leer SHP2 —
[] pSupersHpP2
4 SHP2 . untransfiziert
S
« STAT3 N
H*
— — e | Jak1l
<4 HSP70
Spur 1 2 3 100 10t 102 108 104

PE-A

Abb. 4.37 Analyse der Startwerte nach SHP2 knockdown. HEK-gp80 Zellen wurden mit pSuper leer und
pSuperSHP2 transfiziert und unter standardisierten Bedingungen kultiviert und gehungert (A) Zelllysate wurden
mittels SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieBender Immundetektion analysiert. Die Farbung
erfolgte mit spezifischen Antikérpern gegen SHP2, STAT3, Jak und HSP70. Die Farbung von HSP70 dient als
Ladekontrolle. (B) Zellen wurden mit spezifischen Antikoérpern gegen gp130 gefarbt und mittels FACS analysiert.
Abbildung: (166)
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Basierend auf dem OED wurden die mit der SHP2 siRNA transfizierten HEK-gp80 Zellen mit einem 3-
minUtigen IL-6 Puls (200 U/ml) stimuliert. Analog zu den in Kapitel 4.2.6.1 und 4.2.6.2 beschriebenen
Experimenten wurde die Bindung von IL-6 an die Rezeptorkomplexe und die Phosphorylierung von
JAK1, STAT3 und SHP2 untersucht. In Abbildung 4.38 sind die Ergebnisse der ELISA und Western Blot
Analysen zusammengefasst. Da verschiedene siRNA Experimente trotz standardisierter Bedingungen
unterschiedliche SHP2 knockdown Effizienzen zeigen (Daten nicht abgebildet), ist eine Mittelwertbil-
dung liber verschiedene Experimente nicht moglich. In Abb. 4.38 sind daher die Ergebnisse aus einem

Experiment abgebildet.

Die Bindung von IL-6 an die Rezeptorkomplexe ist im Vergleich zu Experimentsatz | leicht reduziert
(vergleiche Abb. 4.25 und Abb.4.38 A). Es ist jedoch zu bedenken, dass durch die Transfektion die
Oberflachenexpression von gp130 um ca. 10 % reduziert wird (siehe Tab. 4.4). Die Bindung von IL-6
sinkt mit dem Abwaschen des Signals schnell und liegt zum Zeitpunkt t = 6 min unter die Detektions-

grenze.

Der Grad der Phosphorylierung von Jakl (Abb. 4.38 B) erreicht zum Zeitpunkt t = 4 min ein Plateau.
Der Anstieg der Phosphorylierung in den ersten 3 min des Experimentes entspricht nahezu der initia-

len Steigung in Experimentsatz | (siehe Abb. 4.26).

Abb. 4.37 C und D zeigen die Dynamik der Phosphorylierung von STAT3 und SHP2. Die absolute
Quantifizierung von (p)STAT3 und (p)SHP2 in den SHP2 knockdown Zellen erfolgte mit Referenzlysa-
ten aus untransfizierten fir 6 min mit 200 U/ml IL-6 stimulierten HEK-gp80 Zellen (siehe Tab. 4.2 in
Kapitel 4.2.5.2). Es ist interessant, dass in SHP2 knockdown Zellen zum Zeitpunkt t =0 eine geringe
basale Phosphorylierung von STAT3 nachweisbar ist (Abb. 4.38 C). Ausgehend von diesem verander-
ten Startwert, steigt die Konzentration phosphorylierter STAT3 Molekdle in den drei Minuten des IL-6
Pulses auf ca. 60 nM. Nach vier Minuten wird eine Konzentration von ca. 100 nM phosphoryliertem
STAT3 erreicht. Dieser Wert entspricht ca. der Phosphorylierung von STAT3 in WT Zellen zum glei-
chen Zeitpunkt bei einem 6-minttigen Puls. Im Gegensatz zu Experimentsatz | steigt die Konzentra-
tion phosphorylierter STAT3 Molekiile in Experimentsatz Il jedoch nicht bis zum theoretisch mogli-

chen Maximum an, sondern erreicht nach 4 min ein Maximum bei ca. 50 % der STAT3 Konzentration.

Die Konzentration phosphorylierter SHP2 Molekiile ist in SHP2 knockdown Zellen deutlich reduziert
(Abb. 4.38 D). Sie steigt innerhalb von 8 Minuten langsam auf ca. 12 nM und entspricht damit nur ca.
10 % der Konzentration phosphorylierter SHP2 Molekile in WT HEK-gp80 Zellen (siehe Abb. 4.28).
Obwohl der knockdown von SHP2 die SHP2 Konzentration nur um 40 % reduziert, ist die Phosphory-

lierung von SHP2 somit drastisch beeinflusst.

Zusammenfassend zeigt Experimentsatz Il, dass der 40 % knockdown von SHP2 eine geringe basale

Phosphorylierung von STAT3 induziert. Trotzdem ist die IL-6-induzierte Phosphorylierung von STAT3
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zu den hier untersuchten Zeitpunkten nicht verstarkt, obwohl SHP2 als Negativregulator der IL-6-
induzierten Signaltransduktion angesehen wird. Die Phosphorylierung von SHP2 hingegen ist dras-
tisch reduziert. Die Bindung von IL-6 an den Rezeptor und die Dynamik der Phosphorylierung von

Jak1 und werden durch den SHP2 knockdown kaum verandert.
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Abb. 4.38 Experimentsatz Il HEK-gp80 Zellen wurden mit pSuperSHP2 transfiziert, unter standardisierten Be-
dingungen kultiviert, gehungert und fiir 3 min mit IL-6 (200 U/ml, schwarzes Dreieck) stimuliert. (A) Die Zellen
wurden zu den angegebenen Zeitpunkten in eiskaltem PBS geerntet. Nach einem Zentrifugationsschritt wurden
die Zellen lysiert und die Lysate in einem IL-6 ELISA analysiert. (B,C,D) Die Zellen wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese, randomisiertem quantitati-
vem Western Blot und anschlieBender Immundetektion. Die Farbung erfolgte mit spezifischen Antikérpern
gegen (p)Jak1l (B), (p)STAT3 (C) und (p)SHP2 (D). Als Ladekontrolle diente HSP70. Dargestellt ist die densitomet-
rische Analyse eines Experimentes. Abbildung: (167)

42.12. M*> W

Da der knockdown von SHP2 eine basale Phosphorylierung von STAT3 ausldst (Abb. 4.38 C), ist zu
erwarten, dass auch der in der Signaltransduktion oberhalb von STAT3 liegende Rezeptor zum Zeit-
punkt t = 0 min aktiv ist. Die Konzentration dieser Spezies (actGp130_0) musste daher mit dem Mo-
dell geschatzt werden. Damit die Summe der zu schatzenden Parameter und somit die Komplexitat
des Modells trotz dieses zusitzlichen Schatzwertes konstant bleibt, wurde Modell M* vereinfacht,
indem die Aktivierung von STAT3 in eine modifizierte Reaktion erster Ordnung umgewandelt wurde

(siehe Parameter k7 in Abb. 4.39). Das aus dieser Vereinfachung resultierende Modell ist M>.
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Abb. 4.39 Anpassung und Reduktion von Modell M* zu M°. Die Modifikationen sind in Kapitel 4.2.12 beschrie-
ben. Reproduziert mit Erlaubnis von Tom Quaiser. Abbildung: (167)

4.2.13. Modellmodifikation: M° bis M®

Um die in den ersten Zyklen der Modellmodifikation noch nicht identifizierten Parameter zu bestim-

men, wurde eine zweite identifizierbarkeitsbasierte Modellmodifikation mit M> als Ausgangsmodell

basierend auf Experimentsatz | und Il durchgefiihrt. Tab. 4.5 fasst die Modellentwicklung von Modell

M> zu M’ zusammen. Da Experimentsatz Il auf einem einzelnen Experiment basiert, wurde die Stan-

dardabweichung von Experimentsatz Il entsprechend der doppelten durchschnittlichen Standardab-

weichung von Experimentsatz | geschatzt.

Tab. 4.5 Ubersicht iiber die Modellmodifikation: M> bis M°

Modell x2 Modelltheoretische Grundla- | Modellanpassung Darstellung
Wert | ge fiir die Modellanpassung

m° 229,7 Gite des Fits nicht ausrei- SHP2 feedback Abb. 4.41
chend (p £0,01)

m° 151,9 Gite des Fits nicht ausrei- ,basale” Parameter # ,,indu- Abb. 4.41
chend (p £0,01) zierte” Parameter

M’ 139,8 Parameter actGp130_0, kf9, actGp130_0 =0, Entfernen Abb. 4.42
kb4, k4 und k20 und nicht von kf9, Fixieren von k4b, k20
identifizierbar und k1
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4.2.13.1. M°> M°

Der beste Fit von M® resultierte in einem x2-Wert von 229,7. Der anschlieRende y2-Test ergab, dass
Modell M® basierend auf der Giite des Fits zu verwerfen ist. Die Analyse der Modellausgénge zeigte,
dass M’ die groRe Differenz der Phosphorylierung von SHP2 in Experimentsatz | und Il (siehe Abb.
4.28 und 4.38 D) nicht wiedergeben kann. Abb. 4.40 zeigt exemplarisch die Abweichung zwischen
Modellausgang ys; und der Dynamik der Phosphorylierung von SHP2 in Experimentsatz I. Um die
Nichtlinearitat des Modells zu erhéhen, wurde in M® ein positiver feedback von phosphorylierter
SHP2 auf die Phosphorylierung von SHP2 eingefiihrt (siehe rote 1 in Abb. 4.41). Die Notwendigkeit
dieser Modifikation kdnnte in der Komplexitdt der Interaktion von SHP2 mit den Rezeptordimeren

begriindet sein, die nicht durch eine lineare Reaktion beschreibbar sind (siehe (50) zur Ubersicht).

Experimentsatz | @® Messpunkt

250 - --  Modellausgang

- b
Hm

(P)SHP2 [nM]

Abb.4.40 Vergleich des Modellausgangs y3(M5) mit Experimentsatz | Die gestrichelte Linie entspricht dem
Modellausgang y; die Punkte entsprechen der Kinetik Phosphorylierung von SHP2 in Experimentsatz | (siehe
Abb. 4.28). Verandert mit Erlaubnis von Tom Quaiser. Abbildung: (167)

4.2.13.2. M®*> M’

Obwohl Modell M° die Daten deutlich besser darstellt als Modell M® (y2-Wert von 151,9 in Vergleich
zu 259,7), musste es aufgrund der Gute des Fits verworfen werden. Um die Flexibilitdt des Modells zu
vergroRern, wurde angenommen, dass sich die Parameterwerte fiir die Phosphorylierung von STAT3
bzw. SHP2 durch den IL-6 bindenden und den IL-6 freien aktiven Rezeptor (actR_IL und actGp130)
unterscheiden (siehe rote 2 in Abb. 4.41). Diese Annahme revidiert die Vereinfachung von Modell M*
zu M (siehe Abb. 4.34). Der neue Experimentsatz Il lieR diese nur auf Experimentsatz | basierende

Beschrankung jedoch nicht mehr zu. Das resultierende Modell ist M’.
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Abb. 4.41 Anpassung und Reduktion von Modell M*> zu M’ Rote Zahlen beschreiben die den Kapiteln 4.2.13.1
und 4.2.13.2 beschriebenen Modifikationen des Modells. Reproduziert mit Erlaubnis von Tom Quaiser. Abbil-
dung: (167)

4.2.13.3. M’ >M®

Modell M’ gibt die Daten adiquat wieder (y2-Wert von 139,8) und konnte daher nicht verworfen
werden. Die Analyse der Identifizierbarkeit zeigte, dass die Parameter actGp130_0, kf9 und k3new

sowie k4b, kf1, kf2, kfO und k4b nicht identifizierbar sind.

Parameter kf9 beschreibt die basale Aktivierung von gp130. Die aus dieser basalen Aktivierung fol-
gende Phosphorylierung von gp130 zum Zeitpunkt t = 0 min wird durch actGp130_0 geschatzt. Die
Schatzungen fir kf9 und actGp130_0 ergeben jedoch Werte nahe 0. Somit kann die basale Aktivie-
rung von gp130 in einem Modell der frilhen IL-6-induzierten Signaltransduktion vernachlassigt wer-
den. Als Konsequenz wurde Parameter kf9 aus Modell M’ (Abb. 4.42 A) entfernt und die Konzentrati-

on von actGp130_0 auf 0 nM fixiert.

Interessanterweise ist der Parameter k3new, der die Inaktivierung des IL-6-freien aktiven Rezeptors
(actgp130) durch SHP2 beschreibt ebenfalls sehr klein und damit vernachlassigbar. Daher konnten
auch die durch Parameter k3new charakterisierten Reaktionen aus dem Modell entfernt werden,
ohne das die Wiedergabe der Daten durch das Modell schlechter wird. Da zusatzlich die Inaktivierung
des IL-6 gebundenen, aktiven Rezeptors (actR) durch SHP2 vernachlassigbar ist (siehe Kapitel
4.2.10.4), ergibt die modellbasierte Analyse der quantitativen Daten, dass SHP2 kein friiher feedback

Inhibitor ist.
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Anschliefend wurden die weiteren nicht identifizierbaren Parameter k4b, kfl, kf2, kfO und k7b auf

ihre geschatzten Werte fixiert. Damit sind die restlichen Parameter des finalen Modell M2 (siehe Abb.

4.42 A) vollstandig identifizierbar und resultieren in einem geringen y2-Wert von 139,8. Abb. 4.42 B

zeigt die Parametrisierung des finalen Modells M2,

Das finale Modell M beschreibt somit folgende Eigenschaften der ersten 15 min der IL-6-induzierten

Signaltransduktion:

(1) Die Bindung von IL-6 an die Rezeptoruntereinheit gp80 und somit die schrittweise Rezeptor-

assemblierung ist essentiell fiir die Dynamik der Aktivierung des Jak/STAT Signalweges,

(2) die Dimerisierung von STAT3 am Rezeptor ist essentiell fir die Dynamik der STAT3 Phospho-

rylierung,

(3) die Phosphorylierung von SHP2 ist ein nichtlinearer Prozess und

(4) SHP2 dient nicht als friher feedback Inhibitor der IL-6-induzierten Jak/STAT Signaltransduk-

tion.

actGp130

Parameter Wert
actGp130 0 0
k2 0,11
k4 0,84
k4b 1,2
k7 0,21x10%
k7b 0,15x10-10°
kb0 43
kbl 1,5
kfO 0,26 x10%1
kfl 0,11x10°
kf20 0,1x103
scale JAK 2,2
scaleJAK2 0,3

Abb. 4.42 Modell M® A) Modell m® B) Parameterwerte von M®. Einheiten: s fiir Reaktionen erster Ordnung,
nM™ s fiir Reaktionen zweiter Ordnung. Der Parameter scaleJak ist der Skalierungsfaktor fur Experimentsatz 1.
Der Parameter scaleJak2 ist der Skalierungsfaktor flir Experimentsatz Il. Verandert mit Erlaubnis von Tom Quai-

ser.
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Abb. 4.43 zeigt den Vergleich der Modellausgange y1 bis y4 mit den beiden Experimentsatzen. Das
Modell kann sowohl die starke Aktivierung der Signalmolekile in Experimentsatz |, die zur Sattigung
von phosphoryliertem STAT3 und zur ca. halbmaximalen Aktivierung von SHP2 fiihrt, als auch die
nichtlinear abgeschwachte Phosphorylierung von SHP2 in Experimentsatz Il wiedergeben. Die Phos-
phorylierung von Jakl wird in beiden Experimentsadtzen wiedergegeben. Die leichte Unterschatzung
des Jakl Plateaus durch das Modell liegt innerhalb der Standardabweichung. Einzig das Maximum
der Bindung von IL-6 an den Rezeptorkomplex in Experiment | kann nicht vollstandig durch das Mo-
dell wiedergegeben werden. Die Abweichung ist jedoch zu gering, um eine Ablehnung des Modells

aufgrund der Gite des Fits zu erlauben.

Experimentsatz |
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Abb. 4.43. Wiedergabe der Experimentsitze | und Il mit Model M2, In der ersten Spalte ist Experimentsatz |
dargestellt, in der zweiten Spalte Experimentsatz Il. Die schwarzen Diamanten entsprechen den experimentell
generierten Daten die schwarzen durchgezogenen Linien sind die Modellausgange. Verdndert mit Erlaubnis von
Tom Quaiser. Abbildung: (167)

4.2.14. Validierung von me

Neben der Wiedergabe von experimentell generierten Daten, die zur Schatzung eingesetzt wurden
(siehe Abb. 4.43) ist ein Ziel der mathematischen Modellierung die Vorhersage eines noch unbekann-
ten Verhaltens des zu untersuchenden Systems. Um die Vorhersagekraft von Modell M? zu testen,
wurden die Phosphorylierung von SHP2, STAT3 und Jakl, sowie die Bindung von IL-6 an den Rezep-
torkomplex bei einem SHP2 knockdown von 40 % (entsprechend Experimentsatz Il) mit dem Modell
vorhergesagt. Als Zeitrahmen fir die Modellvalidierung wurde t=17-27 min nach einem 3-
mindtigen IL-6 Puls gewahlt. Die Modellvorhersage umfasst somit ein Zeitintervall, das doppelt so

lang ist wie die Experimente, die zur Parameterschatzung eingesetzt wurden. Die im Verlauf dieser
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Doktorarbeit betreute Bachelorarbeit von Hannes Bongartz (170) zeigt, dass 30 min nach kontinuier-
licher IL-6 Stimulation keine deutliche Expression des SOCS3 Proteins in HEK-gp80 Zellen nachgewie-
sen werden kann. Die Modellannahme (3), im Modellierungszeitraum kommt es zu keiner Expression
von SOCS3 (siehe Kapitel 4.2.4.2), kann somit aufrechterhalten werden. Abb. 4.44 zeigt den Vergleich
der vorhergesagten Modellausgange mit nicht zur Parameterschatzung verwendeten Daten
(t=20, 25 und 30 min). Das Modell sagt voraus, dass die Phosphorylierung von Jakl (Abb. 4.44 B)
und SHP2 (Abb. 4.44 D) konstant bleibt wahrend die Phosphorylierung von STAT3 sogar noch leicht
ansteigt (Abb. 4.44 C). Diese Vorhersagen entsprechen quantitativ den unabhangigen, experimentell
generierten Daten. Die Bindung von IL-6 an den Rezeptor ist ebenfalls in Kongruenz mit den Modell-

vorhersagen (Abb. 4.44 A).

Mit Unterstitzung von Modell M2 ist es méglich, die Ergebnisse unabhéngiger Experimente quantita-
tiv vorherzusagen. Die datenbasierte Modellmodifikation flihrte zu einem identifizierbaren und pra-

diktiven Modell der friihen IL-6-induzierten Signaltransduktion.
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Abb. 4.44 Modell M? ist pradiktiv. Vergleich der Modellvorhersage mit der experimentell bestimmten Bindung
von IL-6 an den Rezeptorkomplex (A) und der Dynamik der Phosphorylierung von (p) Jak1 (B), (p)STAT3 (C) und
(p)SHP2 (D) bei einem SHP2 knockdown von 40 %. Die schwarzen durchgezogenen Linien sind die Modellaus-
gange. Die schwarzen Diamanten entsprechen den experimentell generierten Daten. HEK-gp80 Zellen wurden
mit pSuperSHP2 transfiziert, unter standardisierten Bedingungen kultiviert, gehungert, fir 3 min mit IL-6 (200
U/ml) stimuliert und zu den angegebenen Zeitpunkten lysiert. Die Analyse der Proben erfolgte wie in Abb. 4.38.
Dargestellt ist das Ergebnis aus einem Versuch. Verdndert mit Erlaubnis von Tom Quaiser. Abbildung: (167)
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4.2.15. SHP2 ist ein basaler Repressor der IL-6-induzierten Signaltransduktion

Basierend auf den Ergebnissen der Modellanalyse ist SHP2 kein friiher feedback Regulator der IL-6-
induzierten Jak/STAT Signaltransduktion. Die quantitative Analyse der STAT3 Aktivierung in HEK-gp80
Zellen, in denen die Expression von SHP2 mittels siRNA reduziert wurde, zeigte jedoch eine Phospho-
rylierung des Transkriptionsfaktors in Abwesenheit von IL-6 (siehe Abb. 4.38 C). Um diesen Effekt
genauer zu charakterisieren, wurden HEK-gp80 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen des fir die
SHP2 siRNA kodierenden Vektors transfiziert. 76 h nach der Transfektion wurde eine Halfte der Zellen
flr 6 min mit IL-6 (200 U/ml) stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und mittels quantita-
tivem Western Blot und anschlieBender Immundetektion analysiert. Abb. 4.45 A zeigt, dass mit zu-
nehmender siRNA Konzentration eine erhéhte SHP2 knockdown Effizienz erreicht wird (vergleiche
Spuren 1 und 2 mit 3 bis 10), wahrend die Konzentration der Ladungskontrolle STAT3 konstant bleibt.
Ubereinstimmend mit der Modellanalyse beeinflusst der SHP2 knockdown die IL-6-induzierte Phos-

phorylierung von STAT3 nach 6 min nicht (Abb. 4.45 A, Spuren 4, 6, 8 und 10).

In Kontroll-Zellen ist keine basale STAT3 Phosphorylierung detektierbar (Abb. 4.45 A, Spur 1). Je gro-
Rer jedoch die SHP2 knockdown Effizienz ist, desto stdrker ist die basale IL-6-unabhangige STAT3
Phosphorylierung (Abb. 4.45 A, Spuren 3, 5, 7 und 9). Basierend auf der Starke der IL-6-induzierten
Phosphorylierung von STAT3 nach 6 min (siehe Tab. 4.2 in Kapitel 4.2.5.2) konnte die basale Phos-
phorylierung von STAT3 quantifiziert werden. Abb. 4.44 B zeigt die Ergebnisse von n = 10 unabhangi-
gen Experimenten. Bei niedrigen knockdown Effizienzen von 20 bis 40 % ist die basale Aktivierung
von STAT3 gering und betragt ca. 5 % der verfligbaren STAT3 Molekile (vergleiche mit Tab. 4.2 in
Kapitel 4.2.5.2). Bei hoheren knockdown Effizienzen von 50 — 80 % wird eine basale Aktivierung von
bis zu 40 nM erreicht. Dies entspricht ca. 20 % der STAT3 Molekiile. Ein kompletter knockdown konn-

te nicht induziert werden, da dieser das Sterben der Zellen bewirkte.

Zusammenfassend erzeugt der knockdown von SHP2 in Ubereinstimmung mit der mathematischen
Analyse keine erhohte frihe IL-6-induzierte STAT3 Phosphorylierung. Vielmehr ist eine deutliche
basale Aktivierung des Transkriptonsfaktors nachzuweisen, die linear mit zunehmendem knockdown
von SHP2 zunimmt. Dies wirft die Hypothese auf, dass SHP2 nicht als friiher feedback Inhibitor, son-
dern als Repressor einer basalen, Zytokin-unabhangigen Rezeptoraktivitat wirkt. SHP2 kdnnte so ein
spontanes Auslosen der IL-6-induzierten Signaltransduktion verhindern. In Abwesenheit von SHP2

wirde diese spontane Aktivierung die beobachtete basale STAT3 Phosphorylierung induzieren.
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Abb. 4.45 Der knockdown von SHP2 erzeugt eine basale Phosphorylierung von STAT3 (A) HEK-gp80 Zellen
wurden mit pSuper leer und pSuperSHP2 transfiziert und unter standardisierten Bedingungen kultiviert, ge-
hungert und fiir 6 min mit IL-6 (200 U/ml) stimuliert. Zelllysate wurden mittels SDS-Gelelektrophorese, quanti-
tativem Western Blot und anschlieRender Immundetektion analysiert. Die Farbung erfolgte mit spezifischen
Antikorpern gegen (p)STAT3, SHP und STAT3. Die Farbung von STAT3 dient als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment. (B) Densitometrische Analyse von n =10 unabhdngigen Experimenten. Die
schwarze Linie ist eine lineare Regression. Abbildung: (167)

4.2.16. Zusammenfassung: Systembiologische Analyse der Funktion von SHP2 im IL-6-
induzierten Jak/STAT-Signalweg

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein identifizierbares, pradiktives Modell der friihen IL-6-induzierten
Signaltransduktion entwickelt. Hierzu wurde ein iterativer Zyklus aus Modelldefiniton, Parameter-
schatzung basierend auf zeitlich hoch aufgelosten quantitativen Daten und Modellmodifikation

durchlaufen. Die Modellmodifikation zeigte auf, dass
(1) die schrittweise Assemblierung des Rezeptorkomplexes,
(2) die Dimerisierung von STAT3 am Rezeptor und
(3) die nicht lineare Phosphorylierung von SHP2

essentiell fiir die Dynamik der frihen IL 6-induzierten Signaltransduktion sind.
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Interessanterweise ergab die Analyse des Modells, dass SHP2, kein friiher feedback Inhibitor der IL-6-

induzierten Signaltransduktion ist.

Allerdings zeigen quantitative Experimente eine bisher nicht beschriebene Funktion von SHP2 als

basaler Repressor einer spontanen IL-6-unabhdngigen Aktivierung von STAT3.

SHP2 kénnte somit eine essentielle Funktion in der Unterdriickung einer konstitutiven, unkontrollier-
ten Aktivierung des Jak/STAT Signalweges einnehmen, die mit vielen inflammatorischen und prolife-

rativen Krankheiten assoziiert wird.
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5. Diskussion

5.1. Regulation der IL-6-induzierten Signaltransduktion

IL-6 ist ein bedeutender Regulator der Entziindungsreaktion. Eine konstitutive oder deregulierte IL-6-
induzierte Signaltransduktion kann chronische entziindliche Krankheiten und die Entwicklung von
Tumoren auslésen. Unter physiologischen Bedingungen wird die Jak/STAT Signaltransduktion durch
verschiedene Inhibitoren reguliert. Zu diesen Inhibitoren gehoéren der feedback Inhibitor SOCS3 und
die Proteintyrosinphosphatase SHP2. Sowohl SOCS3 als auch SHP2 binden an das phosphorylierte
Y759 in gpl130. Ihre Funktionen sind jedoch unabhangig. Wahrend SOCS3 durch die Inhibition der
Januskinasen die Phosphorylierung von Jak Substraten unterbindet, dephosphoryliert SHP2 bereits
phosphorylierte Molekiile. Weiterhin wird die Expression von SOCS3 erst nach ca. 45 min durch die
Stimulation mit IL-6 induziert, wahrend SHP2 konstitutiv exprimiert wird. Basierend auf den Expressi-
onsmustern der beiden Inhibitoren ist es daher mdoglich die IL-6-induzierte Signaltransduktion in zwei
Phasen zu unterteilen. Zum einen in eine friihe Signaltransduktion, in der SHP2 aber nicht SOCS3
exprimiert wird, zum anderen in eine spate Signaltransduktion in der beide Molekiile in der Zelle
vorliegen. Das Gleichgewicht beider Phasen tragt zur regulierten Aktivierung und Inaktivierung der
IL-6-induzierten Jak/STAT Signaltransduktion bei. In dieser Arbeit wurde die Funktion von SHP2 in der
frihen IL-6-induzierten Signaltransduktion und die Regulation der SOCS3 Expression durch syntheti-
sche Glukokortikoide wahrend der spaten IL-6-induzierten Signaltransduktion in der Leber unter-

sucht.

5.2. Reduktion der SOCS3 Expression durch Glukokortikoide

In der Leber werden IL-6-abhadngig Akut-Phase Proteine synthetisiert. Akut-Phase Proteine ermdogli-
chen u. a. die Isolation von Entziindungsherden und die Markierung von Erregern. Somit tragen sie zu
einer schnellen Wiederherstellung der Kérperhomdostase nach einer Entziindung bei. Neben den
Zytokinen spielen auch die zu den Steroidhormonen gehdrenden Glukokortikoide eine bedeutende
Rolle in der Regulation einer Entziindungsreaktion. Sie wirken immunsuppressiv und anti-
inflammatorisch. Aufgrund ihrer anti-inflammatorischen Wirkung werden sie seit mehr als 50 Jahren
erfolgreich in der Therapie entziindlicher Krankheiten eingesetzt. Die Integration dieser beiden
Netzwerke im Korper ermoglicht eine Feinabstimmung ihrer Funktionen. Das Wissen Uber die mole-
kularen Grundlagen ihrer Interaktionen ist deshalb essentiell flr die therapeutische Anwendung syn-

thetischer Glukokortikoide und das Verstandnis der Regulation der Kérperhomdoostase.
5.2.1. Globale Verstarkung der Akut-Phase Reaktion durch Glukokortikoide

Baumann et al. (111) beschrieben 1989 die Verstarkung der Akut-Phase Reaktion durch Glukokorti-

koide. Ubereinstimmend mit (111) zeigt diese Arbeit, dass die IL-6-induzierte Synthese der mRNA der
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Akut-Phase Proteine y-Fibrinogen und Antichymotrypsin durch das synthetische Glukokortikoid De-
xamethason verstarkt wird. Dieser Effekt konnte in humanen Hepatom Zellen (siehe Abb. 4.1 A und
B) und in primaren murinen Hepatozyten (Abb. 4.1 C) nachgewiesen werden. Zusatzlich wird in vivo
die IL-6-induzierte mRNA Expression und die Serumkonzentration des Akut-Phase Proteins Serum

Amyloid A durch die Injektion von Dexamethason verstarkt (siehe Abb. 4.12 A und B).

Der molekulare Mechanismus der Verstarkung der Akut-Phase Reaktion durch Glukokortikoide ist
nicht vollstandig aufgeklart. In dieser Arbeit wurde jedoch ein neuer globaler Mechanismus entdeckt
(Abb. 5.1). Dexamethason reduziert die Expression des IL-6-induzierten feedback Inhibitors SOCS3
(siehe Abb. 4.4). Durch die Reduktion der SOCS3 Expression wird die spate IL-6-induzierte STAT3
Phosphorylierung verstarkt (siehe Abb. 4.2 B, C). Die verlangerte und verstarkte STAT3 Phosphorylie-
rung erhoht die Expression STAT3-abhangiger Akut-Phase Proteine (siehe Abb. 4.1). In SOCS3 defizi-
enten Zellen (siehe Abb. 4.9) und in Hepatozyten, in denen das SOCS3 Rekrutierungsmotiv in gp130
mutiert ist (siehe Abb. 4.10), wird daher die IL-6-induzierte Akut-Phase Reaktion durch Glukokorti-

koide nicht erhoht.

Transiente Aktivierung der IL-6-induzierten Verlangerte Aktivierung der IL-6-induzierten
Jak/STAT Signaltransduktion Jak/STAT Signaltransduktion in Anwesenheitvon
Dexamethason

<o

/@

SOCS3 und Akut Phase Gen Expression S0CS3 und Akut Phase Gen Expression

Q

Abb. 5.1 Einfluss von Dexamethason auf die IL-6-induzierte STAT3 Phosphorylierung In Abwesenheit von
Dexamethason induziert IL-6 eine transiente STAT3 Phosphorylierung. In Anwesenheit von Dexamethason wird
die Expression des feedback Inhibitors SOCS3 reduziert und IL-6 induziert eine verstarkte STAT3 Phosphorylie-
rung.

Im Gegensatz zu der hier beschriebenen globalen Regulation sind in der Literatur sind primar genspe-

zifische Mechanismen der Glukokortikoid-induzierten Verstarkung der Akut-Phase Gen Expression
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beschrieben. Die verstarkte Expression von Metallothionein (115), Haptoglobin (117) und a2-
Makroglobulin (116) wird durch die Ausbildung von Komplexen, die sowohl STAT3 als auch den GR
enthalten erklart. Diese Komplexe binden an die Promotoren der betreffenden Gene und verstarken
ihre Transkription. Da die Expression von Metallothionein (171), Haptoglobin (172) und a2-
Makroglobulin (173) STAT3-abhangig ist, sollte die durch Glukokortikoide verstarkte STAT3 Aktivie-
rung auch die Synthese dieser Gene férdern. Zur Uberpriifung dieser Hypothese, wurde die IL-6- und
Dexamethason-abhingige Aktivitat des a2-Makroglobulin Promotors untersucht. Ubereinstimmend
mit den Ergebnissen von Lerner et al. (116) erhoht Dexamethason die IL-6-induzierte Aktivitat des
a2- Makroglobulin Promotors (siehe Abb. 4.13). In Zellen, in denen das SOCS3 Rekrutierungsmotiv in
gp130 mutiert ist, ist dieser Effekt jedoch stark reduziert. Somit scheint die Reduktion der SOCS3
Konzentration sogar einen groBeren Einfluss auf die Aktivitait des STAT3-abhdngigen a2-

Makroglobulin Promotors zu haben, als die Ausbildung des STAT3/GR Enhanceosomes.

Schooltink et al. beschreiben einen weiteren globalen Glukokortikoid-abhangigen Mechanismus, der
die Expression von Akut-Phase Proteinen verstarken kann (119). Sie zeigen, dass Dexamethason nach
18 h die Oberflachenexpression von gp80 in HepG2 Zellen erhoht. Die Erhéhung der gp80 Expression
resultiert in einer verstarkten IL-6-induzierten Signaltransduktion und der verstarkten Expression von
y-Fibrinogen. Dieser Mechanismus konnte in (158) (siehe Abb. 4.3 B) fiir kurze Stimulationen mit
Dexamethason ausgeschlossen werden. Die Verstarkung der Akut-Phase Gen Expression durch Induk-
tion der gp80 Expression scheint erst zu spaten Zeitpunkten relevant zu sein. Somit existieren in der
Leber mindestens zwei zeitlich versetzt wirkende globale Mechanismen, die Glukokortikoid-
abhangig, die IL-6-induzierte Expression von Akut-Phase Proteinen verstarken. Zum einen, die in die-
ser Arbeit beschriebene friihe Reduktion der SOCS3 Proteinexpression (Abb. 5.2 A), zum anderen die
spate von Schooltink et al. (119) beschriebene Erhéhung der gp80 Expression (Abb. 5.2 B). Zusétzlich
gibt es genspezifische Mechanismen, die eine weitere Verstarkung der Akut-Phase Reaktion vermit-
teln. Das Vorliegen mehrerer paralleler Mechanismen zeigt, dass die Verstarkung der Akut-Phase

Reaktion eine bedeutende Funktion der Glukokortikoide ist.
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A) Friihe Regulation B) Spate Regulation [119]
Verstarkte Akut Phase Verstarkte Akut Phase
Protein Expression Protein Expression

gp80

Dex Dex

Physiologische Akut Physiologische Akut
Phase Protein Expression Phase Protein Expression

Abb. 5.2 Dexamethason verstirkt die Expression von Akut-Phase Genen A) Dexamethason verstarkt die Ex-
pression von Akut-Phase Proteinen durch die Reduktion der SOCS3 Expression. B) Dexamethason verstarkt die
Expression von Akut-Phase Proteinen durch die Induktion der gp80 Expression.

5.2.2. Physiologische Konsequenzen einer verstirkten Akut-Phase Reaktion

Glukokortikoide verlangern und verstarken die IL-6-induzierte Jak/STAT Signaltransduktion in der
Leber und somit die Expression der im Verlauf einer Entziindung sezernierten Akut-Phase Proteine.
Es erscheint zundchst unerwartet, dass anti-inflammatorische Glukokortikoide den Verlauf einer Ent-
ziindung verstarken. Die IL-6-abhdngige Akut-Phase Reaktion tragt jedoch entscheidend zur Entfer-
nung schadigender Reize und zur Wiederherstellung der Homoostase im Organismus bei (12) (Abb.
5.3). Die Entzlindungsreaktion respektive die Synthese von Akut-Phase Proteinen muss in diesem
Zusammenhang daher als positiver Prozess verstanden werden. Die Behandlung mit anti-
inflammatorischen Glukokortikoiden kann durch die Induktion der Akut-Phase Reaktion den Hei-
lungsprozess fordern. Wenn eine Entziindung jedoch chronisch verlauft, konnte die verstarkte Syn-
these von Akut-Phase Proteinen die Symptome einer chronischen Entzliindung verstarken und den
Korper schadigen. Die beobachteten Effekte kdnnten dann zu den noch nicht vollstandig verstande-

nen Nebenwirkungen der Glukokortikoide beitragen.

Schadigender Reiz Entziindung Wiederherstellung
2 WEGZALTE, z.B.AkutPhase / derHomoostase

Eindringenvon - Reaktion

\ Chronische
l I Entziindung

Abb. 5.3 Vereinfachter Verlauf der Reaktionen des Koérpers nach einem schadigenden Reiz Die Entziindungs-
reaktion tragt im Normalfall zur Wiederherstellung der Homéostase bei, kann aber auch in einer chronischen
Entziindung resultieren.

Mikroorganismen

Dex
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5.2.3. Physiologische Konsequenzen der Reduktion von SOCS3

Bei der Interpretation der physiologischen Konsequenzen der Reduktion der SOCS3 Expression in der
Leber ist zu beachten, dass eine Reduktion der SOCS3 Expression nicht nur die Phosphorylierung von
STAT3 beeinflusst. Croker et al. (76) zeigen, dass in SOCS3 defizienten Hepatozyten neben einer ver-
starkten Phosphorylierung von STAT3 auch eine verstarkte IL-6-induzierte Phosphorylierung von
STAT1 auftritt. Die starke Phosphorylierung von STAT1 induziert die Expression von IFNy Zielgenen.
Die verstarkte Expression von IFNy Zielgenen induziert in IFNy transgenen Mausen die Entwicklung
chronischer Hepatitis (174). Die Glukokortikoid-abhangige Reduktion der SOCS3 Expression koénnte
daher auch in einer verstarkten IL-6-induzierten STAT1 Phosphorylierung resultieren, die zur Entwick-

lung chronischer Hepatitis beitragt.

In Patienten mit Leberfibrose wird eine Reduktion der SOCS3 Protein Expression durch Methylierung
des SOCS3 Promotors beschrieben (175). Die Reduktion der SOCS3 Protein Expression resultiert in
diesen Patienten in einer vermehrten Expression von TGFB, welches die Entwicklung der Leberfibrose
fordert. Zusatzlich wird die leberspezifische Deletion des SOCS3 Gens mit der Entwicklung von Hepa-
titis-induzierten Leberkarzinomen in Verbindung gebracht (176). Somit kénnte auch die durch Gluko-
kortikoide reduzierte Expression von SOCS3 die Entwicklung von Leberfibrose und Karzinomen for-

dern. (177).

Sowohl Glukokortikoide als auch IL-6 wirken nicht nur auf Hepatozyten, sondern auch auf Zellen des
Immunsystems, wie z.B. Makrophagen und T-Zellen. Wahrend IL-6 in WT Makrophagen eine starke
pro-inflammatorische Antwort auslost, erzeugt es in SOCS3 defizienten Makrophagen eine dem anti-
inflammatorischen Zytokin IL-10 dhnliche Antwort (74, 75). Eine stark pro-inflammatorische Antwort
auf die Stimulation mit IL-6 scheint in Makrophagen demnach abhangig von einer transienten Akti-
vierung der IL-6-induzierten Signaltransduktion zu sein, die durch den feedback Inhibitor SOCS3 be-
schrankt wird. Wahrend ein Mangel an SOCS3 ein entziindungshemmendes Milieu erzeugt, induzie-
ren einige pro-inflammatorische Stimuli wie LPS oder CpG durch die Synthese von SOCS3 daher eine
pro-inflammatorische Antwort (72, 178). Vor diesem Hintergrund kénnte die Reduktion der SOCS3
Proteinexpression durch Glukokortikoide in Makrophagen eine anhaltende STAT3 Phosphorylierung

und somit eine anti-inflammatorische Antwort fordern.

Die Differenzierung von IL-17 sezernierenden CD4" Ty17 Zellen wird durch IL-6 und TGFB eingeleitet
(179). TGFB reduziert die IL-6-induzierte SOCS3 Expression in CD4" Vorlduferzellen und induziert so-
mit eine verlangerte und verstarkte IL-6-induzierte STAT3 Phosphorylierung, die die Differenzierung
der Ty17 Zellen ermoglicht (180). Die Expression von SOCS3 ist somit ein entscheidender Regulator
der Ty17 Differenzierung. Glukokortikoide konnten daher gemeinsam mit TGFB durch die Reduktion
der SOCS3 Expression in CD4" Vorliuferzellen, die Entwicklung von T,417 Zellen induzieren. Ty17 Zel-
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len férdern die Heilung nach Infektionen mit Bakterien und Pilzen (181), werden aber auch mit der
Entwicklung von Autoimmunkrankheiten assoziiert (182). Die physiologischen Konsequenzen einer

Glukokortikoid-vermittelten Ty17 Differenzierung miissen daher in der Zukunft untersucht werden.

Zusammengefasst konnte die Reduktion der SOCS3 Expression in verschiedenen Geweben und Zell-
typen zum einen die Entwicklung chronischer Entziindungen, Karzinomen und Autoimmunkrankhei-
ten fordern, zum anderen die Wiederherstellung der Homodostase nach einer Infektion unterstitzen.
Daher muss der Einfluss von Glukokortikoiden auf die Expression von SOCS3 in verschiedenen Gewe-

ben und Zelltypen untersucht werden.

5.2.4. Einfluss von SOCS3 auf die Leberentwicklung und Regeneration

IL-6-Typ Zytokine und Glukokortikoide haben nicht nur einen Einfluss auf die Steuerung pathologi-
scher Prozesse. Kamiya et al. zeigen, dass die Entwicklung der murinen Leber sowohl von der Expres-
sion des IL-6-Typ Zytokins OSM als auch von endogenen Glukokortikoiden abhangt. Der molekulare
Mechanismus dieser Beobachtung ist jedoch unklar (183). Die Ergebnisse dieser Arbeit kbnnten dazu
beitragen diesen Mechanismus aufzukldren, da Glukokortikoide, wie in eigenen Vorabreiten gezeigt,
auch die OSM-induzierte SOCS3 Expression reduzieren (158). Die Reduktion der SOCS3 Expression
durch endogene Glukokortikoide kénnte durch die Verlangerung der OSM-induzierten Signaltrans-
duktion die Entwicklungsphase der Leber verlangern und so die vollstandige Ausreifung der Leber

ermoglichen.

IL-6 ist weiterhin essentiell flrr die Leberregeneration nach einer partiellen Hepatektomie oder nach
einer Lebertransplantation (siehe (184) zur Ubersicht). Nach einer Lebertransplantation werden h&u-
fig Glukokortikoide eingesetzt, um eine AbstoRung des transplantierten Organs zu unterdriicken.
Debonera et al. haben den Einfluss von Dexamethason auf die Leberregeneration in einem ortho-
topen Lebertransplantationsmodell in der Ratte untersucht (185). Sie zeigen, dass die Behandlung
der Ratten mit Dexamethason zeitnah zur Transplantation die IL-6-induzierte STAT3 Phosphorylie-
rung reduziert und die Leberregeneration verlangsamt, da Dexamethason die Synthese von IL-6 un-
terdriickt. Sie untersuchen jedoch nicht, welchen Einfluss Dexamethason auf die Leberregeneration
hat, wenn die Behandlung zeitversetzt zur Transplantation begonnen wird. Es ist zu vermuten, dass
Dexamethason bei einer zeitversetzten Behandlung die IL-6-induzierte STAT3 Phosphorylierung ver-
starkt und somit nicht nur die AbstoBung des Transplantats reduziert, sondern auch die Leberregene-

ration verbessern kdnnte.

Der Einfluss von Glukokortikoiden auf die SOCS3 Expression und die STAT3 Phosphorylierung sollte
daher in der Zukunft auch in der Leberentwicklung und der Leberregeneration genauer untersucht

werden.
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5.2.5. Die transaktivierende Funktion von Dexamethason ist essentiell fiir die Verstar-
kung der Akut-Phase Reaktion

Neben der Analyse der Konsequenzen der SOCS3 Reduktion auf die Akut-Phase Reaktion, wurde in
dieser Arbeit der molekulare Mechanismus der Reduktion der SOCS3 Expression durch Glukokorti-
koide untersucht. Glukokortikoide kdnnen durch die Bindung des aktivierten GR an GRE in den Pro-
motoren von Glukokortikoid Zielgenen (Transaktivierung) oder durch die Interaktion des GR mit den
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kB (Transreppression) wirken. Um zu untersuchen, ob Dex-
amethason die Verstarkung der Akut-Phase Gen Expression durch Transaktivierung oder Transre-
pression vermittelt, wurde der Einfluss der selektiven Transreppressoren RU-486 (160) und ZK-
216348 (161) auf die IL-6-induzierte Expression von y-Fibrinogen mRNA untersucht (siehe
Abb. 4.8 A und B). Beide Transreppressoren verstarken die IL-6-induzierte Synthese von FGG mRNA
nicht. RU-486 kann die Effekte von Dexamethason sogar signifikant unterdriicken. Die Verstarkung
der Akut-Phase Gen Expression und somit die Reduktion der SOCS3 Protein Konzentration ist dem-
nach abhangig von Glukokortikoid-induzierter Transkription (Transaktivierung). Diese Abhangigkeit
wurde ebenfalls fiir die Dexamethason-abhangige Verstarkung der IL-6-induzierten Synthese von
Serin Protease Inhibitor 2.3 (112), Metallothionein (115) und Serum Amyloid A (113) beschrieben. In
diesen Arbeiten wurde jedoch keine globale SOCS3-vermittelte Verstarkung der Akut-Phase Reaktion

postuliert, sondern eine genspezifische Wirkung der Glukokortikoide angenommen.

Im Koérper fiihrt die Transaktivierung primar zur Synthese von metabolischen Zielgenen und wird
daher mit den, dem Cushing-Syndrom dhnelnden, Nebenwirkungen der Glukokortikoide assoziiert
(186). Um diese Nebenwirkungen bei einer Glukokortikoid Therapie zu vermeiden, wurde der Trans-
reppressor ZK-216348 entwickelt. Die Untersuchung der Nebenwirkungen von ZK-216348 bei ver-
schiedenen Entziindungsmodellen wird in der Zukunft helfen die Frage zu beantworten, ob die durch
Transaktivierung induzierte verstdrkte Akut-Phase Reaktion die Heilung beschleunigt oder zu den

Nebenwirkungen der Glukokortikoide beitragt.
5.2.6. Einfluss von Dexamethason auf die SOCS3 Synthese und Degradation

Um zu untersuchen, welcher Schritt der SOCS3 Synthese durch die Dexamethason-abhangige Trans-
aktivierung beeinflusst wird, wurde der Einfluss von Dexamethason auf die einzelnen Ebenen der

SOCS3 Synthese untersucht

Es ist bekannt, dass Glukokortikoide die Oberflachenexpression von Zytokinrezeptoren beeinflussen
kénnen. So reguliert Dexamethason z.B. die Expression des IL-4 Rezeptors durch Reduktion seiner
MRNA Stabilitat (187) und erniedrigt die Menge des IL-2 Rezeptor auf der Zelloberflache (188). Wei-
terhin wurde beschrieben, dass Dexamethason die Expression von gp130 auf Brustepithelzellen re-

duziert (189). In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass Dexamethason die Expression von
117



Diskussion

gp80 und gp130 nicht reduziert (siehe Abb. 4.3 B, (158)). Die SOCS3 Expression wird daher nicht

durch eine Dexamethason-abhadngige Reduktion der Rezeptorexpression vermittelt.

Der Liganden-induzierten Aktivierung von gp130 folgt die Phosphorylierung der Signalmolekiile des
Jak/STAT Weges. Abb. 4.3 C (158) zeigt, dass Dexamethason die frihe IL-6-induzierte Phosphorylie-
rung von STAT3 nicht beeinflusst. Eine Untersuchung von mit IL-6 stimulierten MCF7 Brustkrebszellen
zeigte bei der Behandlung mit Dexamethason ebenfalls keine Anderung in der STAT3 Phosphorylie-
rung (126). Phosphoryliertes STAT3 transloziert in den Nukleus (31, 32). Abb. 4.5 A und B zeigen, dass

auch die Kerntranslokation von STAT3 durch Dexamethason nicht reduziert wird.

Die Kerntranslokation von phosphoryliertem STAT3 resultiert in der Expression von STAT3 Zielgenen,
zu denen auch SOCS3 gehort (190). Die Aktivierung des SOCS3 Promotors wird durch Glukokortikoide
jedoch nicht reduziert (siehe Abb. 4.3.D, (158)). Die Reduktion der SOCS3 Protein Expression ist
demnach nicht in einer verminderten Transkription der SOCS3 mRNA begriindet. Ubereinstimmend
ist die Gleichgewichtskonzentration IL-6-induzierter SOCS3 mRNA nach Stimulation mit Dexametha-
son nicht reduziert (siehe 4.6 A). Interessanterweise zeigen Paul et al., dass Glukokortikoide in Ratten
Hepatozyten die IL-6-induzierten SOCS3 mRNA Konzentration reduzieren (131). Der molekulare Me-

chanismus der SOCS3 Reduktion scheint daher speziesspezifisch zu sein.

Glukokortikoide kdnnen die Stabilitdt von mRNAs beeinflussen, deren Stabilitat durch TTP (Tristet-
raprolin) reguliert wird. Die Bindung von unphosphoryliertem TTP an Adenosin/Uridin-reiche Ele-
mente (ARE) in der 3’ untranslatierten Region (UTR) markiert diese mRNAs fiir den exosomalen Ab-
bau. Wenn TTP von der aktiven MAPK p38 phosphoryliert wird, kann es nicht an die ARE binden und
die mRNA ist vor der Degradation geschiitzt. Dexamethason induziert die Expression der inhibitori-
schen p38 Phosphatase MKP-1 (108). Die Inhibition von p38 durch MKP-1 verhindert die Phosphory-
lierung von TTP und l6st somit den exosomalen Abbau TTP-bindender mRNA aus. Dieser Glukokorti-
koid-abhdngige Mechanismus ist z.B. fiir die Degradation von COX-2 mRNA (108), IL.-8 mRNA (191)
und IL-6 mRNA (192) beschrieben. Ehlting et al. zeigen, dass auch die SOCS3 mRNA durch TTP regu-
liert wird (69). Um zu untersuchen ob Dexamethason zum beschleunigten Abbau der SOCS3 mRNA
flhrt, wurden pulse chase Experimente durchgefiihrt. Abb. 4.7 B zeigt, dass die Halblebenszeit der

SOCS3 mRNA in HepG2 Zellen jedoch nicht durch Dexamethason beeinflusst wird.

Da Glukokortikoide keinen Einfluss auf die friihen Syntheseschritte des SOCS3 Proteins haben, wurde
untersucht, ob Dexamethason die Degradation des SOCS3 Proteins beeinflusst. Die Degradation von
Muskelproteinen (Myopathie) ist eine bekannte Nebenwirkung einer Glukokortikoid Therapie (siehe
(193) zur Ubersicht) und wird u.a. durch den Ubiquitin-abhangigen proteasomalen Abbau von a-Aktin

vermittelt (194). Im Gegensatz zu Aktin wird SOCS3 jedoch nicht Glukokortikoid-abhangig proteaso-
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mal abgebaut (siehe Abb. 4.7 A). Zusatzlich zeigen Abb. 4.7 B und C, dass Glukokortikoide weder den

Proteasom-unabhangigen Abbau von exogenem noch von endogenem SOCS3 induzieren.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass Dexamethason weder die Schritte, die zur SOCS3 mRNA
Transkription flihren, inhibiert noch den Abbau der SOCS3 mRNA oder des SOCS3 Proteins induziert
(Abb. 5.4).

gp130 I—Rezeptc)(xpression

(Y]
y w I— FruheSTAT%hosphorylierung

STAT

Y,
/ l— STAT3 KerXTansIokation

Abbau dep§OCSIMRNA  ——] | SOCS3 mRNA
\ Mechanismus der

SOCS3 Promgor Aktivitat —| SOCS3G)6 Expression I— Reduktion der SOCS3
Expression

Abb. 5.4. Einfluss von Dexamethason auf die SOCS3 Synthese und Degradation Dexamethason reduziert we-
der die Schritte, die zur SOCS3 mRNA Transkription flihren, noch den Abbau der SOCS3 mRNA oder des SOCS3
Proteins.

5.2.7. Induziert Dexamethason die Expression von miRNAs?

Die durch Dexamethason vermittelte Verstarkung der Akut-Phase Reaktion ist abhdngig von der Glu-
kokortikoid-induzierten Transkription von Zielgenen (Transaktivierung). Die Synthese eines noch un-
bekannten Zielgens fihrt zur Reduktion der SOCS3 Konzentration ohne die Synthese der SOCS3
mMRNA oder die Degradation der SOCS3 mRNA bzw. des SOCS3 Protein zu beeinflussen. Ein moglicher
Mechanismus der Transkriptions- und Degradations-unabhangigen Regulation der Konzentration
eines Proteins ist die miRNA-vermittelte Unterdriickung der Translation. MiRNas sind kurze, nicht
kodierende RNA Molekiile, die die Expression von mehr als 30 % aller Gene regulieren, indem sie an
den 3’UTR der mRNA ihrer Zielgene binden. Diese Bindung kann zum einen den Abbau der mRNA
induzieren oder ihre Translation unterdriicken (siehe (195) zur Ubersicht). Da die Konzentration der
SOCS3 mRNA nicht durch Glukokortikoide reduziert wird (siehe Abb. 4.6), kann jedoch ausgeschlos-

sen werden, dass sie durch die Bindung von miRNAs Dexamethason-abhangig degradiert wird.
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Die Analyse des murinen SOCS3 3’UTR mit dem targetscan Algorithmus (196) (Abb. 5.5) zeigt, dass
eine groRe Anzahl putativer miRNA Bindestellen vorhanden sind. Es ist noch unbekannt ob eine oder
mehrere dieser miRNAs durch Glukokortikoide induziert werden. In der Literatur sind bis heute ge-
gensatzliche Effekte zur Glukokortikoid-induzierten Synthese von miRNAs beschrieben. Die Expressi-
on von miRNAs ist bei Asthmapatienten (197) und in einem Asthma Tiermodell (198) nicht durch
Glukokortikoide beeinflusst. Smith et al. zeigen sogar eine globale Reduktion der miRNA Synthese
durch Stimulation mit Glukokortikoiden (103). Im Gegensatz dazu konnte in Patienten mit akuten
Leukamien eine Glukokortikoid-induzierte Synthese von miRNAs nachgewiesen werden (199). lzzotti
et al. zeigen, dass das synthetische Glukokortikoid Budesidon die Expression von miRNAs in murinen
Hepatozyten auslost (200). Es ist daher moglich, dass auch Dexamethason die Synthese von miRNAs

in Hepatozyten induziert.

Die Analyse der Glukokortikoid-vermittelten Synthese von miRNAs und ihrem Einfluss auf die Akut-
Phase Reaktion wird in der Zukunft helfen die molekularen Mechanismen der verstarkten Akut-Phase
Reaktion zu verstehen. Die Bedeutung von miRNAs in der Induktion der Akut-Phase Reaktion wurde
kirzlich von Brock et al. beschrieben (201). Sie zeigen, ohne die Funktion von Glukokortikoiden zu
untersuchen, dass die Expression von miRNAs die Expression des STAT3 Inhibitors PIAS3 reduziert

und so die IL-6-induzierte Expression von Akut-Phase Proteinen verstarkt.

Muriner SOCS3 3¢ UTR (1465 bp)
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Abb. 5.5 Potentielle miRNA Bindestellen im murinen SOCS3 3’UTR Die Analyse der SOCS3 UTRs erfolgte mit
dem targetscan Algorithmus (196).
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5.3. Systembiologische Analyse der Funktion von SHP2

Wahrend in der spaten IL-induzierten Signaltransduktion SOCS3 und SHP2 exprimiert werden, wird in
der friihen IL-6-induzierten Signaltransduktion nur SHP2 exprimiert. Um die Regulation der Signalt-
ransduktion durch SHP2 zu verstehen, wurde im zweiten Teil dieser Arbeit ein identifizierbares, pra-
diktives Differentialgleichungsmodell der frithen IL-6-induzierten Jak/STAT Signaltransduktion entwi-
ckelt. Hierzu wurde ein iterativer Zyklus der Generation experimenteller Daten und identifizierbar-

keitsbasierter Modellmodifikation durchlaufen.
5.3.1. Etablierung standardisierter experimenteller Bedingungen

Die Identifizierung eines mathematischen Modells bedarf quantitativer, dynamischer, experimentell
generierter Daten mit geringen Schwankungen (siehe (202) zur Ubersicht). Um das Schwanken biolo-
gischer Daten zu reduzieren, ist es notwendig standardisierte Zellsysteme und standardisierte expe-
rimentelle Bedingungen zu definieren (z.B. (150, 203)). In dieser Arbeit wurden daher zundchst HEK
Zellen etabliert, die stabil gp80 exprimieren (siehe Abb. 4.14). Der Einsatz einer Zelllinie bietet ge-
genliber primaren Zellen mehrere Vorteile. Erstens wird jedes Experiment mit genetisch identischen
Zellen durchgefiihrt, zweitens ist eine genetische Manipulation der Zellen, z.B. ein knockdown mit
siRNA (siehe Abb. 4.37), moglich. Um die Reproduzierbarkeit der Experimente zu erhéhen, wurden
weiterhin standardisierte experimentelle Bedingungen definiert (siehe Abb. 4.15). Durch den Einsatz
dieser standardisierten Bedingungen war es moglich, die Dynamik der Aktivierung und die Stochio-
metrie der Signalmolekiile des Jak/STAT Signalweges mit geringen Standardabweichungen zu be-

stimmen.

5.3.2. Die Stochiometrie des Jak/STAT Signalweges

Bei der Modellierung von Signaltransduktionsereignissen mit gewoéhnlichen Differentialgleichungen
wird angenommen, dass die Zelle einem gleichmaRig durchmischten ReaktionsgefaR entspricht. So-
mit kann die raumliche Verteilung und die Diffusion einzelner Molekile vernachldssigt werden. Das
Volumen einer HEK-gp80 Zelle und somit des Reaktionsgefalles entspricht ca. 0,5 pl (siehe Kapitel
4.2.5). Das Volumen eukaryontischer Zellen variiert stark je nach Zelltyp und betrdgt zum Beispiel bei
erythropoietischen Vorlauferzellen ca. 0,4 pl (145) und bei primdren murinen Hepatozyten ca. 13 pl
(204). HEK-gp80 Zellen gehdren daher zu den kleineren eukaryontischen Zellen, so dass die Vernach-
lassigung der Diffusion einzelner Molekiile auch durch die geringe GréRe der Zelle begriindet werden
kann. Im Gegensatz dazu kann bei der mathematischen Modellierung groRer Zellen mit partiellen

Differentialgleichungen die Diffusion oder der Transport einzelner Molekiile bertcksichtigt werden.

HEK-gp80 Zellen exprimieren ca. 870 Molekile gp130 und ca. 87.250 Molekile gp80 auf ihrer Ober-
flache (siehe Tabelle 4.2 in Kapitel 4.2.5.2). Die Anzahl von gp130 auf HEK-gp80 Zellen entspricht ca.
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der Expression von gp130 auf HepG2 Zellen. HepG2 Zellen exprimieren 1200 (205) bis 2000 (206)
Molekiile gp130. Die Anzahl von gp80 auf HepG2 Zellen wurde indirekt von Baumann et al. (207)
bestimmt. Sie weisen zwei IL-6 Rezeptor Populationen nach. 5000 Rezeptoren binden IL-6 mit einer
geringen Affinitat, wahrend ca. 450 Rezeptoren IL-6 mit hoher Affinitat binden. Die Interaktion von
IL-6 und gp80 ist zundchst instabil, erst die Ausbildung eines Komplexes aus IL-6, gp80 und gp130
stabilisiert die Bindung von IL-6 (208). Somit entsprechen die 5000 niedrig affinen Rezeptoren der
Anzahl von gp80 auf der Zelle, wahrend hochaffine Rezeptoren Komplexen aus IL-6, gp130 und gp80
entsprechen. Diese Daten zeigen, dass HepG2 Zellen, die endogen gp80 exprimieren, ebenso wie
HEK-gp80 Zellen deutlich mehr gp80 als gp130 auf ihrer Oberflache exprimieren. Da Jakl konstitutiv
mit gp130 assoziiert ist (25), kann der Komplex aus gp130 und Jakl als Rezeptortyrosinkinase inter-
pretiert werden (209). Da die Anzahl von Jak1 in der Zelle deutlich gréRer ist als die Anzahl von gp130
(204), wurde zur Modellierung angenommen, dass jedes gp130 mit Jak assoziiert ist. Die Anzahl von

Jak1l-gebundenem gp130 entspricht somit 870 Molekullen/Zelle.

Die Konzentration von STAT3 in HEK-gp80 Zellen betragt 216 + 72 nM (siehe Tabelle 4.2 in Kapitel
4.2.5.2). Dies entspricht ca. 74.000 Molekdlen pro Zelle. Die in der Literatur beschriebene Anzahl von
STAT3 in primdren murinen Hepatozyten schwankt zwischen 222.000 (204) und 750.000 (203). Es ist
jedoch zu bedenken, dass Hepatozyten deutlich groRRer sind als HEK-gp80 Zellen. Erythropoietischen
Vorlauferzellen, die in ihrem Volumen ca. HEK-gp80 Zellen entsprechen, exprimieren ca. 20.000 Mo-

lekiile STATS (145).

HEK-gp80 Zellen exprimieren 222 + 62 nM SHP2 (siehe Tabelle 4.2 in Kapitel 4.2.5.2). Dies entspricht
ca. 72.000 Molekulen/Zelle. In der Literatur ist bisher keine absolute Quantifizierung von SHP2 be-
schrieben. Die Anzahl der mit SHP1 verwandten Phosphatase SHP1 pro Zelle schwankt in verschiede-

nen Zelltypen zwischen 8.500 (145) und 800.000 (210) Molekiilen.

Die deutlichen Unterschiede in der Expression von gp130, gp80, STAT3 und SHP2 in verschiedenen
Zelltypen zeigen, dass fir eine aussagekraftige Parameterschatzung quantitative Daten nicht zwi-
schen verschiedenen Zelltypen und Signalmolekiilen libertragbar sind und daher fiir jedes Zellmodell

neu bestimmt werden mussen.
5.3.3. Die Dynamik der Aktvierung des Jak/STAT Signalweges

Neben der Quantifizierung der absoluten Konzentration von gp130, gp80, STAT3 und SHP2 wurde die

Dynamik des friihen Jak/STAT Signalweges nach Stimulation mit IL-6 quantitativ untersucht.

Die Stimulation von HEK-gp80 Zellen mit 200 U/ml IL-6 resultiert in einem linearen Anstieg der Bin-
dung von IL-6 an die Zelloberflache (siehe Abb. 4.25). Obwohl auf jeder HEK-gp80 Zelle durch die

hohe Expression von gp80 87.000 Bindestellen fiir IL-6 zur Verfligung stehen, binden nach 6-
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minUtiger Stimulation mit 0,95 nM IL-6 nur ca. 1000 IL-6 Molekiile an die Zelle. Dies entspricht in
etwa der Anzahl von gp130 Molekilen auf der Zelloberflache. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die niedrig affine Interaktion von gp80 und IL-6 sehr transient ist, wahrend die hoch affine Inter-
aktion des Komplexes aus gp80, IL-6 und gp130 eine feste Bindung von IL-6 an den Rezeptorkomplex

ermoglicht (208). (Abb. 5.6).

Nach dem Abwaschen von IL-6 nimmt die Konzentration von IL-6 an der Zelloberflache ab. Bis zum
Ende des Experimentes bindet IL-6 jedoch an ca. 20 % der Rezeptoren. Das Abwaschen des Stimulus
resultiert auf zelluldrer Ebene somit nicht in einem Alles-oder-Nichts Puls, sondern in einer graduel-

len Anderung der Bindung von IL-6 an den Rezeptorkomplex.

Instabiler Komplex aus
IL-6, gp80 und gp130

Stabiler Komplex aus
IL-6, gp80 und gp130

Abb. 5.6 Interaktion von IL-6 mit gp80 und gp130 IL-6 bindet mit niedriger Affinitdt an gp80, der Komplex aus
IL-6 und gp80 ist daher instabil. Der Komplex aus IL-6, gp80 und gp130 ist stabil

Die Bindung von IL-6 an den Rezeptorkomplex induziert die Aktivierung von Januskinasen und die
anschlieRende Phosphorylierung von Jakl und gp130. Abb. 4.19 zeigt, dass sich die Dynamik der
Phosphorylierung von gp130 und Jak1 nicht unterscheidet. Daher diente die Phosphorylierung von
Jakl als Indikator fir die Rezeptoraktivierung. Der bei der Parameterschitzung ermittelte Skalie-
rungsparameter scaleJak ermoglicht bei der Modellierung die Umrechnung von relativen experimen-
tell generierten Daten in absolute Konzentrationen (siehe Abb. 4.30). Nach der Parameterschatzung
kdénnen vice versa mit scaleJak relative biologische Daten in absolute Konzentrationen umgerechnet
werden. Flr Experimentsatz | betrdgt scaleJak 2,2 (siehe Abb. 4.41 B). Die maximale Phosphorylie-
rung von Jakl betrdgt in Abb. 4.26 ca. 6 a.u. Nach der Umrechnung mit scaleJak ergibt sich, dass ca.
75 % der Rezeptoren phosphoryliert sind (Abb. 5.7). Auch in Experimentsatz Il werden ca. 70 % der
Rezeptoren aktiviert (siehe Abb. 4.38 B und scaleJak2 in Abb. 4.42 B). Im Gegensatz dazu induziert in
primdren Hepatozyten die Stimulation mit der gleichen IL-6 Konzentration die Aktivierung von weni-

ger als 10 % der gp130 Molekiile (204). Der Unterschied zwischen den Zelltypen kénnte in der hohen
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Expression von gp80 auf HEK-gp80 Zellen begriindet sein, die die Ausbildung vieler aktiver Rezeptor-

komplexe fordert.
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Abb. 5.7 Aktivierung des Rezeptors Dargestellt ist der beste Fit der Phosphorylierung von Jak1 in Experiment-
satz | (siehe Abb. 4.26) mit M®. Die relativen Daten wurden mit scaleJak in absolute Konzentrationen umge-
rechnet und auf die Anzahl von gp130 bezogen.

IL-6 induziert in HEK-gp80 Zellen eine sehr schnelle und starke Phosphorylierung von STAT3. Nach
sieben Minuten sind nahezu alle STAT3 Molekiile phosphoryliert (siehe Abb. 4.27). Diese schnelle
Aktivierung von STAT3 ist besonders hervorzuheben, da die Anzahl aktivierter Rezeptoren ca. 100 x
geringer ist, als die Anzahl an STAT3 Molekiilen. In primdren murinen Hepatozyten, in denen das
Verhaltnis aktivierter Rezeptoren zu STAT3 Molekiilen 1:350 betragt, ist die Zeitspanne bis zur maxi-
malen Phosphorylierung ca. 10 min langer und es werden maximal 20 % der STAT3 Molekile phos-
phoryliert (204). Das Verhaltnis zwischen aktivierten Rezeptoren und verfiigbaren STAT3 Molekilen

scheint somit die Geschwindigkeit und die Hohe der maximalen Phosphorylierung zu beeinflussen.

Im Gegensatz zu STAT3 wird SHP2 im analysierten Zeitraum nicht vollstandig phosphoryliert (siehe
Abb. 4.28), obwohl die Konzentration von STAT3 und SHP2 in der Zelle nahezu identisch ist (siehe
Tab. 4.2 in Kapitel 4.2.5.2). STAT3 und SHP2 werden jedoch unterschiedlich an gp130 rekrutiert.
Wahrend STAT3 (lber die Assoziation mit vier phosphorylierten Tyrosylresten an gp130 rekrutiert
werden kann (28), interagiert SHP2 nur mit phosphoryliertem Y759 in gp130 (155). Die grofRere An-
zahl der Bindungsstellen kénnte die Rekrutierung von STAT3 an den Rezeptor erleichtern und in einer
starkeren Phosphorylierung resultieren. Da SHP2 die phosphorylierten Tyrosylreste in ihrer C-
terminalen Region selbst dephosphorylieren kann (43), ist die geringere Konzentration phosphory-
lierter SHP2 Molekiile jedoch auch durch Autodephosphorylierung zu erklaren. Die Autophosphory-
lierung von SHP2 kann haufiger stattfinden als die Dephosphorylierung von STAT3, da die De-
phosphorylierung von STAT3 eine Interaktion von STAT3 mit einer Phosphatase voraussetzt, wahrend

phosphorylierte SHP2 sich direkt dephosphorylieren kann. Zusammengefasst kann die geringere Kon-
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zentration phosphorylierter SHP2 Molekiile sowohl durch eine reduzierte Phosphorylierung als auch

durch eine starke Dephosphorylierung erklart werden.

Die quantitative Analyse der IL-6-induzierten Jak/STAT Signaltransduktion zeigte den komplexen Zu-
sammenhang zwischen der Stochiometrie der einzelnen Signalmolekiile und der Dynamik ihrer Akti-
vierung. Die identifizierbarkeitsbasierte Modellmodifikation ermdéglichte im Folgenden die Definition

von Reaktionen, die essentiell fur diese Dynamik sind.
5.3.4. Die Assoziation von IL-6 mit gp80 ist essentiell fiir die friihe Signaltransduktion

Die identifizierbarkeitsbasierte Modellmodifikation zeigte zunachst die Bedeutung der schrittweisen

Rezeptorassemblierung fir die friihe IL-6-induzierte Signaltransduktion.

Im Ausgangsmodell M° wurden die IL-6 Rezeptorkomplexe vereinfacht durch gp130 reprasentiert
(siehe Kapitel 4.2.3). Da gp130 im Vergleich zu gp80 sehr gering exprimiert wird (siehe Tabelle 4.2 in
Kapitel 4.2.5.2), wurde angenommen, dass die Anzahl an gp130 begrenzend fiir die Ausbildung akti-
ver Rezeptorspezies ist. M® konnte die experimentell generierten Daten jedoch nicht wiedergeben
(siehe Abb. 4.31), so dass die Spezies gp80 in das Modell eingefiihrt werden musste. Das bedeutet,
dass die Konzentration von gp80 auf der Zelloberflache essentiell fiir die Rezeptorassemblierung und
die Dynamik der anschliefenden Signaltransduktion ist. Die sehr grolRe Anzahl an gp80 Molekiilen auf
der Oberflache von HEK-gp80 Zellen kann jedoch die Ausbildung stabiler Komplexe mit gp130 for-
dern, indem zu jedem Zeitpunkt instabile Komplexe aus gp80 und IL-6 existieren, die mit gp130 asso-

ziieren kénnen (siehe Abb. 5.6).

Uber die Reihenfolge der Assoziation des hexameren IL-6-Rezeptorkomplexes gibt es in der Literatur
zwei Hypothesen. Beide beginnen mit der Dimerisierung von IL-6 und gp80. Boulanger et al. (211)
postulieren die anschlieRende Formation eines trimeren Komplexes aus je einem IL-6/gp80 Dimer
und einem gp130 Monomer. Je zwei trimere Komplexe assoziieren schlieRlich zum hexameren Kom-
plex (Abb. 5.8 A). Im Gegensatz dazu zeigen Schroers et al. (166) basierend auf Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie, dass das Dimer aus IL-6 und gp80 mit einem vorgeformten gp130 Dimer
zu einem Tetramer interagiert. Das Tetramer reagiert bei hohen IL-6 Konzentrationen mit einem wei-
teren IL-6/gp80 Dimer zum aktiven Hexamer (Abb. 5.8 B). Die Darstellung der Rezeptorassemblierung
in dieser Arbeit entspricht der aktuellen Hypothese von Schroers et al. (166). Die Spezies gp80 assozi-
iert mit IL zu gp80_IL. Die Komplexe aus gp80 und IL-6 assoziieren mit einem vorgeformten Rezep-

tordimer gp130 zu R_IL (siehe Abb. 4.32).

Singh et al. (212) bilden hingegen in einem mathematischen Modell der IL-6-induzierten Signaltrans-
duktion die Assemblierung des IL-6 Rezeptorkomplexes nach Boulanger et al. (211) ab. Sie analysie-

ren jedoch nicht, ob das von ihnen prasentierte Modell auch ohne gp80 valide ware. Die mathemati-
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sche Modellierung des IL-6-induzierten Jak/STAT Signalweges in Hepatozyten kann, wie in M ange-
nommen, ohne die Darstellung von gp80 erfolgen (144, 204). Diese Modelle fokussieren jedoch ge-

nau wie Singh et al. (212) nicht auf die friihe IL-6-induzierte Signaltransduktion.

Durch die Fokussierung auf die initiale Aktivierung des Jak/STAT Signalweges zeigt diese Arbeit zum
ersten Mal mit systembiologischen Methoden, dass die schrittweise Assemblierung eines vollstandi-

gen Rezeptorhexamers essentiell fir die Dynamik der friihen IL-6-induzierten Signaltransduktion ist.

A[211]
.
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+@->0 + [ 2>2 0 >
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A[166]
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$ ¥
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Abb. 5.8. Zwei Méglichkeiten der Rezeptorassemblierung (verdandert nach (166)) In beiden Fallen bindet IL-6
zunédchst an gp80. A) Boulanger et al. (211) beschreiben die Ausbildung von zwei IL-6, gp80, gp130 Komplexen,
die anschlieBend dimerisieren. B) Schroers et al. (166) beschreiben, dass zunéchst ein Komplex aus einem IL-
6/gp80 Komplex und einem vorgeformten gp130 Dimer entsteht, der dann mit einem zweiten IL-6/gp80 Kom-
plex interagiert.

5.3.5. Die Dimerisierung von STAT3 ist essentiell fiir die friihe Signaltransduktion

Die identifizierbarkeitsbasierte Modellmodifikation zeigte neben der Bedeutung der Rezeptor-
assemblierung, die Bedeutung der Dimerisierung von STAT3 fir die frihe IL-6-induzierte Signaltrans-

duktion.

In M° bis M? wird die Spezies STAT3 als vorgeformtes Dimer abgebildet, welches am dimeren Rezep-
torkomplex phosphoryliert wird (siehe Kapitel 4.2.3). Der Parameter kf7, welcher die Phosphorylie-
rung von dimerem STAT3 beschreibt, erreichte bei der Schatzung jedoch die Intervallschranken des
Parameterraums (siehe Kapitel 4.2.9.3). Die Phosphorylierung eines dimeren STAT Molekils wére
demnach unbestimmbar schnell. Dies spiegelt die groRe Differenz zwischen der Anzahl an gp130 und
STAT3 Molekilen (siehe Tab. 4.2 in Kapitel 4.2.5.2), sowie die nahezu vollstandige Phosphorylierung
von STAT3 durch wenige gp130 wieder (siehe Abb. 4.27). Um die Dynamik der STAT3 Aktivierung mit
dem Modell wiederzugeben, wurde in M? eine strukturelle Anderung im Modell vorgenommen (siehe

Abb. 4.34). An einen dimeren, aktiven Rezeptorkomplex bindet zun&chst ein monomeres STAT3 Mo-
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lekil. Die Bindung und Phosphorylierung eines zweiten STAT Molekdls induziert die Dimerisierung
von STAT3 sowie die anschlieBende Dissoziation des STAT Dimers. Demnach verstarkt die hohe Kon-
zentration unphosphorylierter, monomerer STAT Faktoren die Ausbildung von aktiviertem dimeren
STAT und ermoglicht somit die Aktivierung einer groBen Anzahl von STAT3 Molekiilen durch wenige
Rezeptoren. Die Dimerisierung von STAT3 ist daher essentiell fur die frihe Dynamik der IL-6-

induzierten Signaltransduktion.

Diese Ergebnisse werden durch Literaturdaten gestiitzt. Obwohl STAT3 im unstimulierten Zustand
dimerisiert sein kann (35, 213), ist die Stabilitdt des unphosphorylierten STAT3 Dimers gering (214).
Der Aufbau des unphosphorylierten STAT3 Dimers unterscheidet sich weiterhin deutlich von dem
Aufbau des phosphorylierten STAT3 Dimers. Die Dimerisierung unphosphorylierter STAT3 Molekiile
erfolgt unter Beteiligung der N-terminalen Domane und der SH2-Doméne (34, 215). Im Gegensatz
dazu erfolgt die Dimerisierung von phosphoryliertem STAT3 durch eine Interaktion der phosphory-
lierten Y705 mit den SH2-Domanen (216). Neueste Ergebnisse zeigen zusatzlich, dass die Ausbildung
unphosphorylierter Dimere keine Voraussetzung fiir die Ausbildung von phosphorylierten Dimeren
ist (34). Die Ergebnisse dieser Arbeit implizieren, dass vorgeformte STAT3 Dimere die Aktivierung von
STAT3 sogar verlangsamen konnten, da die schnelle Phosphorylierung von STAT3 durch das Vorhan-

densein von monomeren STAT3 Faktoren getrieben wird.

Es ist daher interessant zu untersuchen, ob die Dynamik der Aktivierung von STAT3 Mutanten, die

keine unphosphorylierten Dimere ausbilden kénnen, verandert ist.

5.3.6. Die Phosphorylierung von SHP2 ist nichtlinear

Die identifizierbarkeitsbasierte Modellmodifikation zeigte als dritte essentielle Eigenschaft der frilhen

IL-6-induzierten Signaltransduktion die Nichlinearitat der SHP2 Phosphorylierung auf.

In HEK-gp80 Zellen induziert ein 6-mindtiger Puls mit IL-6 eine Phosphorylierung von 60 % der SHP2
Molekiile (siehe Abb. 4.28). Ein 40 %iger knockdown von SHP2 verhindert die Phosphorylierung von
SHP2 nahezu vollstindig (siehe Abb. 4.38 D). Um diesen nichtlinearen Zusammenhang zwischen der
Anzahl von SHP2 Molekiilen und dem Grad der IL-6-induzierten Phosphorylierung von SHP2 mit dem
Model abzubilden, wurde in M°® ein positiver feedback von phosphorylierter SHP2 auf die Phosphory-
lierung von SHP2 eingefiihrt (siehe Abb. 4.41). Die Nichtlinearitdt der Phosphorylierung von SHP2
kann durch die Interaktion von SHP2 mit gp130 erklart werden (42), die ein prototypisches Beispiel
fir die Komplexitat der Interaktion zwischen Signalproteinen mit multiplen Doméanen ist. Die Bindung
an Y759 in gp130 kann sowohl {iber die N- als auch Uber die C-terminale SH2 Domé&ne von SHP2 er-
folgen. Zusatzlich kann die PTP Domane von SHP2 an ihre potentiellen Substrate die phosphorylier-

ten Tyrosylreste Y759, Y767, Y814, Y905 und Y915 in gp130 binden. Weiterhin stehen in einem akti-
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vierten Rezeptordimer zwei phosphorylierte Y759 als Bindungspartner fiir die zwei SH2-Domanen
und zweimal finf phosphorylierte Tyrosylreste als Bindungspartner fiir die PTP zur Verfligung. Barua
et al. (50) haben diese Interaktionen in einem kinetischen Modell analysiert und zeigen Gber 1000
mogliche Interaktionskombinationen, die in einer nichtlinearen Phosphorylierung von SHP2 resultie-

ren konnen.

5.3.7. SHP2 ist kein friiher feedback Inhibitor

Neben der Definition von Reaktionen, die essentiell fiir die Dynamik der frilhen IL-6-induzierten Sig-
naltransduktion sind, stand die Funktion von SHP2 in der frilhen IL-6-induzierten Jak/STAT Signal-

transduktion im Mittelpunkt der Modellanalyse.

Da SHP2 konstitutiv exprimiert wird, kdnnte sie, im Gegensatz zu den SOCS3 Proteinen, die erst in
der spaten Signaltransduktion exprimiert werden, als friher feedback Inhibitor der IL-6-induzierten
Signaltransduktion wirken. Yamada et al. zeigen jedoch an einem mathematischen Modell, dass SHP2
keinen Einfluss auf die Jak/STAT Signaltransduktion hat (57). Im Gegensatz dazu zeigen verschiedene
qualitative Studien, dass SHP2 die Phosphorylierung von gp130, Jak1 und STAT3 reduzieren kann (40,
43) und aktivierende pathogene SHP2 Mutanten mit einer reduzierten STAT3 Phosphorylierung asso-
ziiert werden (56). Um diesen Konflikt zu I6sen wurde in dieser Arbeit basierend auf einem identifi-
zierbaren mathematischen Modell der Einfluss von SHP2 auf die friihe IL-6-induzierte Signaltransduk-
tion untersucht. Das hier prasentierte Modell ist die einzige systembiologische Arbeit, die die Resul-
tate der Strukturanalyse von SHP2 mit in die Modellierung einflieBen ldsst (44-46). Die Strukturanaly-
se zeigt, dass die IL-6-induzierte Phosphorylierung von SHP2 an Y542 und Y580 die intramolekulare
Interaktion der phosphorylierten Tyrosine mit den zwei SH2 Doméanen in SHP2 bewirkt (siehe Abb.
1.3). Diese intramolekulare Interaktion verhindert die Interaktion von SHP2 mit dem phosphorylier-
ten Y759 in gp130 und resultiert in der Dissoziation von SHP2 vom aktivierten Rezeptor. Folglich be-
findet sich phosphorylierte SHP2 nicht in raumlicher Nahe des aktiven Rezeptors und kann nicht als

Inhibitor wirken (Abb. 5.9).
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Abb. 5.9 Phosphorylierte SHP2 kann nicht an Y759 in gp130 binden

Im Gegensatz dazu bilden Raia et al. (217) die zu SHP2 homologe Phosphatase SHP1 als konstitutiv
aktiven Inhibitor der IL-13-induzierten JAK/STAT Signaltransduktion ab. Sie bilden somit weder die
Aktivierung von SHP1 durch die Interaktion der N-terminalen SH-Doméane mit phosphorylierten Tyro-
sylresten anderer Molekile (218) noch die Aktivierung durch die Interaktion der SH2-Domanen mit
den phosphorylierten Y536 und Y564 im C-terminalen Bereich von SHP1 ab (219). Bachmann et al.
(145) sowie Yamada et al. (57) und die auf (57) basierenden Arbeiten (141, 212, 220) bilden SHP1
bzw. SHP2 als klassische, posttranslational aktivierte feedback Inhibitoren ab. Die Phosphorylierung
von SHP1 bzw. SHP2 aktiviert ihre Phosphatasefunktion. Im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit entwi-
ckelten Modell ist somit in (57, 145) die phosphorylierte und nicht die unphosphorylierte SHP2 ein

Inhibitor der Zytokin-induzierten Signaltransduktion.

In HEK-gp80 Zellen sind zum Zeitpunkt der maximalen Phosphorylierung ca. 40 % der SHP2 Molekiile
unphosphoryliert (siehe Abb. 4.28). Da ca. 100 x mehr SHP2 Molekile exprimiert werden, als gp130
(siehe Tabelle 4.2 in Kapitel 4.2.5.2) konnte jedes gp130 Molekil durch eine unphosphorylierte SHP2
inhibiert werden. Die schrittweise identifizierbarkeitsbasierte Modellmodifikation zeigte jedoch, dass
SHP2 kein friiher feedback Inhibitor der IL-6-induzierten Signaltransduktion ist (siehe Kapitel 4.2.9.4
und 4.2.13.3). Die Bindung von SHP2 an gp130 resultiert jedoch nicht nur in der Inhibition der
JAK/STAT Signaltransduktion, sondern auch in der Aktivierung der MAPK Kaskade (Abb. 5.10, siehe
(16) zur Ubersicht). An Y759 gebundenes SHP2 rekrutiert den Grb2-SOS Komplexes an gp130 (221).
Die Rekrutierung des Grb2-SOS Komplex resultiert in der Aktivierung von Ras, welches wiederum die
Ras-Raf-MAPK Kaskade aktiviert. Weiterhin kann an Y759 bindendes SHP2 mit Gab1 interagieren und
so zur Aktivierung der MAPK Kaskade beitragen (222). Bis heute ist der genaue Mechanismus der
Aktivierung der MAPK Kaskade und die genaue molekulare Funktion von SHP2 in diesem Ablauf un-
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bekannt. Es ist jedoch moglich, dass die Interaktion von SHP2 mit Grb2 oder Gab1 sterisch verhin-

dert, dass SHP2 als friiher feedback Inhibitor der Jak/STAT Signaltransduktion dient.

Aktivierung der MAPK Inhibition des
Kaskade Jak/STAT Signalweges

Abb. 5.10 Die Bindung von SHP2 an Y759 resultiert in der Aktivierung der MAPK Kaskade und der Inhibition
der Jak/STAT Signaltransduktion

Wahrend in dieser Arbeit eindeutig belegt wurde, dass SHP2 kein friher feedback Inhibitor der IL-6-
induzierten Jak/STAT Signaltransduktion ist, zeigen viele experimentelle Arbeiten, dass ein knock-
down oder die Inhibition von SHP2 eine verstirkte Zytokin-induzierte Jak/STAT Signaltransduktion

auslost (z.B. (43, 223)).

Diese Studien untersuchen jedoch nicht die Dynamik der friihen Zytokin-induzierten Signaltransduk-
tion, sondern die Aktivierung des Signalweges zu spateren Zeitpunkten. Es ist moglich, dass SHP2 zu
spateren Zeitpunkten zur Beendigung der Jak/STAT Signaltransduktion beitragt. In diesem Fall wiirde
SHP2 gemeinsam mit SOCS3 als spater Regulator der IL-6-induzierten Signaltransduktion wirken.
Wahrend SOCS3 durch die Inhibition von Jakl die Phosphorylierung weiterer Signalmolekiile verhin-
dert (67), konnte SHP2 die bereits phosphorylierten Signalmolekiile dephosphorylieren. SOCS3 und
SHP2 binden jedoch beide an das phosphorylierte Y759 in gp130 (43, 60). De Souza et al. zeigen, dass
die Affinitat von SOCS3 an gp130 starker ist als die Affinitdt von SHP2 an Y759 (224). SHP2 kénnte
daher durch SOCS3 vom Rezeptor verdrdangt werden. Es ist jedoch zu beachten, dass SHP2 unabhan-
gig von der Interaktion mit Y759 in gp130 an Jakl (51) und STAT3 (52) binden kann. In diesem Fall
kdnnte SHP2 als spater Negativregulator der Jak/STAT-Signaltransduktion dienen, ohne an Y759 in
gp130 zu binden. Da die Halblebenszeit von SOCS3 sehr kurz ist (225) und die Expression des SOCS3
Proteins nach Stimulation mit IL-6 oszillieren kann (60, 143), ist es zusatzlich moglich, dass SHP2 an

Y759 bindet wenn die Expression von SOCS3 gering ist.

Zusammengefasst zeigt diese Arbeit, dass es die Kombination quantitativer experimentell generierter
Daten und identifizierbarkeitsbasierter Modellmodifikation ermdglicht neue biologische Aussagen zu
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generieren. Dazu ist es jedoch notwendig identifizierbare Modelle zu entwickeln. Da grol’e Modelle
haufig nicht identifizierbare Parameter beinhalten (139), missen zunachst kleine, identifizierbare
Module eines Signaltransduktionsweges generiert werden. An Hand dieser kleinen Modelle kdnnen,
wie in dieser Arbeit gezeigt, essentielle Charakteristika eines Signalweges aufgedeckt werden. In der
Zukunft kann ausgehend von dem kleinen identifizierbaren Modell M2 eine Erweiterung erfolgen, die
z.B. die spate IL-6-induzierte Signaltransduktion und das Gleichgewichts zwischen MAPK Kaskade und
Jak/STAT Signaltransduktion darstellt. Dieser Ansatz kann helfen die Pathogenese von Krankheiten zu
verstehen, die durch ein Ungleichgewicht zwischen MAPK Kaskade und Jak/STAT Signaltransduktion

entstehen kdnnen (226).
5.3.8. SHP2 ist ein basaler Repressor

Neben der systembiologischen Analyse der Funktion von SHP2 in der IL-6-induzierten Signaltransduk-
tion erfolgte in dieser Arbeit eine experimentelle Analyse der Funktion von SHP2 in Abwesenheit von
IL-6. Der knockdown von SHP2 resultiert in einer basalen Phosphorylierung von STAT3, die linear mit
steigender SHP2 knockdown Effizienz auf bis zu 20 % der STAT3 Gesamtmenge ansteigt (siehe Abb.
4.45). SHP2 unterdriickt somit als basaler Repressor eine Liganden-unabhidngige Aktivierung des

Jak/STAT Signalweges (siehe Abb. 5.11).

Diese Ergebnisse stimmen mit Lehmann et al. (43) (iberein. Die Expression dominant negativer SHP2
induziert neben einer verstirkten spaten IL-6-induzierten Jak/STAT Signaltransduktion auch eine
basale Phosphorylierung von gp130, Jakl und STAT3. In (43) wurde diese basale Aktivierung jedoch
weder adressiert noch quantifiziert. Die basale Phosphorylierung von Jakl impliziert, dass Jakl eine
basale Aktivitat besitzt, die durch die konstitutive Anwesenheit von SHP2 unterdriickt wird. Neben
Jak1 kann STAT3 jedoch auch durch andere Mitglieder der Jak-Familie oder Mitglieder der src Kinase
Familie aktiviert werden (siehe (16) zur Ubersicht). Diese kénnten ebenfalls zur basalen Aktivierung

der Jak/STAT Signaltransduktion beitragen.

Interessanterweise ist in SHP2 defizienten Hepatozyten keine basale Phosphorylierung von STAT3
detektierbar (227). Es ist jedoch moglich, dass in der Leber, die das primare Zielorgan von IL-6 ist,
mehrere Represssoren exprimiert werden, die eine basale Aktivierung der Jak/STAT Signaltransdukti-
on effektiv unterbinden. In diesem Fall wiirde der knockout eines Repressors, in diesem Fall SHP2,

keine basale Aktivierung ausldsen.
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Rezeptorkomplex

Abb. 5.11 SHP2 ist ein basaler Repressor SHP2 kann den spontan aktivierten Rezeptorkomplex dephosphory-
lieren und verhindert so eine spontane Liganden-unabhingige Aktivierung der Jak/STAT Signaltransduktion.

Eine basale, Stimulus-unabhangige Phosphorylierung von STAT3 kann in vielen malignen Erkrankun-
gen nachgewiesen werden (z.B. (228)). Die Unterdriickung dieser basalen STAT3 Phosphorylierung
durch SHP2 konnte die Entwicklung von Tumoren unterdriicken. SHP2 wiirde in diesem Zusammen-
hang als Tumorsuppressor dienen (227). Dies ist besonders interessant, da SHP2 gain-of-function
Mutanten u.a. die Entwicklung von Leukamien férdern und SHP2 somit auch als Proto-Onkogen an-
gesehen wird (229, 230). Die Definition von SHP2 als Proto-Onkogen forderte die Entwicklung phar-
mazeutischer SHP2 Inhibitoren (231). Es ist daher notwendig zu untersuchen ob SHP2 Inhibitoren,
durch die Unterbindung der basalen Repression, eine basale Phosphorylierung von STAT3 férdern

und im schlimmsten Fall kontraindiziert zur Tumorgenese beitragen.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die Regulation der IL-6-induzierten Signaltransduktion ein
komplexes nichtlineares Zusammenspiel verschiedener Inhibitoren ist. Die Bindung der beiden Inhibi-
toren SOCS3 und SHP2 an das phosphorylierte Y759 in gp130 dient dabei als zentraler Regulator der
IL-6-induzierten STAT3 Phosphorylierung. Obwohl viele anti-inflammatorische Medikamente, wie z.B.
Glukokortikoide, oder Tumortherapien diese Inhibitoren beeinflussen ist ihr genaues Zusammenspiel

bis heute nicht vollstandig verstanden.
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6. Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der SOCS3 Expression durch Glukokorti-
koide die IL-6-induzierte Akut-Phase Expression verstarkt und dass SHP2 kein friiher feedback Inhibi-
tor, sondern ein basaler Repressor der IL-6-induzierten Signaltransduktion ist. Aus diesen Ergebnissen

ergeben sich neue Fragestellungen, die in weiteren Versuchen adressiert werden missen.

6.1. Welche pathophysiologischen Konsequenzen hat die durch Glukokortikoide verstark-
te Akut-Phase Protein Expression?

Dexamethason verstarkt die Expression hepatischer Akut-Phase Proteine durch mehrere unabhangi-
ge Mechanismen. Hierzu gehoren die genspezifische Verstarkung der Transkription (z.B. (116)), die
Induktion der gp80 Expression (119) und die in dieser Arbeit nachgewiesene Reduktion der SOCS3
Expression. Die physiologischen Konsequenzen der verstarkten Akut-Phase Reaktion sind jedoch
noch unklar. Um den Einfluss von Glukokortikoiden auf die Expression von Akut-Phase Genen bei
einem akuten oder chronischen Verlauf einer Entziindung zu untersuchen, ist es wichtig in vivo den
Einfluss von Glukokortikoiden auf die Expression von Akut-Phase Proteinen sowohl in Modellsyste-
men akuter Entziindungen als auch in Modellsystemen chronischer Entziindungen zu untersuchen.
Diese Studien werden helfen zu verstehen, ob die verstarkte Expression der Akut-Phase Proteine zu
den Nebenwirkungen der Glukokortikoide beitrdagt oder zu einer schnelleren Wiederherstellung der

Homoostase nach einem schadigenden Reiz beitragt.
6.2. Reguliert Dexamethason auch die nicht hepatische SOCS3 Expression ?

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Dexamethason die IL-6-induzierte SOCS3 Expression in
Hepatozyten (siehe Abb. 4.4) und in Fibroblasten (siehe Abb. 4.9 A) reduziert. Interleukin-6 ist jedoch
ein pleiotropes Zytokin und reguliert neben der Expression der Akut-Phase Proteine in der Leber auch
viele andere Prozesse. So induziert es die Synthese von Antikérpern in B-Zellen (232), fordert die
Entwicklung von Ty17 Zellen (233), beeinflusst den Knochenmetabolismus (234) und die Himatopoe-
se (235). Weiterhin stimuliert IL-6 die Synthese des adrenokortikotropen Hormons im Hypophysen-
vorderlappen und induziert so die Sekretion des endogenen Glukokortikoids Kortisol (20). Es ist da-
her zu erwarten, dass die SOCS3 Expression auch in anderen Zelltypen durch Glukokortikoide beein-
flusst wird. Wenn Dexamethason z.B. in hypophysaren Zellen die IL-6-induzierte Signaltransduktion
verstarkt, konnte ein positiver feedback zwischen IL-6 und Glukokortikoiden zu einer verstarkten

Synthese von endogenem Kortisol fiihren.

Es ist daher wichtig, den Einfluss von Dexamethason auf die IL-6-induzierte Signaltransduktion in
nicht hepatischen Zellen zu untersuchen. Die Ergebnisse kdnnen helfen, die noch nicht vollstiandig

verstandenen molekularen Mechanismen der Glukokortikoid Therapie zu verstehen.
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6.3. Induzieren Glukokortikoide die Expression von miRNA gegen SOCS3?

Die durch Dexamethason vermittelte Reduktion der SOCS3 Expression ist abhangig von der Glukokor-
tikoid-induzierten Transkription von Zielgenen (siehe Abb. 4.8) und beeinflusst die SOCS3 Expression
wahrscheinlich auf Ebene der Translation. Es ist daher moglich, das Glukokortikoide, die Transkripti-
on von miRNAs induzieren, welche die Translation von SOCS3 hemmen. Um den genauen molekula-
ren Mechanismus der Glukokortikoid-vermittelten Reduktion der SOCS3 Expression aufzudecken,
muss eine globale Analyse der Glukokortikoid-induzierten miRNAs erfolgen. Die Ergebnisse dieser
Analyse werden im Vergleich mit der bioinformatischen Analyse des 3’UTR von SOCS3 (siehe Abb.
5.5) helfen, miRNAs zu finden, die potentiell die Reduktion der SOCS3 Konzentration vermitteln kdn-
nen. Eine miRNA kann die Translation von mehreren hundert Genen regulieren (siehe (195) zur Uber-
sicht). Aus diesem Grund wird es interessant sein zu untersuchen, welche Gene neben SOCS3 durch
Glukokortikoide reguliert werden und welchen Einfluss diese Regulation auf die Therapie entziindli-

cher Krankheiten hat.

Falls diese Studien keinen Einfluss einer Glukokortikoid-vermittelten miRNA Expression auf die SOCS3
Translation zeigen, ist es notwendig weitere genspezifische Mechanismen der Translationsregulation
zu untersuchen. Diese kénnte zum Beispiel durch die Bindung von Translations-hemmenden Protei-

nen (236) oder Riboproteinen (237) an die mRNA erfolgen.

6.4. Wie unterscheidet sich die Dynamik der IL-6-induzierten Signaltransduktion in ver-
schiedenen Zelltypen?

Die quantitative Analyse der frihen IL-6-induzierten Jak/STAT Signaltransduktion unterscheidet sich
in verschiedenen Zelltypen stark. So konnte in dieser Arbeit in HEK-gp80 Zellen eine nahezu vollstan-
dige Aktivierung von Jakl und STAT3 (siehe Abb. 4.27 und 5.7) nachgewiesen werden, wahrend in
Hepatozyten nur ca. 20 % der STAT3 Molekiile durch eine Stimulation mit IL-6 phosphoryliert werden
(204). Beide Zelltypen unterscheiden sich sowohl in ihrer GréRe als auch in der Stochiometrie der
Signalmolekiile deutlich. Die Konzentration und somit die Verflugbarkeit einzelner Signalmolekiile
kann, unabhdngig von der Expression regulatorischer Proteine, eine zelluldre Antwort steuern. Zu-
satzlich beeinflusst die GrolRe der Zelle die Gewichtung von Diffusion und gerichtetem Transport ein-
zelner Molekiile. In der Zukunft wird die experimentelle Bestimmung von Diffusionskonstanten und
die rdumliche Auflésung von Einzelmolekiilen in Zellen die Méglichkeit bieten, den Einfluss von Diffu-
sion und Transport in raumlich aufgelosten mathematischen Modellen zu untersuchen. Auf diese
Weise wird es moglich sein zu verstehen, wieso verschiedene Zellen in einem Organismus denselben

Signaltransduktionsweg unterschiedlich stark und schnell aktivieren.
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6.5. Welchen Einfluss hat SHP2 auf die spéte IL-6-induzierte Signaltransduktion?

Wihrend viele experimentelle Arbeiten zeigen, dass SHP2 ein Inhibitor des Jak/STAT Signalweges ist
(z.B. (43, 223)), konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass SHP2 zumindest die friihe IL-6-induzierte
Signaltransduktion nicht beeinflusst. Es ist interessant Modell M® (siche Abb. 4.42 A) zu erweitern,
um neben der frithen auch die spate IL-6-induzierte Signaltransduktion zu untersuchen und abzubil-
den. Dies wird neben der Generation weiterer quantitativer Daten, die einen groReren Zeitrahmen
umfassen, auch eine grundlegende strukturelle Verdnderung des Modells verlangen. Wahrend in
dem hier prasentierten Modell die Funktion von SOCS3 vernachlassigt werden konnte, muss diese in
der spaten IL-6-induzierten Signaltransduktion abgebildet werden. Da beide Inhibitoren konkurrie-
rend an Y759 in gp130 binden, wird es notwendig sein, die im Rahmen der Modellmodifikation ge-
troffene Vereinfachung der Komplexbildung zu modifizierten Reaktionen erster Ordnung zu revidie-
ren. Des Weiteren muss in der Zukunft auch der Einfluss weiterer Phosphatasen, wie z.B. TC-PTP (36)

und anderer Inhibitoren, z.B. PIAS (37), im Modell abgebildet werden.

6.6. Welchen Einfluss hat Y759 in gp130 auf die IL-6-induzierte Signaltransduktion?

Die Bindung von SHP2 an das phosphorylierte Y759 ermoglicht neben der Negativregulation des
Jak/STAT Signalweges auch die Aktivierung der MAPK Kaskade (40). Somit ist Y759 ein zentraler Re-
gulationspunkt der IL-6-induzierten Signaltransduktion, an dem das Gleichgewicht zwischen MAPK
Kaskade und Jak/STAT Signalweg gesteuert wird. Wird das Gleichgewicht zwischen MAPK Kaskade
und Jak/STAT Signalweg gestort, kdnnen sich Krankheiten entwickeln (siehe (226) zur Ubersicht). Die
Entwicklung eines mathematischen Modells, welches sowohl die MAPK Kaskade als auch den
Jak/STAT Signalweg abbildet, wird helfen dieses Gleichgewicht zu verstehen. Zentrale Fragestellun-

gen werden sein:
(1) Wie initiiert SHP2 die MAPK Kaskade, wenn phosphorylierte SHP2 vom Rezeptor dissoziiert?
(2) Kann SHP2 gleichzeitig die MAPK initiieren und die Jak/STAT Signaltransduktion inhibieren?
(3) Konnen an ein Rezeptordimer SHP2 und SOCS3 binden oder verdrangt SOCS3 SHP2?

6.7. Ist SHP2 in allen Zellen ein basaler Repressor und welche Kinasen sind basal aktiv?

Die Ergebnisse dieser Arbeit und die Daten von Lehmann et al. (43) zeigen, dass SHP2 ein basaler
Repressor einer Zytokin-unabhadngigen Rezeptoraktivierung ist. Im Gegensatz dazu ist in SHP2 defizi-
enten Hepatozyten keine basale STAT3 Phosphorylierung nachzuweisen (227). In der Zukunft muss
daher untersucht werden, welche basal aktiven Kinasen STAT3 phosphorylieren und ob in verschie-

denen Zelltypen neben SHP2 weitere basale Repressoren exprimiert werden.
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Zusammenfassung

7. Zusammenfassung

IL-6 ist ein wichtiger Regulator der Entzlindungsreaktion. Sein Wirkungsspektrum umfasst sowohl
pro- als auch anti-inflammatorische Eigenschaften. Eine konstitutive oder deregulierte IL-6-induzierte
Jak/STAT Signaltransduktion kann chronische Entziindungen und Tumorwachstum auslésen. Unter
physiologischen Bedingungen wird die Jak/STAT Signaltransduktion durch verschiedene Repressoren
kontrolliert. Zu diesen Repressoren gehoren der feedback Inhibitor SOCS3 und die Proteintyrosin-

phosphatase SHP2.

Glukokortikoide haben anti-inflammatorische Eigenschaften und werden in der Therapie entziindli-
cher Krankheiten eingesetzt. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das synthetische Gluko-
kortikoid Dexamethason die IL-6-induzierte Akut-Phase Reaktion in Hepatom Zellen, in primaren
murinen Hepatozyten und in vivo verstarkt, indem es die Expression des feedback Inhibitors SOCS3
reduziert. In SOCS3 defizienten Zellen und in Hepatozyten, in denen das SOCS3 Rekrutierungsmotiv in
gp130 mutiert ist, wird daher die Akut-Phase Reaktion durch Glukokortikoide nicht erhéht. Die Ver-
minderung der SOCS3 Expression wird weder durch die Reduktion der IL-6-induzierten friihen STAT3
Phosphorylierung, der STAT3 Kerntranslokation, der SOCS3 Promotoraktivierung noch durch eine
Reduktion der Halblebenszeit der SOCS3 mRNA oder des SOCS3 Proteins vermittelt. Jedoch ist die
transkriptionelle Aktivitat des Glukokortikoid Rezeptors essentiell fiir die beobachtete Verstarkung
der Akut-Phase Reaktion. Die hier prasentierten Daten stellen einen neuen globalen Mechanismus
der Integration von anti-inflammatorischen Glukokortikoiden und dem im Verlauf einer Entziindung

sezernierten IL-6 dar.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein identifizierbares, pradiktives mathematisches Modell der frilhen
IL-6-induzierten Signaltransduktion entwickelt. Hierzu wurde ein iterativer Zyklus aus Modelldefini-
ton, identifizierbarkeitsbasierter Modellmodifikation und Generierung quantitativer Daten durchlau-
fen. Die Daten umfassen die Quantifizierung der Stéchiometrie und der Dynamik der friihen IL-6-
induzierten Signaltransduktion in WT und SHP2 knockdown Zellen. Die Modellmodifikation zeigte auf,
dass 1) die schrittweise Rezeptorassoziation, 2) die Dimerisierung von STAT3 am Rezeptor und 3) die
nichtlineare Phosphorylierung von SHP2 essentiell fiir die Dynamik der IL-6-induzierten Signaltrans-
duktion sind. Interessanterweise zeigt das Modell, dass SHP2 kein friher feedback Inhibitor der fri-
hen IL-6-induzierten Signaltransduktion ist. Zusatzlich zeigen quantitative Experimente eine bisher
nicht beschriebene Funktion von SHP2 als basaler Repressor einer spontanen Zytokin-unabhangigen
Aktivierung des Rezeptors. SHP2 kdnnte somit eine essentielle Funktion in der Unterdriickung einer
konstitutiven unkontrollierten Aktivierung des Jak/STAT Signalweges einnehmen, die mit vielen in-

flammatorischen und proliferativen Krankheiten assoziiert wird.
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8. Summary

IL-6 is a well known mediator of inflammatory signals. Misregulated or constitutive IL-6-induced
Jak/STAT signaltransduction contributes to chronic inflammatory diseases and tumorigenesis. Under
non-pathological conditions Jak/STAT signaling is tightly regulated by a complex network of inhibi-
tors. Two of these inhibitors are the feedback inhibitor SOCS3 and the protein tyrosine phosphatase
SHP2.

Glucocorticoids are known as potent regulators of inflammation and have been used pharmacologi-
cally to improve inflammatory, immune and lymphoproliferative diseases for more than 50 years. In
the first part of this thesis it is demonstrated that the synthetical glucocorticoid dexamethasone en-
hances the IL-6-induced acute-phase response in hepatoma cells, primary murine hepatocytes, and in
vivo. This is caused by the downregulation of the SOCS3 protein expression. Consequently, in SOCS3
deficient cells glucocorticoids do not affect the IL-6-induced expression of acute-phase proteins.
Moreover, in hepatocytes lacking the SOCS3 recruiting motif within gp130, the synthesis of acute-
phase proteins is not enhanced by dexamethasone. The downregulation of SOCS3 expression is nei-
ther caused by a reduction of early IL-6-induced STAT3 phosphorylation, STAT3 nuclear translocation
or reduced SOCS3 promoter activity nor by a destabilization of SOCS3 mRNA or protein. However,
the transcriptional activity of the glucocorticoid receptor (transactivation) is essential for the up regu-

lation of the expression of acute-phase proteins.

In summary a new global mechanism for the integration of anti-inflammatory glucocorticoids and the

IL-6-induced acute-phase response has been described.

In the second part of this thesis an identifiable model of early Jak/STAT signaling was developed that
adequately describes quantitative experimental data and proved to be predictive. To develop the
model an iterative cycle of model definition, identifiability based model refinement, computational
experimental design and generation of quantitative biochemical experiments was applied. The quan-
titative biochemical experiments comprise the analysis of the stoichiometry and the dynamics of the
early IL-6-induced Jak/STAT signaltransduction in wild type and SHP2 knockdown cells. The model-
based analysis implies that 1) the stepwise assembly of the receptor, 2) the dimerization of STAT3 at
the receptor, and 3) the nonlinear phosphorylation of SHP2 are essential for the dynamics of early
pathway activation. Most importantly it was found that SHP2 does not act as feedback inhibitor of
early IL-6-induced Jak/STAT signaling. However, experimental data reveal that SHP2 acts as basal
repressor of cytokine-independent basal receptor activity. Hence, SHP2 might have an essential func-
tion in the repression of constitutive cytokine-independent Jak/STAT pathway activation, which is

associated with chronic inflammatory diseases and tumor genesis.
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9. Anhang

Mathematische Reprasentation der identifizierbarkeitsbasierten Modellmodifikation

Die Abbildung der Differentialgleichungen erfolgt mit Erlaubnis von Tom Quaiser. Tabellen: (167)

Modell M°

Variablen Beschreibung Startwerte Differentialgleichungen
1 R 1.32 T1 = —v1 — Vg + V13
To — U IL 0.475
€3 SHP2 222.36 Ty = —v3 + Vg + vig + Vi3 + V2
Xy STAT 108.08 ;i?4 = —Ug — V15
T5 R_IL 0 Ts = 4+v1 — va + vg
T actR_IL 0 Tg = +vo — 3 + vy + U7 — Vg + Vi
€rr actR_IL_SHP2 0 T7 = 4v3 — U4 — Vs + V17
g pSHP2 0 Tg = +v4 + V11 — V2p
X9 actR 0 Tg = +vg + V19 + V11 + V14 — V15 — V16
10 actR_SHP2 0 Tip = —V1g — V11 + V12 — V17
T actRﬁSTAT 0 .’1.711 = —V14 + V15 — V19
T19 actR_IL_STAT 0 T2 = —U7 + U8 + V19
T3 actSTAT 0 13 = +v7 + U4
T1g R_IL_SHP2 0 T4 = +U5 — Vg + U1y
Z15 R_SHP2 0 15 = —V12 — V13 — V1

Ratengleichungen

vy =kfl-xy-IL— kbl - a5
vg =kf2 x5

vy =kf3-xs- w3 — kb3 - 27
vy =kfd-x;

vy = kfb-xr — kb5 x4

vg =kf6- 1y

vy = ]{fT r2
vy = kf8-xg -1y

Vg = kf() -

U1 = kb10 - T10 — A‘fl(] T3 Ty
v = kf11 a0

Vg = kbl2 - Ty — Aj12 s T10

U3 = ]1]13 *I5
U1g = ]\f14 L1

15 = kf15 w9 -1y

vig=Fkfl 29 -1IL — kbl - 26

nmr=kfl-x0-1IL— kbl - 27

ng=kfl-xy5-IL— kbl -2y
vig=kfl -z -IL — kD1 - 292

Uop = }(./20 sy
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Modell M*
Variablen Beschreibung Startwerte Differentialgleichungen

T gpl130 1.32 T = —v1 — Vg + V13
To — U IL 0.475
T3 SHP2 222.36 T3 = —v3 + vg + V19 + V13 + Voo
T4 STAT 108.08 T4 = —Ug — V15
Ts R_IL 0 Ts5 = +v1 — V2 + vg
Te actR_IL 0 Tg = +v2 — v3 4+ v4 + V7 — Vg + Vg
T7 actR_IL_SHP2 0 T7 = +v3 —v4 — U5 + V17
xrs pSHP2 0 .’I'fg = +v4 + V11 — V2
Tg actGp130 0 Tg = 4vg + V19 + V11 + V14 — V15 — V16
T10 actGp130_SHP2 0 T19g = —V19 — V11 + V12 — V17
T11 actGpl30_STAT 0 Jii]l = —V14 + V15 — V19
T2 actR_IL_STAT 0 T1p = —U7 + U8 + V19
T3 actSTAT 0 T13 = +v7 + V14
T14 R_IL_SHP2 0 Ji?14 = +4v5 — Vg + V18
15 gpl30_SHP2 0 {i'15 = —7V12 — V13 — V18
16 gp80 133.10 j"l(i = —7V21
€rr gp80_IL 0 T17 = —V1 — V16 — V17 — V18 — V19 + V21
Ratengleichungen

m =kf1

vo = kf2-
vy =kf3-
vy =kf4-
vy =kf5-
ve = kf6-
vr =kf7-
vg = .l\,fS '

vg = k[f9

V1o = kb10

xy - @y — kbl - x5
€Xs

£Lg g — kb3 - X7
X7

£rr — kb5 - L4
L14

X2

&g Ig

€

-x19 — kf10- x5 - xg

vy = kf11 -

vy = kb12 -

T15 — kf12- 1219

g = kf13 - 215

Vg = fvf14 11

vig = kfl1bh-mxg -2y

U1 = kf] g - T17 — kol - €L

my=kfl-xyg- a7 — kbl - 27
g =kf1l- x5 217 — kbl - 294
vo=kfl -z - 217 — kbl - 219

U = kf?O - Ly

Va1 = kf(]

-IL - 16 — kb0 - 17
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Modell M
Variablen Beschreibung Startwerte Differentialgleichungen
€rq gpl30 1.32 T1 = —v1] — Vg + U13
To — U 1L 0.475
€3 SHP2 222.36 Ty = —vs 4+ vg + v1g + V13 + V2o
T4 STAT 108.08 T4 = —vUg — V15
5 R_IL 0 Ty = 4v1 — vs + vg
Ig actR_IL 0 :l‘f(j = +v9 — V3 + U4 + V7 — Vg + Vg
Tr actR_IL_SHP2 0 &7 = 403 — vy — U5 + V7
rs pSHP2 0 .15 = +v4 + V11 — 20
Tg dCtGp]30 0 Tg = +vg + v1g + V11 + Uiy — Vi5 — Vg
10 actGp130_SHP2 0 10 = —Vio — Vi1 + Vig — V17
€r11 actGpl 30 _STAT 0 T = —v14 + U1 — Vg
12 actR_IL_STAT 0 T2 = —v7 +vs + Vg
€13 actSTAT 0 T3 = +v7 + v14
T14 R_IL _SHP2 0 T4 = +vs — vg + V18
xI15 gp]30_SHP2 0 ;i,'la = —U12 — U13 — V18
AT gp80 133.10 Tig = —Vo1
ri7 gp80_IL 0 T17 = —U1 — V16 — V17 — V1g — V19 + V21
Ratengleichungen

v =kfl-xy-217 — kbl - x5
vo = kf2- x5

vy =kf3-xg- 13 — kb3 - 27

vy =kf4d- a7

vy = kf5 a2y — kb5 - xqy

Vg = k?fG'I14

v = ii,f? -T2

vg = kf8-x¢ 14

Vg = k,'fg -

g = kb3 - T — k'fB s Iz - Ty
v = kf4 L0

vie = kb5 -5 — kf5- a0

U153 = ]iff()' 5

vig = kf7 a1

vis = kf8-xg -1y

Me = kfl cTg X7 — kbl - Ig
vir = kfl- a9 217 — kbl - 27
U8 = kf] s LT — kbl - T4
vig=kfl-xy -x17 — kbl - 219
Vap = kaO + s

o1 = kfO-1IL - 216 — kb0 - 17
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Modell M
Variablen  Beschreibung Startwerte Differentialgleichungen
T epl30 1.32 I = —v1 — U5 + vg
Ty — U IL 0.475
I3 SHP2 222.36 i?;g = 4v3+v5+111 — V15— Vig— V17— V18
Ty STAT 216.17 Iy = —U4 — U7 — V13 — V14
Ts R_IL 0 Is = +v1 — Uy + U3
&g actR_IL 0 T = +Us — U4 + Vg + V13 — V18
xrs pSHP2 0 Ty = —v11 +vis + Uit
€Ig dC[Gp13O 0 3‘35] = +4v5 — U7 — Vg + V14 — V16
1 actGp130_STAT 0 T = vy — v — Vg
€12 actR_IL_STAT 0 T12 = +vg4 +vig — V13
T3 actSTAT 0 T13 = +v13 + V14
Ty R_IL_SHP2 0 T4 = —U3 + vg + 18
T15 gp130_SHP2 0 i15 = —vg — Vg + V16
I16 gpSO 133.10 i,‘l(j = —UV12
T15 gp8O_IL 0 I17 = —U] — Ug — Vg — U1p + V12
Ratengleichungen

V] = k_fl R R O kb1 - T
vo =kf2- x5

V3 = kff) 4

vy =kf8 xq- 14

vs = kf9- 1

Vg = ]ij() *&L15

vy = kf8 - xg -y

vy = kf] X9 - XL17 — kbl - Tg
vg =kfl-xy5- w17 —kbL - 14
v = kfl s 7 — kbl )
v = kf20- g

vig = kf0-1L - 215 — kb0 - 217
vz =212 - xq - kfT

Vg = T11 -Tg A’f?

Vis = @3- xg - kd+ xg- w11 - kd
vig = k3 - xg - T3

vig=k4d- a3 16+ kd-wg w0
vig=Fk3 - x6 - 13
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Modell M*

Variablen Beschreibung Startwerte Differentialgleichungen
i gpl3() 1.32 T] = —vy — U12 +U13

To — U IL 0.475

T3 SHP2 222.36 T3 = +vg — V10 — V11

T4 STAT 216.17 Ty = —U1 — U3 — Vg — Uy
T actR_IL 0 T = —v] +vg4 +vg + V12
Ts pSHP2 0 Tg = —vg + vig + V11

Ty actGp130 0 Tg = +v9 — U3 — Uy + Vg — V13
T actGp130_STAT 0 T11 = +v3 — U5 — g

T12 actR_IL_STAT 0 T2 = +v1 +v5 — vy

T13 actSTAT 0 T13 = +vs + vg

I16 gp80 133.10 ;i:l(g = —V7

Ti7 gp80_IL 0 Ti7 = —U4 — U5 + U7 — V1o
Ratengleichungen

vy =kf8 xg- x4
vo =kf9- a4
vy = kf8- g - x4

v =kf1-xg-x17 — kbl - 26
vy = kfl-x11 - @17 — kbl - 219

Vg = k‘f?(] - I8

vr = kfO-IL -6 — kb0 - 217

Ug = Lo - Tq - kT
vg = 1y - xq - kT

vig =23 Tg - kd+x3- 711 - K4
vy = kd -y - 26+ k4 -2y - 212

vig = k2 a1 - 17
v13 = k3new - xq + 3



Anhang

Modell M°
Variablen Beschreibung Startwerte Differentialgleichungen
Exp. | Exp. Il
To — U 1L 0.48 0.48
T3 SHP2 222.36 128.27 T3 = +v3 — U3
Ty STAT 216.17 205.50 iy =—2.0-vg
T actR_IL 0.00 0.00 Tg = +vs + vg
Tg actGp130 0.00 0.00 Tg = +v, — U9 — V7
13 actSTAT 0.00 5.35 T13 = +0g
T16 gp80 133.10 133.10 T = —U4
Ty gpSO_IL 0.00 0.00 i?l-{ = —Ug + VU4 — (o

Ratengleichungen

vy = kf9 - (gpl30Total — xg — x9)

ve =kfl-xg-x17 — kbl - 26

vz = kf20- x5

va =kf0-IL-x16 — kb0 - 217

vy = T3 Tg - kd+ x5 16 - kK4

ve = k722 29 + k723 - 24

vy = k3new - g - T3

vs = k2 - (gp130T otal — x4 — Tg) - T17

Modell M°
Variablen Beschreibung Startwerte Differentialgleichungen
Exp. | Exp. |l

To — U IL 0.48 0.48
T3 SHP2 222.36 128.27 T3 = +vz — s
Ty STAT 216.17 205.50 T4 = —2.0-vg
Tg actR_IL 0.00 0.00 Tg = +vg + vg
xs pSHP2 0.00 1.30 Ty = —v3 + Us
Tg actGp130 0.00 0.00 Tg = +v1 — vy — Uy
xr13 actSTAT 0.00 5.35 3.313 = +vg
17 gpSO_IL 0.00 0.00 T17 = —Us + Vg — Ug

\

Ratengleichungen

vy = kf9- (gp130Total — xg — x9)

Vo = kfl'$9'5017*kb1'$6

V3 = kaO - Iy

V4 = kaIL”Elﬁ *kbO‘fL‘17

Vs = T3 Ty kd - (11’1M+.’Lg) +T3-Tg- k4 -
(lnM-f—Jfg)

ve = k72229 + k722 - 26

vy = k3new - xg - x3

vg = k2 (gpl30Total — x6 — x9) - w17
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Modell M’
Variablen Beschreibung Startwerte Differentialgleichungen
Exp. | Exp. 1l
To — U IL 0.95 0.95
23 SHP2 222.36 128.27 &3 = tv3 — vs
T4 STAT 216.17 205.50 T4 =—2.0-vg
6 actR_IL 0.00 0.00 i = +vs + g
T pSHP2 0.00 1.30 &y = —v3 + U5
Tg actGp130 0.00 0.00 Tg = +v1 — Vg — V7
T3 actSTAT 0.00 5.35 T13 = +Ue
T1i6 2p80 133.10 133.10 T16 = —U4
xTi7 gpSOﬁIL 0.00 0.00 I17 = —V2 + Vg4 — Us
Ratengleichungen

v1 = kf9- (gpl30Total — x5 — x9)

Vg = kfl “Xg - T17 — kbl - Tg

V3 = k:f20 - Iy

Vg = kf() -IL- I16 — kb(] - T17

Vs :ﬁga'wg-]ﬁ4b+1'3'.’tg-k4b-$g + &3 -
.L()k?4+13.”l,6]€4.’1,g

ve = kTb- a2 - w9 + k722 - a6

vy = k3new - xg + x3

vg = k2 - (gpl30Total — xg — xg) - 17

Parameterwerte
Modell Parameterwerte (s-1firReaktionen erster Ordnung, nM-1s1fiir Reaktionen zweiter Ordnung)

My kbl = 0.21 -1072, kbl10 = 1.3, kb12 = 0.21, kb3 = 0.12 - 10%, kb5 = 0.10 - 1072, kfl = 0.12 - 10~%, kf10 = 0.84 - 1073, kf11
=0.27-1071, kf12 = 51., kf13 = 0.20 - 107", kf14 = 0.13 - 1074, kf15 = 0.11- 1073, kf2 = 0.36 - 10~", kf20 = 0.94 - 1077, kf3
= 44., kf4 = 0.31 - 10%, kf5 = 52., kf6 = 0.23 - 1072, kf7 = 0.36 - 10%, kf§ = 67., kf9 = 0.11 - 10~ scaleJAK = 0.38 - 10?

M; kb0 = 0.36-10"2 kbl = 3.3, kbl0 = 0.10 - 10°, kb12 = 0.28, kb3 = 0.18 - 10*, kb5 = 0.17 - 107", kf0 = 0.86 - 10~ kfl = 0.42,
kf10 = 0.61, kfl1 = 0.61 - 10*, kf12 = 0.10 - 10°, kf13 = 0.49 - 107°, kfl4 = 0.54 - 1071, kf15 = 0.10 - 1077, kf2 = 0.18, kf20
=0.17 - 1072, kf3 = 49., kf4 = 0.10 - 10°, kf5 = 0.21 - 10%, kf6 = 0.40 - 1077, kt7 = 0.10 - 107, kf8 = 0.10 - 10°, kf9 = 0.1 - 1077,
scaleJAK = 0.30 - 10°

My kb0 =0.32-10"2 kbl = 0.89-10% kb3 = 0.10- 10°, kb5 = 0.36 - 10~ ", kf0 = 0.86 - 10~*, kfl = 20., kf2 = 2.1, kf20 = 0.31 - 1072,
kf3 = 0.62, kf4 = 0.10 - 10°, kf5 = 0.97 - 10%, kf6 = 0.1 - 10~%, kf7 = 0.10- 10°, kf8 = 0.42, kf9 = 0.1 - 107, scale]JAK = 0.15 - 10°

My k3=3.5kd=021-10"", kb0 = 0.41 - 1072, kbl = 0.59, kf0 = 0.86 - 10~*, kfl1 = 0.18, kf2 = 0.60 - 10*, kf20 = 0.14 - 10!, kf6
=0.94- 103, kf7 = 0.69 - 1072, kf§ = 0.42, kf9 = 0.60 - 10~*, scaleJAK = 3.9

M, k2 = 0.28, k3new = 0.56 - 10", k4 = 0.14 - 107!, kb0 = 0.37 - 1072, kbl = 0.46, kf0 = 0.79 - 10~*, kfl = 0.63 - 10~°, kf20
=0.13-10"1, kf7=0.50- 1072, kf8 = 11., kf9 = 0.40 - 1077, scaleJAK = 2.7

M;  actGpl30_0 = 0.1-10"% k2= 0.27- 107", k3new = 0.10 - 1075, k4 = 0.92- 1073, k7 = 0.18 - 10—, kb0 = 2.4, kbl = 0.21, kf0
=046 - 1072, kfl = 0.10 - 10%, kf20 = 0.42 - 1072, kf9 = 0.10 - 105, scaleJAK = 2.4, scaleJAK2 = (.35

Mg actGpl30_0=0.34-10"", k2= 0.52-107", k3new = 0.60- 10~% k4 = 1.0, k7 = 0.16-10~*, kb0 = 2.9, kb1 = 0.21, kf0 = 0.34-1072,
kfl = 0.10 - 10%, kf20 = 0.10 - 10%, kf9 = 0.10 - 10~%, scaleJAK = 2.2, scaleJAK2 = 0.30

M-*  actGpl300 = 0.98 - 1077, k2 = 0.11, k3new = 0.44 - 1077, k4 = 0.84, kdb = 1.2, k7 = 0.21 - 10~*, k7b = 0.15 - 1077, kb0 = 43..

kbl = 1.5, kf0 = 0.26 - 10~ kf1 = 0.11 - 10°, kf20 = 0.10 - 10%, kf9 = 0.10 - 10~%, scaleJAK = 2.2, scaleJAK2 = 0.30

VI
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Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin

ACT Antichymotrypsin

ActD Actinomycin D

AEBSF 4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid
Amp Ampicillin

APG Akut-Phase Gen

APP Akut-Phase Protein

APR Akut-Phase Reaktion

APS Ammoniumperoxodisulfat

ARE Adenosin/Uridin-reiches Element

As Aminosduren

BD Bindungsdomane

bp Basenpaare

BSA bovines Serum Albumin

CCL Chemokin der CC Familie

cDNA complementary DNA

CFP cyan fluorescent protein

CIS Cytokine-inducible SH2-domain containing protein
C-terminal Carboxy-terminal

Cy2 cyanine dye 2

DNA Desoxyribonukleinsdure

Dex Dexamethason

dk Esel

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

Dox Doxycyclin

DTT Dithiothreitol

E.coli Escherichia coli
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