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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Rezeptor vermittelte angeborene Immunantwort
1.1.1 Die Pathogenerkennung erfolgt mittels Mustererkennungs-Rezeptoren

Der Organismus tritt iiber duflere und innere Epitheloberflachen in stindige Interaktion mit
Mikroorganismen. Da viele Bakterien fiir den Korper lebenswichtig sind, muss der
Organismus im Allgemeinen und das Immunsystems im Speziellen, zwischen niitzlichen und
pathogenen Mikroorganismen unterscheiden, Pathogene bekdmpfen und dadurch den
Organismus vor Infektionen durch Bakterien und Viren, aber auch Pilzen und Parasiten
schiitzen. Um diese Aufgabe zu bewiltigen werden unterschiedliche Erkennungssysteme und
ein breites Spektrum an Effektormechanismen benétigt. Diese sind Teil der angeborenen
Immunantwort und fiihren zu einer unmittelbaren Immunreaktion. Ist diese Reaktion nicht
ausreichend verfiigt der Organismus mit der adaptiven Immunantwort {liber eine zweite
Verteidigungsebene. Es wird jedoch angenommen, dass flir die Bekdmpfung von 99% aller

Infektionen die angeborene Immunantwort alleine verantwortlich ist (1).

Da Pathogene sowohl extra- als auch intrazelluldr auftreten konnen, gibt es auf beiden Ebenen
mehrere unterschiedliche Abwehrmechanismen. Diese beruhen auf dem Prinzip von
Mustererkennungsrezeptoren, den sogenannten PRRs (Pattern Recognition Receptors), die
evolutiondr pathogen-spezifische, hochkonservierte Strukturen, sogenannte PAMPs
(Pathogen-associated Molecular Patterns) erkennen und tlber Aktivierung intrazelluldrer
Signalwege die Genexpression von Immunzellen beeinflussen (2) (3) (4). Die PRRs kénnen

dabei 16slich, intrazelluldar oder membrangebunden vorliegen.

Losliche Rezeptoren binden extrazellulire PAMPs und markieren bzw. opsonisieren die
Pathogene dadurch fiir die unspezifische Beseitigung durch phagozytierende Immunzellen.
An diesem Prozess sind das Komplement, ein System von Plasmaproteinen, das an den
Oberflichen der Mikroorganismen eine Kaskade von proteolytischen Reaktionen auslost
sowie einige Akute-Phase-Proteine (wie z.B. Mannose-bindendes Lektin, Lipopolysaccharid

(LPS)-bindendes Protein) beteiligt (2).

Zu Vertretern der intrazelluliren PRRs gehoren die NLRs (NOD-like Receptors) und die
RLHs (RIG-like Helicases). Diese 16sen in unterschiedlichsten Gefdahrdungssituationen eine

Immunantwort aus. So erkennen NLRs einerseits bakterielle PAMPs (wie z.B.

1
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Peptidoglykanstrukturen, RNA, Flagellin, Lipopolysaccharid, bakterielle Toxine) (5) (6);
andererseits aber auch DNA-/RNA-Viren und sogar endogene Gefahrensignale wie z.B.
extrazellulires ATP (7) (8). Die Ligandenbindung 16st die Aktivierung der Immunzellen
durch Induktion des Transkriptionsfaktors NF-kB (Nuclear Factor xB) und dem IL1
(Interleukin-1) aktivierenden Enzym Caspase-1 hervor. RLHs werden dagegen durch Bindung
viraler ss- oder ds-RNA aktiviert. Dies fiihrt ebenfalls zur Aktivierung von NF-kB sowie zur
Bildung von Typl-IFN (Typl-Interferon). Da es sich sowohl bei den NLRs als auch bei den
RLHs um zytosolische Rezeptoren handelt, wird vermutet, dass diese hauptsichlich fiir die
Bekdmpfung bereits ins Zytosol eingedrungener Pathogene verantwortlich sind und somit
nicht an der wichtigen Verteidigungsebene, der Erkennung und Bekédmpfung extrazellulérer

Pathogene beteiligt sind.

Bei den membrangebundenen Rezeptoren konnen die endozytischen und die Signal-gebenden
Rezeptoren unterschieden werden. Die endozytischen Rezeptoren (C-typ Lektin-dhnlichen
Membranrezeptoren, Scavenger-Rezeptoren) sind auf Phagozyten exprimiert und vermitteln
die Aufnahme und den Transport zu den Lysosomen; nach lysosomalem Abbau und
Antigenprozessierung werden die mikrobiellen Peptide T-Zellen iiber MHC (Major
Histocompatibility Complex)-Klasse-11-Molekiile (Teil der erworbenen Immunitit) prasentiert
(9). Eine wichtige Gruppe membranstindiger PRRs stellen die Signal-gebenden TLR (7oll-
like Receptors) dar. Dabei handelt es sich um Mustererkennungsrezeptoren, die pathogene

Strukturen primér auf der Zelloberfldche, aber auch endosomal erkennen.

1.1.2 Aktivierte Toll-like Rezeptoren rekrutieren Adaptermolekiile, welche

Kinasen aktivieren

Insgesamt besitzen Sduger zur Erkennung aller Mikroorganismen zwolf unterschiedliche
TLR, welche entweder extrazellulir auf der Zellmembran oder intrazelluldir auf der
Endosomenmembran exprimiert werden. Die Aktivierung der TLR erfolgt nach spezifischer
Rezeptor-Ligandenbindung der PAMPs und wird iiber TLR-spezifische Adapterproteine
weitergeleitet. Abhingig davon, welche Adapterproteine die jeweiligen TLR fiir ihren
Signalweg verwenden, wird zwischen dem MyD88- (Myeloid Differentiation Factor 88)
abhéngigen und dem TRIF- (T/IR Domain-containing Adapter Protein inducing IFN-p)
abhédngigen TLR-Signalweg (Abbildungl) unterschieden (10).
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Abbildung 1: Ubersicht iiber die Signalwege der TLR und deren Inhibitoren. A) Es sind zwolf
verschiedenen Typen von TLR bekannt, die entweder aus Homo- oder aus Heterodimeren bestehen. Dieses
Repertoire ermdglicht die Erkennung beinahe jedes Pathogens. Beim nachfolgenden Signalweg wird zwischen
dem MyD88-abhingigen und dem TRIF-abhéngigen Signalweg unterschieden. Beim MyD88-abhingigen
Signalweg werden je nach TLR verschiedene Adaptermolekiile (MyD88, TIRAP, TRAM) rekrutiert. Die
nachfolgende Signalkaskade miindet in der Aktivierung von NF-kB, welches die Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine induziert. Beim TRIF-abhéngigen Signalweg wird die Signalkaskade durch das
Adaptermolekiil TRIF vermittelt. Auch dieser Signalweg miindet in der Aktivierung von NF-kB, kann alternativ
aber auch die Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 aktivieren und damit die Produktion von Typl-IFN
induzieren. B) An der Regulation des TLR-Signalweges sind viele unterschiedliche Inhibitoren beteiligt. Einige
dieser Inhibitoren und deren Zielproteine sind dargestellt.
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Beim MyD88-abhingigen Signalweg werden je nach Typ des TLR verschiedene TIR-
(Toll/IL-1 Receptor Homology) Dominen enthaltende Adaptermolekiile (MyD88, TIRAP
[TIR Domain-containing Adaptor Protein], TRAM [TRIF-related Adaptor Molecule])
rekrutiert. Dies fiihrt {iber eine Kaskade von Proteinen der IRAK (/L-1R Associated Kinases)-
Familie, iiber TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor 6) und TAK]1 (Transforming Growth
Factor f-activated Kinase 1) zu Aktivierung des IKK (/B Kinases)-Komplexes, welcher
schlieBlich NF-kB aktiviert. Alternativ zum IKK-Komplex kann TAKI1 aber auch MAPKs
(Mitogen-activated Protein Kinases) aktivieren. In beiden Fillen miindet der Signalweg in der
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, die die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine
induzieren (10). Fiir plasmazytoide Dendritische Zellen konnte nach TLR7 und TLR9
Aktivierung gezeigt werden, dass MyD88 iiber IRAK4 und IRAK1 den Transkriptionsfaktor
Interferon-regulatory Factor 7 (IRF7) aktiviert und damit die Produktion von Typl-IFN
induziert (11).

Beim TRIF-abhingigen Signalweg interagiert das ebenfalls eine TIR-Doméne enthaltende
Adaptermolekiil TRIF mit RIP1 (Receptor Interacting Protein 1) und TRAF6, welches wie
beim MyD88-abhingigen Signalweg, entweder iiber den IKK-Komplex zur Aktivierung von
NF-kB oder iiber die Aktivierung von MAPKs zur Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine fithrt. TRIF kann zusétzlich aber auch mit TRAF3 interagieren, woraufhin
TBK1/IKKi (TANK Binding Kinase 1 / Inducible I kappa-B Kinase) aktiviert wird, welche die
Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 aktivieren, welche die Produktion von Typl-IFN

induzieren (10).

Sowohl beim MyD88-abhingigen als auch beim TRIF-abhédngigen Signalweg werden somit
zentrale Schritte von MAPKs vermittelt. Die Aktivierung der MAPKSs erfolgt bei beiden
Signalwegen abhingig von TRAF6. Die aktiven MAPKs phosphorylieren latente
Transkriptionsfaktoren (wie c-Jun, Elk-1 und ATF2 [Activating Transcription Factor 2]), die

eine schnelle transkriptionelle TLR-Antwort vermitteln (12).

Bei den MAPK handelt es sich um Serin/Threonin-Proteinkinasen. Dabei wird bei Sdugern
innerhalb der Familie der MAPK zwischen den klassischen MAPK (ERK1/2 [Extracellular-
signal Regulated Kinase 1/2], p38 [p38 Mitogen-activated Protein Kinase], INK [c-Jun N-
terminal Kinase] und ERKS5) und den atypischen MAPKs (ERK3/4, NLK [NEMO-like
Kinase] und ERK7) unterschieden. Uber die Regulation und Funktion der atypischen MAPK
und ERKS ist jedoch wenig bekannt (13). Die Aktivierung der MAPK p38, ERK1/2 und JNK
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erfolgt durch Phosphorylierung eines Threonin- und eines Tyrosin-Restes. Nach Aktivierung
konnen diese ihrerseits eine groBe Anzahl unterschiedlicher Zielstrukturen wie z.B.
Proteinkinasen und Transkriptionsfaktoren mittels Phosphorylierung aktivieren. Daneben
konnen sie die Genexpression ihrer Zielproteine aber auch verdndern, indem sie deren
Transport oder Translation beeinflussen, oder deren mRNA-Stabilitdt verdndern, indem sie
z.B. inflammatorische Zytokin-mRNA mittels Adenosine-Uridine-rich elements (AREs)
stabilisieren (14) (15).

1.1.3 Der Toll-like Rezeptor-Signalweg wird durch inhibitorische Proteine

reguliert

Der TLR-Signalweg schiitzt den Organismus vor Pathogenen, indem er die angeborene
Immunantwort auslost und die adaptive Immunantwort induziert (16) (17). Bei
Autoimmunerkrankungen und chronischen Entziindungs- und Infektionskrankheiten konnte
jedoch ebenfalls eine Beteiligung der TLRs festgestellt werden (18). Dies zeigt, wie wichtig
die Balance zwischen Aktivierung und Inhibierung des TLR-Signalweges ist und setzt eine
strenge Regulation voraus. Dies wird dadurch erreicht, dass der TLR-Signalweg auf jeder

Stufe der Signalkaskade, oftmals von mehreren Proteinen reguliert wird (Abbildung 1).

Extrazelluldr konnen wihrend einer akuten bakteriellen Infektion 16sliche TLR (soluble decoy
TLRs [sTLRs]) (19) wie z.B. sTLR2 und sTLR4 in Blut und Gewebe den TLR-Signalweg
negativ  regulieren, indem sie die PAMPs abfangen. AuBlerdem gibt es
Transmembranproteinregulatoren wie z.B. ST2L (20) und SIGIRR (21), die ebenfalls
inhibitorisch auf den TLR-Signalweg einwirken. Ebenso hemmend kann die Ubiquitin-Ligase
TRIAD3A wirken, indem sie durch Ubiquitinylierung bestimmter TLR deren proteasomalen
Abbau einleitet. Es gibt aber auch TLR-homologe-Proteine ohne Funktion innerhalb der TLR-
Signalkaskade, wie z.B. RP105 (22), die eine Initiation der TLR-Signalkaskade durch
Abfangen der TLR-Effektoren verhindern.

Hat die Rezeptor-Ligandenbindung bereits stattgefunden, gibt es zahlreiche intrazelluldre
Regulatoren (u.a. MyD88s, IRAKM, SOCS1, NOD2, PI3K, TOLLIP, A20, 3-Arrestin, SHP1,
SHP2, SARM) die den TLR-Signalweg inhibieren (23). Manche diese Regulatoren werden

konstitutiv exprimiert wihrend andere durch den TLR-Signalweg induziert werden.

Diese negativen Regulatoren greifen auf unterschiedlichen Ebenen der TLR-Signalkaskade

ein, wie z.B. Hemmung der Autoubiquitinylierung bzw. Abspaltung von Ubiquitinyl-Resten,
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Inhibierung durch Antagonisten, Inhibierung des Signalweges durch Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung und Regulation der Transkription. So verhindert z.B. 5-Arrestin die fiir
die Aufrechterhaltung der weiteren Signalkaskade essentielle Autoubiquitinylierung von
TRAF6 (24), wiahrend A20 (Deubiquitinylierungsprotein) die Signalkaskade inhibiert, indem
es den Ubiquitinyl-Rest von TRAF6 abspaltet (25). Bei MyD88s handelt es sich um einen
16slichen MyD88-Antagonisten, und IRF4 (26) agiert inhibierend, indem es um die IRF5-
Bindung an MyD88 konkurriert. Die Bindung von IRAKM an IRAKI inhibiert dessen
Phosphorylierung, indem es die IRAK1/IRAK4-Dissoziation vom TLR/MyD88-Komplex
verhindert (27). Wie bei vielen Signalkaskaden mit Kinasen-Beteiligung sind
selbstverstidndlich auch Phosphatasen (z.B. SHP1, SHP2) an der negativen Regulation des
TLR-Signalweges beteiligt (28) (29). Eine besondere Stellung im Signalweg nehmen MAPK
ein, deren schnelle und reversible Aktivierung und Deaktivierung essentiell fiir die Regulation
und Interaktion zentraler Signalwege der Immunantwort ist. Hierbei werden die mittels
Phosphorylierung von Tyrosin- und Threonin-Resten aktivierten MAPK gegenreguliert,
indem sie wiederum von Phosphatasen dephosphoryliert werden. Diese Phosphatasen
umfassen Tyrosin-, Serin/Threonin- und zweifach-spezifische MAPK-Phosphatasen (dual-
specificity Phosphatasen [DUSPs] oder auch MAPK-spezifische Phosphatasen [MPKs]
genannt). Auch auf der Transkriptionsebene kann die Signalkaskade reguliert werden. So
konnte z.B. in einer Studie von Carmody ef al. gezeigt werden, dass der transkriptionelle Co-
Aktivator Bcel3 die Bindung der transkriptionell inaktiven NF-kB-Untereinheit pS0 an die
DNA stabilisiert und dadurch die iiber den TLR-Signalweg induzierte Gentranskription
verhindert (30). TLR-induzierte Transkriptionswege werden jedoch auch anderweitig
beeinflusst. So fiihrt das Neuropeptid CGRP (Calcitonin gene-related peptide) via eines
cAMP-abhingigen Signalweges zu einer verminderten TLR-induzierten TNFa (tumor

necrosis factor-o)-Transkription (31).

Zusitzlich zu den o.g. Regulationsmechanismen sorgt der TLR-induzierte Zelltod (Apoptose)

dafiir, dass hyper-aktivierte Zellen eliminiert werden (23).
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1.2 Die Regulation der Immunantwort durch Dual-specificity-Phosphatasen

(DUSPs)
1.2.1 DUSPs gehoéren zur Familie der Protein-Tyrosin-Phosphatasen

Die Superfamilie der Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) (Abbildung 2) umfasst beim Men-
schen 107 Gene, wobei insgesamt mehr als die Halfte dieser PTPs in Immunzellen exprimiert
werden. Als gemeinsames Strukturmerkmal findet sich bei allen PTPs in ihrem aktiven Zent-
rum ein kanonisches C(X)sR Motiv. Basierend auf strukturellen Homologien und ihrer Sub-
strat-Spezifitdit werden die PTPs in vier Kategorien (Typ-I bis Typ-IIl Cystein-abhéngige
PTPs und Aspartat-abhidngige PTPs) unterteilt (32). Die Typ-I PTPs beinhalten neben den
klassischen PTPs auch die zweifach-spezifischen (dual-specificity)-Phosphatasen (DUSPs),
die sich dadurch auszeichnen, die Hydrolyse von zwei Phosphatbindungen eines Substratpro-

teins auf einmal zu katalysieren.

Protein Tyrosine Phosphatases

L

Type-| Type-Il Type-lll

(cys-based) (cys-based) (cys-based) As;;?;zed
PTPs PTPs PTPs
I-LMWPTP Cdc25 proteins { EyA proteins

HAD proteins

— Classical PTPs
1: Non-receptor PTPs

Transmembrane PTPs

L Dual specificity PTPs —
~ Slingshots

- PRLs

- CDC14s

- PTENs

- Myotubularins
- MKPs
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Abbildung 2: Die Einteilung der Protein-Tyrosin-Phosphatasen. Basierend auf Sequenzhomologien und
funktionalen Doménen lassen sich die Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) in vier Untergruppen einteilen:
Typ-1 PTPs beinhalten die klassischen PTPs und die dual-specificity PTPs (DUSPs), die Gruppe der Typ-1I PTPs
besteht aus nur einer Jow-molecular-mass PTP (LMWPTP), die Typ-Ill PTPs beinhalten drei
Zellzyklusregulatoren (CDC25A, CDC25B und CDC25C) und die vierte Gruppe besteht aus Aspartat-basierten
PTPs und beinhaltet die EyA (eyes absent) Tyrosin-spezifischen Phosphatasen und die Familie der HAD-
(haloacid dehalogenase) Phosphatasen. Die grofle und heterogene Gruppe der Typ-I PTPs umfasst 61 DUSPs,
die aufgrund spezifischer Domédnen und Sequenzhomologie in weitere Untergruppen eingeteilt werden:
slingshot-like PTPs, PRL (Phosphatase of regenerating liver), CDC14-Phosphatasen, PTEN-like PTPs,
Myotubularin PTP, MKPs (mitogen-activated protein kinase phosphatase) und atypische DUSPs. Patterson et al.
(32)
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Die DUSPs werden aufgrund von Sequenzhomologien und vorhandener spezifischer
Dominen in weitere Untergruppen unterteilt. Eine der am besten untersuchten Untergruppe
stellen dabei die MKPs (Mitogen-activated Protein Kinase Phosphatases) oder MAPK-
spezifischen DUSPs dar. Sie besitzen ein Threonin—x—Tyrosin (TxY)-Motiv und wirken
zweifach-spezifisch an MAPK, indem sie je einen Tyrosin- und Threonin-Rest
dephosphorylieren (33) (34) (35) (36). Weitere Untergruppen der DUSPs sind: Slingshot-like
PTPs, PRL (Phosphatase of Regenerating Liver), CDC14 (Cell Division Cycle 14)-
Phosphatasen, PTEN (Phosphatase and Tensin Homologue)-like PTPs, Myotubularin PTP
und atypische DUSPs.

1.2.1.1 DUSPs dephosphorylieren MAPK

Insgesamt ergab die Analyse des humanen und murinen Genoms, dass 30 der o.g. DUSP-
Familienmitglieder aktivierte MAPKs dephosphorylieren konnen, sich aber hinsichtlich
Gewebeverteilung, subzelluldrer Lokalisation, transkriptioneller Regulation,
Aktivierungsbedingungen und MAPK-Spezifitit unterscheiden (33) (37). Beim Menschen
sind zehn verschiedene Gene der MAPK-spezifischen DUSPs bekannt. Diese konnen die
aktivierenden Phospho-Threonin- und Phospho-Tyrosin-Reste von ERK1/2 und/oder anderer
MAPKs (JNK, p38) dephosphorylieren und damit in direkter Opposition zu aktivierenden
Signalen von vorgeschalteten (upstream) Kinasen agieren (38) (39). Die Funktion dieser

MAPK-spezifischen DUSPs ist evolutiv konserviert (33) (40).

1.2.1.2 DUSPs sind nukledr und/oder zytoplasmatisch lokalisiert

Aufgrund ihrer subzelluldren Lokalisation und Substrat-Spezifitit werden die MAPK-
spezifischen DUSPs in drei weitere Untergruppen eingeteilt: induzierbare Zellkern-
lokalisierte (nukledare) MAPK-spezifische DUSPs, zytoplasmatisch ERK-spezifische DUSPs
und atypische MAPK-spezifische DUSPs.

Die dual specificity-Phosphatasen DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP5 sind MAPK-
deaktivierende, nur nukledr induzierbare DUSPs. Sie dephosphorylieren ERK1/2 und mit
Ausnahme von DUSPS5 auch JNK und/oder p38 (41) (42) (43). DUSPS5 katalysiert spezifisch
nur die Dephosphorylierung von ERK1/2.

Im Gegensatz dazu sind die dual specificity-Phosphatasen DUSP6, DUSP7, DUSP9 nicht auf
den Zellkern beschrinkt und werden, da sie bevorzugt ERK1/2 dephosphorylieren, als
zytoplasmatische ERK MKPs bezeichnet (44) (45) (46). DUSPS, DUSP10, DUSP16 zeigen

8
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gegeniiber JNK und/oder p38 einen grofere Aktivitit und werden als JINK/p38 MKPs (47)
(48) (40) bezeichnet.

Eine weitere Untergruppe, die atypischen DUSPs sind kleiner, haben keine offensichtliche
MAPK-Interaktionssequenz [s. Abschnitt 1.2.1.3] und dephosphorylieren diverse Substrate
(49) (50). Jedoch konnen auch Mitglieder dieser Gruppe direkt an MAPK wirken. So
dephosphoryliert DUSP3 ERK1/2 (51) (52) wihrend DUSP18 und DUSP22 JNK oder dessen
Aktivatoren dephosphoryliert (53) (54) (55).

1.2.1.3 DUSPs weisen Funktionen auf, die sich in der Domanenstruktur

widerspiegeln

Strukturell weisen alle MAPK-spezifischen DUSPs zwei gemeinsame Merkmale auf
(Abbildung 3). Sie besitzen alle eine am C-Terminus lokalisierte hoch konservierte
katalytische Doméne. Diese Phosphatasedoméne ist fiir die Katalyse der Dephosphorylierung
sowohl des Tyrosin- als auch des Threonin-Restes innerhalb des MAPK (TxY)-
Aktivierungsmotives verantwortlich. Eine Sequenzhomologie zu der VH-1 Protein-Tyrosin-
Phosphatase, die aus dem Vaccinia Virus isoliert wurde, konnte gezeigt werden (56).
AuBerdem befindet sich am N-Terminus aller MAPK-spezifischen DUSPs eine variable
Region, welche iiber spezifische Sequenzen, sogenannte KIMs (Kinase-Interaktions-Motive)
mit der MAPK interagiert. Diese Region besitzt ein Cluster positiv geladener Aminoséuren
(57) und bestimmt, ob DUSPs nach der Dephosphorylierung mit MAPK assoziiert bleiben
(57) (58) (41) (59). Da die korrespondierende D-(Docking)-Doméne der MAPK aus negativ
geladenen Aminosdureresten besteht wird angenommen, dass die Abfolge der positiv
geladenen Aminosdurereste eine Rolle bei der Festlegung der Bindungsspezifitdt und der
damit einhergehenden katalytischen Aktivitét spielt (48). Dies legt nahe, dass elektrostatische
Interaktionen entscheidend fiir eine Bindung sind (48). Flankiert wird diese Region von zwei
CDC25-homologen (CH2-) Doménen. Diese zeigen Sequenzhomologie zu der Phosphatase
CDC25, welche an der Regulation des Zellzyklus beteiligt ist (60) (61), liber deren
funktionale Bedeutung jedoch wenig bekannt ist. Es wird jedoch angenommen, dass sie

kritische KIMs enthalten, welche eine MAPK-Substratspezifitit gewéhrleisten.
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Abbildung 3: Gemeinsame strukturelle Merkmale der MAPK-spezifischen DUSPs. Am C-Terminus ist eine
hoch konservierte katalytische Domine (Phosphatasedoméne) lokalisiert. Essentiell fiir die Katalyse sind die drei
markierten Aminosédurereste (D/C/R) im katalytischen Zentrum. Der nukleophile Angriff erfolgt iiber das
Thiolat-Anion des Cystein-Restes an dem Phosphor-Rest des Substrates und fiihrt zur Bildung eines Thiol-
Phosphat-Intermediates (=Ubergang des Phosphat-Restes auf die Phosphatase). Der Aspartat-Rest der
Phosphatase protoniert in dieser Phase das Alkoholat-Anion des Tyrosin- bzw. Threonin-Restes im Zielprotein,
welches somit dephosphoryliert vorliegt. Der intermedidr phosphorylierte Cystein-Rest der Phosphatase wird
anschlieBend mit einem Molekill Wasser dephosphoryliert und somit fiir den néchsten Reaktionszyklus
regeneriert. Hierbei ermdglicht u.a. der konservierte Arginin-Rest {iber seine Imin-Gruppe eine Stabilisierung der
Ubergangszustinde.Am N-Terminus existiert eine MAPK-Interaktionsdoméine mit der Konsensussequenz
YYXRRYXXG (Y steht fiir eine hydrophobe Aminoséure, X fiir eine beliebige Aminosédure), wobei die zwei
kationischen Arginin-Reste entscheidend fiir die elektrostatische MAPK-Interaktion sind. Flankiert wird diese
Region von zwei CDC25-homologen (CH2-) Doménen, von denen angenommen wird, dass auch sie eine Rolle
bei der MAPK-Interaktion spielen. Liu et al. (62)

Je nachdem, wo die MAPK-spezifischen DUSPs lokalisiert sind, konnen diese
unterschiedliche zelluldre Lokalisierungssequenzen besitzen. Dabei handelt es sich um eine
aus wenigen Aminosduren bestehende Signalsequenz, die Phosphatasen tragen, wenn sie in
den Zellkern eingeschleust (NLS) bzw. aus dem Zellkern ausgeschleust (NES) werden sollen.
Die Sequenz besteht bei der NES (Nuclear Export Signal) aus vier hydrophoben Aminoséduren

(63), bei der NLS (Nuclear Localization Signal) aus zumeist positiv geladenen Aminosduren

wie Lysin und Arginin (64).

1.2.2 DUSPs sind Regulatoren der MAPK-vermittelten Inmunantwort

Pathogene Mikroorganismen werden von TLR auf Makrophagen erkannt, die daraufhin die
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine und Mediatoren induzieren. Da eine
iberschiefende  Produktion jedoch zur Hyperinflammation fiihrt, muss die
Makrophagenaktivierung streng kontrolliert werden. Um zu untersuchen, ob an dieser
Regulation Phosphatasen beteiligt sind, wurde mithilfe von Mikroarrays die Expression
verschiedener Phosphatasen in ruhenden und TLR4-aktivierten Makrophagen betrachtet.
Dabei konnte eine Beteiligung unterschiedlicher DUSPs an der Regulation des TLR4-
vermittelten Signalweges nachgewiesen werden, so sind nach TLR4-Stimulation mehrere

DUSPs (DUSP1, DUSP2, DUSP16) hoch reguliert (65).
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Neben der Produktion pro-inflammatorischer Zytokine ist die Aktivierung Antigen
spezifischer T-Zellen eine wichtige Funktion des angeborenen Immunsystems. T-Zellen, die
eine zentrale Rolle sowohl in der Initilerung als auch der Aufrechterhaltung von
Immunantworten einnehmen, exprimieren DUSPs. Wihrend ihrer Differenzierung im
Thymus durchlaufen die Zellen drei Hauptstadien: DN (doppeltnegativ, d.h. die Zellen
exprimieren weder CD4 noch CDS), DP (doppeltpositiv fiir CD4 und CD8) und SP (single-
positive, entweder CD4 oder CD8). Dabei wird sowohl die positive als auch die negative
Selektion, die im SP-Stadium stattfindet, iiber denselben T-Zell-Rezeptor vermittelt. In
mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass aktives ERK fiir eine erfolgreiche T-
Zellentwicklung benétigt wird (66) (67) (68) (69) (70). So ist die positive Selektion mit einer
niedrigen, anhaltenden ERK-Aktivierung assoziiert, wahrend negativ selektierende Liganden
eine starke kurzzeitige ERK-Aktivitit induzieren (71) (70). Die Betrachtung der DUSP
Expressionsmuster in verschiedenen T-Zell-Subpopulationen des murinen Thymus zeigt, dass
sechs der insgesamt im Thymus exprimierten zehn DUSPs (DUSP1, DUSP2, DUSP4,
DUSPS5, DUSP6, DUSP7, DUSP10, DUSP11, DUSP12, DUSP19) ERK dephosphorylieren
(72). Des Weiteren konnen im Thymus fiinf der sechs ERK-spezifischen Phosphatasen mittels
T-Zell-Rezeptor Aktivierung induziert werden (72). Wihrend der T-Zellentwicklung kann ein
signifikanter Anstieg der Expression verschiedener DUSPs (DUSP1, DUSP4, DUSPS)
beobachtet werden. Somit konnten DUSPs als Antwort auf T-Zell-Rezeptor Signale die ERK-

Aktivitét in T-Zellen regulieren.

1.2.2.1 DUSP1 und DUSP10 sind negative Regulatoren der Inmunantwort

DUSP1 (MKP1) wird durch den TLR-Signalweg induziert und ist fiir die negative Regulation
von p38 verantwortlich (Abbildung 4). Eine stabile, anhaltende DUSP1-Expression ist dabei
jedoch von der Anwesenheit anti-inflammatorisch wirkender Substanzen (IL10,
Dexamethason) abhingig, flihrt dann aber zur Inhibierung der Produktion der pro-
inflammatorischen Zytokine IL12 (65), IL6 (65) und TNFa (73). Bei der Betrachtung der
Substrat-Spezifitit von DUSP1 in Makrophagen, der Hauptquelle der Zytokinproduktion,
konnte ausschlieBlich eine schnelle p38-Deaktivierung beobachtet werden, obwohl DUSP1 in
vitro auch ERK1/2 (74) (42), bevorzugt jedoch p38 und JNK (75) (53) dephosphoryliert. Da
bekannt ist, dass IL10 an der Makrophagendeaktivierung beteiligt ist, weisen diese Daten auf
DUSP1 als IL10-induzierten potentiellen Mediator, der durch eine schnelle p38-
Deaktivierung zur Makrophagendeaktivierung fiihrt. Im Mausmodell konnte gezeigt werden,

dass Tiere mit DUSP1-Deletion sensitiver gegeniiber einem durch Lipopolysaccharid (LPS)
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TLR4-induzierten endotoxischen Schock sind. Dieser fiihrt zu einer abnormalen Koagulation,
schweren Hypotension, vaskuldrem Schock und multiplem Organversagen (von Nieren, Leber
und Lunge) in dessen Folge die Sterblichkeit der Tiere merklich erhdht ist (76). Dieses
komplexe klinische Syndrom der Sepsis resultiert aus einer schddlichen oder zerstorenden
Wirtsantwort gegen eine mikrobielle Infektion aufgrund einer dysregulierten Immunantwort,
ausgelost durch eine liberméBige Produktion pro-inflammatorischer Zytokine (TNFa, IL1/3)
(77) (78). Die Untersuchung dieser Parameter zeigte, dass der DUSP1-Verlust tatsidchlich das
Muster der Zytokinproduktion in LPS-stimulierten Zellen der angeborenen Immunantwort
verdandert. So steigert die DUSP1-Deletion die Biosynthese sowohl der pro-inflammatorischen
Zytokine TNFa und IL6 als auch des anti-inflammatorischen Zytokines IL10 nach LPS-
Stimulation in vivo dramatisch (76). AuBerdem fiihrt die DUSP1-Deletion zu verminderter
LPS-induzierter IL12-Produktion (76), einem klassischen von Makrophagen produziertem
Tul-Zytokin, welches die Differenzierung von naiven Ty-Zellen in Tyl-Zellen fordert (79).
Betrachtet man den Phosphorylierungszustand der DUSPI1-Substrate, so zeigen DUSP1
deletierte Zellen nach LPS-Stimulation eine verldangerte p38- und JNK-Aktivierung (76).

DUSP10 (MKPS5) wird wéhrend der angeborenen Immunantwort induziert und ist an der
negativen Regulation des JNK-Signalweges beteiligt (80) (Abbildung 4). Der Verlust der
Phosphatase fiihrt zu einem starken Anstieg pro-inflammatorischer Zytokine (IL6, TNFa)
(80). Untersuchungen zeigten auBBerdem, dass DUSP10 fiir die T-Zellproliferation wichtig ist
und der DUSP10-Knockout in Madéusen zu einem verbesserten Verlauf der
Autoimmunkrankheit EAE (Experimental Autoimmune Encephalomyelitis) beitragt (80).
AulBlerdem ist DUSP10 an der negativen Regulation der Funktion von Effektor CD4- und
CD8-T-Zellen beteiligt, welche wahrscheinlich den Wirtsorganismus vor Schdden durch

exzessive T-Zellantworten schiitzen (80).
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Abbildung 4: Die Rolle von DUSPs beim TLR-Signal auf dem Weg in den Zellkern (in vivo). Schematisch
vereinfachte Darstellung der Lokalisation und der Substrate der MAPK -spezifischen DUSPs. Bei allen gezeigten
DUSPs konnte im Mausmodell eine immunregulatorische Wirkung nachgewiesen werden. DUSP1 ist fiir die
negative Regulation von p38 und JNK verantwortlich. Diese resultiert in einer verminderten Produktion der pro-
inflammatorischen Zytokine IL12, IL6 und TNFa, aber auch des anti-inflammatorischen Zytokines IL10.
AuBlerdem wird mehr IL12 (fordert Tyl-Zelldifferenzierung) produziert. DUSP10 ist an der negativen
Regulation des JNK-Signalweges beteiligt und fiihrt zu einer verminderten Menge der pro-inflammatorischen
Zytokine IL6 und TNFa. DUSP4 wird {iiber den TLR-Signalweg induziert und fitlhrt zu einer
Dephosphorylierung von ERK, aber auch zu einer verminderten DUSP1-Expression. Dies resultiert in einem
Anstieg der pro-inflammatorischen (TNFa, IL1/43, IL6) und anti-inflammatorischen (IL10) Zytokine, sowie einer
verminderten Hemmung von p38 iiber DUSP1. DUSP2 ist fiir die Inhibierung von JNK verantwortlich, resultiert
jedoch trotzdem in der Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine (IL6, IL153, TNFa). Ein JNK-ERK
crosstalk wird vermutet.

1.2.2.2 DUSP4 und DUSP2 sind positive Regulatoren der Inmunantwort

Bei einer induzierten Sepsis lassen sich im Serum von DUSP4-Knockout Méusen reduzierte
Mengen pro-inflammatorischer (TNFa, IL13, IL6) und anti-inflammatorischer (IL10)
Zytokine messen. Damit einhergehend haben diese Tiere eine groBere Uberlebenschance. In
Makrophagen zeigen sie eine verstirkte ERK-Phosphorylierung, und eine verminderte JNK-
und p38-Phosphorylierung, aber interessanterweise nach LPS-Stimulation auch eine
verstarkte DUSP1-Expression (81). Wurde zusitzlich ein DUSP1-Knockdown durchgefiihrt,
zeigten Zellen eine erhdhte Zytokinproduktion (81). Diese Ergebnisse lassen auf einen
Mechanismus schlieBen, bei dem DUSP4 durch ERK-Deaktivierung die DUSP1-Expression
inhibiert und damit den negative Wirkung von DUSP1 auf die Zytokinproduktion verhindert
(Abbildung 4).
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DUSP2-Knockout Méuse zeigen im Arthritismodell (K/BxN model of rheumatoid arthritis)
eine stark reduzierte Entziindungsantwort und damit einhergehend stark verminderte Mengen
pro-inflammatorischer Zytokine (IL6, IL13, TNFa) und Chemokine. Der Verlust der
Phosphatase fiihrt in Immunzellen (Makrophagen, Mastzellen) zu einer verstiarkten JNK-
Aktivitdt und einer verminderten Aktivitdit von ERK und p38 (Abbildung 4). Durch JNK-
Inhibierung ldsst sich die ERK-Aktivitdt wieder herstellen. Daher kann man auf DUSP2 als
einen positiven Regulator des Entziindungsantwort, vermittelt durch JNK und ERK crosstalk

schliessen (82).

1.2.2.3 Der ERK1/2-spezifische Signalweg interagiert mit diversen DUSPs

Eine Vielzahl unterschiedlicher DUSPs beeinflussen den ERK1/2-Signalweg. Dabei ist eine
Prognose iiber eine DUSP vermittelte ERK1/2 Regulation schwierig, da DUSPs unterschiedli-
che MAPK-Substrate dephosphorylieren konnen (38) (39), ihre Transkription schnell und in
einer Stimulus-spezifischen Weise reguliert wird und ihre Expression zelltypspezifisch ist
(59) (82) (38) (39) (59). Trotzdem konnte gezeigt werden, dass mindestens zwo6lf DUSPs
ERK1/2 in vitro dephosphorylieren (38) (39) und damit den ERK1/2 Signalweg beeinflussen
(59). Fiir ERK2 konnte gezeigt werden, dass die Aktivitit von verschiedenen DUSPs nicht
redundant reguliert wird (59).

1.2.2.4 Die Lokalisation von ERK1/2 entscheidet iiber die MAPK-Aktivitit

Neben dem Phosphorylierungszustand ist auch die Lokalisation von ERK1/2 entscheidend fiir
dessen MAPK-Aktivitdit. Die MAPK-spezifischen DUSPs haben neben dem
Deaktivierungspotential durch Dephosphorylierung auch die Féhigkeit, ERK1/2 {iber eine
DUSP-ERK1/2-Komplexbildung an der Translokation zu hindern und somit eine Aktivitat
von ERK1/2 im Zellkern ebenfalls zu inhibieren. Normalerweise 1ost die Aktivierung von
ERK1/2 dessen Translokation in den Zellkern aus, wo es als Transkriptionsfaktor die

Expression verschiedener Zielgene veranlasst.

Wie in Abschnitt 1.2.1.2 beschrieben, wird zwischen den nukledr lokalisierten, induzierbaren
DUSPs und den zytoplasmatisch vorliegenden DUSPs unterschieden. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Aktivierung und Translokation von ERK2 zur Synthese der nukledr
induzierbaren DUSPs (DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSPS5) fiihrt, die sowohl die
Dephosphorylierung als auch, mit Ausnahme von DUSP1, durch Assoziation mit ERK2 die
Verankerung von ERK?2 im Zellkern vermitteln (59). Im Gegensatz dazu inaktiviert DUSP1
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zwar ERK2, assoziiert jedoch nicht und ERK2 kann somit zuriick ins Zytosol translozieren
(41) (59) wo es wieder aktiviert werden kann. Phosphatasen, die einen DUSP-ERK2-
Komplex bilden inhibieren die ERK2-abhéngige Transkription indem sie die Menge an
aktivem ERK?2 im Zellkern reduzieren. Werden alle vier Mitglieder der nukledr induzierbaren
DUSPs zeitgleich deletiert steigt sowohl die Menge an aktivem nukledren ERK2 als auch die
von aktivem ERK2-abhédngige Transkription stark an (59). Bei den zytoplasmatischen DUSPs
filhrt die ERK2 Inaktivierung und/oder die zelluldre Lokalisation zum Riickgang der ERK2-

abhédngigen Transkription.

Wihrend diese DUSPs einen negativ regulatorischen Effekt auf ERK2 ausiiben, existieren
auch DUSPs (DUSP10, DUSP16) die, indem sie JNK/p38 inaktivieren den von diesen MAPK
vermittelten negativ regulatorischen crosstalk mit ERK?2 inhibieren (83) und dadurch ERK2
positiv regulieren (59). Diese Phosphatasen unterstiitzen die ERK2 abhingige Transkription,

indem sie die Menge an aktiviertem ERK?2 in der gesamten Zelle erhdhen.

1.2.2.5 DUSPS5 ist ERK-spezifisch

In einer Studie von Kwak und Dixon wurde die dual spezifische VH-1 dhnliche PTPase hVH-
3 (human VH-1 like clone 3, 384bp, Chromosomenzuordnung 10q25), oder kurz DUSPS5, als
eine von Wachstumsfaktoren und Stresssignalen induzierte Phosphatase charakterisiert. Die
Expression der primédr im Zellkern lokalisierten Phosphatase (84) erfolgt dabei kurze Zeit
(DUSPS ist ein immediate early Gen) nachdem ein extrazelluldrer Stimulus gesetzt wurde.
Die von ERK1/2 vermittelte Induktion erfolgt Kinase-Interaktions-Motiv (KIM) abhéngig
innerhalb der C-terminalen Domine von DUSPS5, durch Phosphorylierung (T321, S346,
S376) (85). Die Stabilitdt oder Lokalisation von DUSP5 wird durch die Phosphorylierung
nicht beeinflusst, jedoch wird das sehr kurzlebige Protein (Halbwertszeit liegt bei ca. 45
Minuten) durch die ERK-Assoziation stabilisiert (85) und konnte dadurch die Funktion von
DUSPS5 sowohl als ERK-spezifische Phosphatase als auch als nukledres Ankerprotein von
ERK unterstiitzen. Eine Aktivitdt von DUSP5 als MAPK-spezifische DUSP konnte gezeigt
werden, da ERKI1 sowohl an einem Tyrosin- als auch am benachbarten Threonin-Rest
dephosphoryliert wird (84). Das katalytisch aktive Zentrum ist dabei in Exon 4 der vier
DUSP5-Exons kodiert.

Eine Beteiligung von DUSP5 an der Regulation der Immunantwort konnte von verschiedenen
Arbeitsgruppen nachgewiesen werden. Es gibt Hinweise, dass sowohl in T-Zellen als auch in

B-Zellen wichtige Funktionen von DUSPS5 vermittelt werden. DUSPS5 zeigt eine
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Empfindlichkeit gegeniiber T-Zell-Rezeptor Signalen (CD3-Stimulation), die innerhalb von
30 Minuten zu einem 43-fachen Anstieg der DUSP5 Transkription in Thymozyten fiihrt (72)
und weist auf eine Beteiligung von DUSPS5 bei der Thymozyten-Selektion hin. Weitere
Studien zeigten eine schnelle, kurzzeitige DUSPS5-Aktivierung in Lymphozyten. Die
Zytokinstimulation (IL2, IL7, IL15) reifer T-Zellen erhoht die DUSP5-mRNA Expression
innerhalb von 30 Minuten, eine erhohte DUSP5 Protein Expression ist flir zwei Stunden
nachweisbar (86). Die DUSPS5 Induktion vermindert dabei die IL2-induzierte ERK-
Aktivierung, indem es als negativer Feedback von ERK dient. Des Weiteren wurde eine
DUSP5-Aktivierung in einem Modell fiir die negative Selektion von selbstreaktiven B-Zellen
beobachtet. Die Stimulation (IgM) einer B-Zelllinie fiihrte innerhalb von vier Stunden zu

einer signifikanten Erh6hung der DUSP5-mRNA (87).

Damit ist DUSP5 ein zentraler Faktor fiir die Regulation von Immunantworten und greift
vermutlich auch in den TLR-Signalweg regulatorisch ein. Die Mechanismen der DUSP5-

vermittelten Regulation sind jedoch unbekannt.
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2 Fragestellung

In Vorarbeiten zu dieser Arbeit konnte in unserem Labor in Genaktivierungstudien gezeigt
werden, dass in TLR2 (Pam;Cys) aktivierten Dendritischen Zellen die Expression von
DUSPS5 induziert wird. Die Induzierbarkeit von DUSP5 und die Tatsache, dass DUSP5 in fast
allen Immunzellen eine mittlere bis starke Expression aufweist, ldsst eine Funktion von
DUSPS5 in der Signaltransduktion von TLR und damit bei der Immunantwort vermuten. Um
diese Funktion genauer zu untersuchen sollte eine DUSPS iiberexprimierende
Makrophagenzelllinie generiert werden, mit deren Hilfe die Auswirkung einer verstirkten
DUSP5-Expression auf die TLR-vermittelte Zytokinproduktion untersucht werden sollte. Die
Generierung weiterer DUSP5-Funktionsmutanten sollte in diesem Zusammenhang die
Untersuchung des Mechanismus der DUSPS vermittelten ERKI1/2-Deaktivierung
ermoglichen. Zusitzlich sollte durch Promoterassays die Induzierbarkeit des DUSPS5-

Promoters untersucht werden.

Da bei in vitro Experimenten nur einzelne Aspekte der komplexen Zusammenhinge der
Immunantwort untersucht werden konnen, sollte im Rahmen dieser Arbeit eine konditionale
DUSP5-Knockout Maus generiert werden. Durch das bei diesem Tiermodell verwendete
Cre/loxP-Rekombinationssystems kann DUSP5 sowohl ubiquitir als auch spezifisch in
einzelnen Geweben deletiert werden. Damit ermdglicht dieses Modell die Untersuchung der

Funktion von DUSPS5 bei der Immunantwort in vivo.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Chemikalien

Acrylamid

Agar

Agarose

GP Agarose (Genetic Pure)
Ammoniumchlorid (NH4CI)
Ammoniumperoxidsulfat (APS)
Benzamidin

Biotase

Bromphenolblau

Natriumcarbonat
Natriumhydrogencarbonat
Calciumchlorid

CGRP (Calcitonin-gene Related Peptide)
D(+)Glukose
Desoxyribonukleotide
Diethylether

DMSO (Dimethylsulfoxid)

ECL Reagenz

EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure)
Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

GeneRuler™ 100 bp DNA Marker
GeneRuler™ 1 kb DNA Marker
Glycin

Glycerin

Hefe-Extrakt
Hybridisierungspuffer
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Bio-Rad, Miinchen
Difco, Kansas, USA

Invitrogen, Leek, NL; FCM, Rockford, USA

Biozym, Oldendorf
Sigma-Aldrich, Stammheim
Sigma-Aldrich, Stammheim
Sigma-Aldrich, Stammheim
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Stammheim
Sigma-Aldrich, Stammheim
Sigma-Aldrich, Stammheim
Sigma-Aldrich, Stammheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Fischar, Saarbriicken
Sigma-Aldrich, Stammheim
Pierce, Bonn

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Difco, Kansas, USA

Sigma-Aldrich, Stammheim
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IPTG (Isopropyl-f-D-thiogalactopyranosid)

Isofluran
Isopropanol
Kaliumacetat
Kaliumchlorid

Lachssperma-DNA

Lipopolysaccharid (Escherichia coli)

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Methanol

Milchpulver

Mitomyzin C

BES (N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-
Ethylaminsulfonséure)
Natriumhydroxid
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natrium-Deoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumfluorid
Natriumorthovanadat

NP-40 (Igepal)

Orange G

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Pam;Cys
Pefablock
PepstatinA

Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (1:1:1)
PMSF (Phenylmethylsulfonyfluorid)

Ponceau S

Protease Inhibitor Cocktail Mini

Sigma-Aldrich, Stammheim

Abbott, Wiesbaden

Apotheke, Klinikum rechts der Isar, Miinchen

Sigma-Aldrich, Stammheim
Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Leek, NL
Sigma-Aldrich, Stammheim
Sigma-Aldrich, Stammheim
Sigma-Aldrich, Stammheim
Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Stammheim

Sigma-Aldrich, Stammheim

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Stammheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Stammheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Stammheim
Sigma-Aldrich, Stammheim
Sigma-Aldrich, Stammheim
MP Biomedicals, Eschwege
Sigma-Aldrich, Stammheim
Thermo Scientific, Bonn
EMC microcollections, Tiibingen
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Stammheim
Sigma-Aldrich, Stammheim
Sigma-Aldrich, Stammheim
Sigma-Aldrich, Stammheim

Roche, Mannheim
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Proteinase K Sigma-Aldrich, Stammheim

ReBlot™ Plus Mild Chemicon, Hampshire, UK

Rinderserumalbumin Sigma-Aldrich, Stammheim

RNase Roche, Mannheim

Saccharose Roth, Karlsruhe

Salzsdure Roth, Karlsruhe

Schwefelsdure Apotheke, Klinikum rechts der Isar, Miinchen

B-Glycerophosphat Sigma-Aldrich, Stammheim

B-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt;
Sigma-Aldrich, Stammheim

SYBR® Green PCR Master Mix ABI, Foster City, USA

TEMED (Tetramethylenethylendiamin) Bio-Rad, Miinchen

Tris Base Roth, Karlsruhe

Tiirksche Losung Merck, Darmstadt

Tween 20 Merck, Darmstadt

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-indolyl- Fermentas, St. Leon-Rot

galactopyranoside)

Radiochemikalien

[«’*P]-dCTP Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig
Spezifische Aktivitit: ~3.000 Ci/mmol
Tip:14,3d

Die Radiochemikalie wurde immer innerhalb

der ersten Halbwertszeit eingesetzt.

3.1.2 Verbrauchsmaterial

3MM Whatman Filterpapier Schleicher & Schuell, Dassel

Hyperfilm (Rontgenfilme) Amersham, Braunschweig

MicroSpinTM S-200HR S&aulchen GE Healthcare, Buckinghamshire, UK
Nitrocellulose Transfer Membran Schleicher & Schuell, Dassel

Parafilm M American National Can™, Chicago, USA
Plastikwaren Falcon, Heidelberg
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Spritzen

Sterilfilter

3.1.3 Gerite und technisches Zubehor

7300 Real-Time PCR System
Binokular

Brutschrinke

CL-1000 UV Crosslinker
Concentrator 5301
Elektrophoresekammer fiir Agarosegele
Elektrophoresekammer fiir
Polyacrylamidgele
Elektroporationskiivetten
Mikrotiterplatten Washer

Gel Doc XR System
Heizblock

Inkubator Innova 4230

MasterCycler epgradient S
Mikroskop

Mithras LB940

NanoDrop® ND-1000
Neubauer-Zihlkammern

pH-Meter

Phosphoimager Storm 840
Phosphoscreen, -kassette (35x43 cm)
Plattformschiittler Polymax 1040

Nunc, Naperville, USA
Corning, New York, USA
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niimbrecht
Braun, Melsungen

BD Falcon, Bedford, USA

Applied Biosystems, Foster City, USA
Zeiss, Jena

Heraeus, Hanau

UVP, Upland, USA

Eppendorf, Hamburg

Fisher Scientific, Ulm

Biometra, Gottingen

Bio-Rad, Miinchen

Tecan, Grodig, Osterreich

Bio-Rad, Miinchen

Liebisch, Bielefeld

Kleinfeld, Gehrden

New Brunswick Scientific, Edison, USA
Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Jena

Berthold, Bad Wildbad

Nanodrop Techn., Wilmington, USA
Brandt, Berlin

Inolab pH Level 1, WTW, Weilheim
Molecular Dynamics, Krefeld
Amersham, Braunschweig

Heidolph, Schwabach
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Proteintransfer Transblot SD (semi-dry)
Rediprime II Random Primed Labeling
System

Reinstwasseranlage

Rotationsrad Mixing Rotor

Sterilbank

Spannungsversorgung Power Pack P25
T3 Thermocycler

Typon Optimax X-Ray Film Processor
Vortexer

Waagen

Wasserbédder

Zentrifugen

3.1.4 Enzyme

Proteinase K
Restriktionsendonukleasen

T4 DNA Ligase

3.1.5 Stammloésungen und Puffer

BES/NaOH, pH 6.95/6.96/6.97

Bio-Rad, Miinchen
GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen

Millipore, Eschborn; Purelab ultra, ELGA,
Berkefeld

Renner, Darmstadt

Heraeus, Hanau

Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

Protec GmbH & CoKG, Oberstenfeld
Scientific Industries, New York, USA
Sartorius, Gottingen

Memmert, Schwabach; Julabo, Seelbach
Heraeus, Hanau; Hettich, Tuttlingen;

Eppendorf, Hamburg

Sigma-Aldrich, Stammheim
Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

50mM BES
273 mM NaCl
1,9 mM Na,HPO,4 — steril filtrieren

Blocking solution, pH 8.0

50mM Tris
0.14M NaCl
1% BSA (w/v)

Coating Buffer, pH 9.6

0,05 M Carbonate-Bicarbonate

Denaturierungslosung

0,5M NaOH
1,5M NaCl
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Depurinierungslésung 0,2M HCI
DNA-Auftragspuffer (6x) I ml 10x TAE-Puffer

1 ml Orange G [10 mg/ml]

5ml Glycerin

3ml ddH,O
Hybridisierungspuffer Sigma-Aldrich, Stammheim
Prahybridisierungslosung 30 ml Hybridisierungspuffer

300 ul Lachssperma-DNA [10 mg/ml]
— zuvorige Denaturierung
(96°C, 5 Min.)

Neutralisationslosung, pH 8.0 0,5M Tris

3M NaCl
P1-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 8.0

10mM EDTA
100 ug/ml RNase A
— Aufbewahrung bei 4°C
P2-Puffer 200mM NaOH
1% SDS (w/v)
P3-Puffer, pH 5.5 3 M Kaliumacetat
Ponceau-Farbelosung 0,2% Ponceau S (w/v)
5% Essigsdure (v/v)
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RIPA-Puffer, pH 7.4

50 mM
1%
0.25%
150 mM
I mM

vor jeder Anwendung frisch dazu

gegeben:

2 X

I mM

I mM

I mM
0,1%

I mM

I mM

I mM

1 ug/ml

Tris/HCL, pH 7.4
NP-40 (w/v)
Natriumdeoxycholat (w/v)
NaCl
EDTA

Protease Inhibitor Cocktail

Pefablock

NaF
B-Glycerolphosphat
SDS (w/v)

NazVOq

PMSF

Benzamidin

Pepstatin A

Sample/Conjugate Diluent

50 mM
0.14 M

1%
0.05%

Tris

NaCl

BSA (w/v)
Tween20 (v/v)

SDS-Laufpuffer (5x)

248 mM
2M
17 mM

Tris
Glycin
SDS

SDS-Probenpuffer (3x)

0,24 M
6%

3%

1,6%

0,6 mg/ml

Tris/HCI, pH 6.8

SDS (w/v)

Glycerin (v/v)
B-Mercaptoethanol (v/v)

Bromphenolblau

SSC-Puffer (20x), pH 7.0

3M
0,3M

NaCl

Natriumcitrat

Stop Solution

0.18M

H,S04

Strip-Losung

02 M
0,1%

NaOH
SDS (w/v)
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TE-Puffer, pH 8.0

10 mM
1 mM

Tris/HCIL, pH 8.0
EDTA

TNE-Puffer

100 mM
S mM
200 mM
0,1%

Tris/HCI, pH 8.5
EDTA, pH 8.5
NaCl

SDS (w/v)

Transferpuffer

48 mM
39 mM
20%

Tris/HCI, pH 7.5
Glycin
Methanol (v/v)

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer (50x)

2M
0,05 M
M

Tris/HCI, pH 8.0
EDTA

Essigsdure

TSB-Puffer

5%
10%
10 mM
10 mM

LB-Medium
DMSO (v/v)
PEG 4000 (w/v)
MgCl,

MgSO4 — autoklavieren

Waschlosung 1

0,1%

SSC
SDS (w/v)

Waschlosung 11

0,5x
0,1%

SSC
SDS (w/v)

Waschpuffer, pH 8.0

50 mM
0.14M
0.05%

Tris
NacCl
Tween20 (v/v)

KCM (5x)

500 mM
150 mM
250 mM

KCl
CaClz

MgCl, — autoklavieren
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3.1.6 Antikoérper und -seren

3.1.6.1 Erstantikorper fiir Western Blots

Antikorper Herkunft Konzentration Referenz
Phospho-p44/42 MAPK Kaninchen 1:1.000 Cell signaling,
(ERK1/2) Boston, USA
Rabbit polyclonal to DUSP5  Kaninchen 1:1.000 Abcam,
(ab54549) Cambridge, UK
Flag-Tag DYKDDDDK Kaninchen 1:500 ABR Affinity
Epitop Taq (Biotin) BioReagents' ™,

Golden, USA
DUSPS5 (Rabbit polyclonal Kaninchen 1:1.000 Eurogentec,
Antibody) 5552 Seraing, Belgien
Sequenz:
CVDVKPTSQEKIEGER
oTubulin Maus 1:1.000 Merck,
Darmstadt
3.1.6.2 Zweitantikorper fiir Western Blots
Antikorper Herkunft Konzentration Referenz
Anti-Maus IgG Ziege 1:3.000 Bio-Rad, Miinchen
(H+L)-HRP
Anti-Kaninchen IgG Ziege 1:3.000 Bio-Rad, Miinchen

(H+L)-HRP
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3.1.6.3 FACS-Antikorper

Antikorper

Isotyp-Kontrollen

Klonalitét

Hersteller

rat anti-mouse B220
(APC)+ (FITC)

hamster anti-mouse
CD3 (FITC)

rat anti-mouse CD4
(APC)

rat anti-mouse CD&a
(FITC)

rat anti-mouse
CD11b (APC)

rat anti-mouse CD19
(FITC)

rat anti-mouse CD25
(FITC)

anti-mouse CD44
(PE)

rat anti-mouse
CD62L (FITC)

rat anti-mouse
CD62L (PE)

hamster anti-mouse

rat [gG2a

hamster IgG

rat IgG2b

rat [gG2a

rat [gG2b

rat [gG2a

rat [gM

rat [gG2b

rat [gG1

rat [gG2a

armenian hamster

monoklonal, Klon
RA3-6B2

monoklonal

monoklonal, Klon
RM4-5

monoklonal

monoklonal

monoklonal

monoklonal, Klon
7D4

monoklonal, Klon
M7

monoklonal, Klon
MEL-14

monoklonal, Klon
MEL-14

monoklonal, Klon

BD Biosciences

Invitrogen

BD Biosciences

Caltag Laboratories

Invitrogen

Invitrogen

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

CD69 (FITC) IgG1 H1.2F3

rat anti-mouse IgM rat [gG2a monoklonal, Klon BD Biosciences

(FITC) 11/41

anti-mouse F4/80 rat IgG2b CI:A3-1/Ratte BD Biosciences

(PE)

Fc-Block CD16/32 2.4G2/Ratte Caltag Laboratories
Isotyp-Kontrollen Hersteller

rat [gG2a (FITC) Invitrogen

rat IgG2a (APC) Invitrogen
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ratlgG2b (APC) Caltag Laboratories
ratlgM (FITC) BD Biosciences
ratlgG1 (FITC) Caltag Laboratories

hamster IgG (FITC)  BD Biosciences

3.1.7 Oligonukleotide

Die Synthese aller Oligonukleotide erfolgte durch die Firma Metabion, Miinchen.

Oligonukleotide zur Generierung des Inaktivierungsvektors:

Oligonukleotid Sequenz (5" > 3°)

5'PrLAS gagagagcggccgcGTGTAGCCTGAGACATCAGG

3'PrLAS gagagatctagaAGTCCAGTTAAACTGTTGTCC

5'PrSA gagagactcgagCCTTGCAACACGTCAGCGCC

3'PrSA gagagaggtaccacgcgtCAGCACCTCTCTTAACTAGG

3'PrLnA-3.2 gagagagatatc [CCCAAGCGCACGTCAAACC

5'PrLnA-3.3 gagagagaattc AGCTGCCCAGAACCACAGAG

loxP-fw ctagaggatccATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATg
loxP-rev aattcATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATggatcct

" Kleinbuchstaben zeigen Sequenzen der Restriktionsschnittstellen

Oligonucleotide zur Generierung der Sonden fiir die Southern Blot Analyse:

Oligonukleotid Sequenz (5" > 3")

Dusp5sondez-for TGA AAG TAG ACT CAC TCT GG

DuspSsonde2-rev TT ACA GAC TGA TGC TAA TCC
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Oligonukleotide zur Generierung der DUSP5-Promoterfragmente:

Oligonukleotid

Sequenz (5" —> 3")

5’Prom
3’Prom-1
Promg,(-600)

Promyy,(-400)

GAG AGA ACG CGT TTG CTG GGC TGA TTG ATT GG
GAG AGA CTC GAG CGA CGC TGC GCG CCC CAC AG
GAA CGC GTA AGC TCG GGT GGT ACATTG

GAA CGC GTA GTA TCA AGA TGA CCA AGCC

Oligonukleotide zum Screening der ES-Zell-Klone und zur Genotypisierung der

DUSP5-/- Miuse:

Oligonukleotid

Sequenz (5’ — 3°)

scr2

scrlwtfor

neo rev P screen
Pfwl

Prevl

P116

P117

P118

Del Cre sense

Del Cre antisense

CTG CAG GCA GCT CTC GGA GG
CTG CAC CCT GTG TTA CCA GG

GAA AGT ATC CAT CAT GGC TGA TG
GCT GAT TGA TTG GAT AGC

CGA AGT TAT GGA TCC TCT

CCC AGA AAT GCC AGA TTA CG
CTT GGG CTG CCA GAATTT CTC
TTA CAG TCG GCC AGG CTG AC
ACCAGCCAGCTATCAACTCG

TTACATTGGTCCAGCCACC

Oligonukleotide fiir die qRT-PCR:

Oligonukleotid Sequenz (5" > 3")

m_DUSP5 F TGC ACC ACC CAC CTA CACTA
m_DUSP5 R CCT CCT TCT TCC CTG ACA CA
mPPIA F GAG CTG TTT GCA GAC AAA GTTC
mPPIA R CCC TGG CAC ATG AAT CCT GG
m_[-Aktin FP ACC CAC ACT GTG CCC ATC TAC
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m_B-Aktin RP
DUSP5.2
DUSP5.1
mTNFa fwd

mTNFa rev2

AGC CAA GTCCAGACGCAGG

ATG TCA GCA GTG TGG CTG

TGC ACC ACC CACCTA CACTA

AAA ATT CGA GTG ACA AGCCTGTAGC

GTG GGT GAG GAGCACGTAG

3.1.8 ReagenzienKkits

Kit

Hersteller

Dual-Luciferase® Reporter Assay
EndoFree® Plasmid Maxi Kit
FailSafe™ PCR PreMix Selection Kit
FuGENE® HD Transfection Reagent
IgG1 ELISA

IgG2b ELISA

IgM ELISA

jetPEI™ Macrophage transfection reagent

jetPEI"™ DNA transfection reagent
QIAprep” Spin Miniprep Kit
QIAGEN® Plasmid Midi Kit
QIAquick® Gel Extraction Kit
QIAquick® PCR Purification Kit
RNeasy” Mini Kit

QIA shredder™

Quantikine® TNF-o/TNFSF1A
QuantiTect™ Reverse Transcription Kit

TOPO TA Cloning® Kit

Promega, Mannheim

Qiagen GmbH, Hilden

Biozym, Oldendorf

Roche, Mannheim

Bethyl Laboratories, Montgomery, USA
Bethyl Laboratories, Montgomery, USA
Bethyl Laboratories, Montgomery, USA
Peqlab, Erlangen

Peqlab, Erlangen

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

R&D, Lille, Frankreich

Qiagen GmbH, Hilden

Invirogen, Leek, NL
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3.1.9 Medien

3.1.9.1 Nahrmedien fiir Bakterienkulturen

LB-Medium, pH 7.0 1%
0,5%

1%

Trypton (W/v)
Hefe-Extrakt (w/v)

NaCl (w/v)

SOC-Medium, pH 7.2 2%
0,5%
10 mM
2,5 mM
10 mM
10 mM

20 mM

Trypton (w/v)
Hefe-Extrakt (w/v)
NaCl

KCl1

MgCl,

MgSO4 —autoklavieren

Glukose (sterilfiltriert)

Zur Herstellung fester Ndhrboden wurde dem Medium 1,5% Agar zugefiigt.

3.1.9.2 Nahrmedien fiir Zellkulturen

Zellkultur-Medien:

Medium

Hersteller

VLE RPMI 1640
DMEM
Opti-MEM 1

PBS

Biochrom, Berlin
Invitrogen, Leek, NL
Invitrogen, Leek, NL

Biochrom, Berlin
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Zusitze fir Zellkultur-Medien:

Zusatz

Hersteller

Penicillin/Streptomycin
FCS Gold

FCS

LIF

Mitomyzin C
J3-Mercaptoethanol
G418

Ganciclovir

L-Glutamin

Biochrom, Berlin

PAN, Aidenbach
Biochrom, Berlin
Laboreigene Herstellung
Sigma-Aldrich, Stammheim
Invitrogen, Leek, NL
Sigma-Aldrich, Stammheim
Sigma-Aldrich, Stammheim

Biochrom, Berlin
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Zelltyp-spezifische Medienzusammensetzung:

ES EF humane oder murine M®-
Zellinien Medium
Basismedium DMEM DMEM DMEM RPMI
RPMI

Zusitze
FCS Gold (v/v) 15% 5%
FCS (v/v) 7% bzw. 10% 10%
Penicillin 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml
Streptomycin 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml
L-Glutamin 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM
f-ME 0,05mM 0,05 mM 0,05 mM
LIF (v/v) 1%
L929-Uberstand 20%
Selektions-
/Inhibitionszusiitze
G418 200 ug/ml 1800 pg/ml
Ganciclovir 2 uM
Mitomyzin C 10 ug/ml

Um Zellen einzufrieren wurde dem jeweiligen Kulturmedium 10% DMSO und 20% FCS

zugesetzt. Bei dem ES-Einfriermedium wurde zusitzlich die FCS-Konzentration von 15% auf

25% erhoht.

Bei stabilen Transfektanten wurde das entsprechende Antibiotikum in das Kulturmedium

zugegeben.

33



Material und Methoden

Antibiotika der Prokaryoten-Kulturen

Antibiotikum Stammlosung Arbeitskonzentration

Ampicillin 100 mg/ml in ddH,O0, 100 pug/ml
sterilfiltriert

Kanamycin 100 mg/ml in ddH,O0, 100 pg/ml
sterilfiltriert

3.1.10 Bakterien und Zelllinien

Bakterien:

E.coli TOP10 F° mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str™) endA1 nupG

E.coli DH5a fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA gInV44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA96
recAl, relAl, endAl, thi-1, hsdR17

E.coli IM110 rpsL thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm supE44 A(lac-

proAB) ®F’ traD36 proAB laclqZAM15

Zellen und Zelllinien:

EF-Zellen Embryonale Fibroblasten,
gewonnen aus Embryonen d 14.5 postcoitum aus CDI-
Miusen
Laboreigene Herstellung

ES-Zellen E14.1 Embryonale Stammzellen; isoliert aus dem Mausstamm
129/SvJ Ola
Joyner, Toronto, Kanada
Referenz: Kuhn ef al. (88)

Hek 293 Humane embryonale Nieren-Zelllinie
ATCC: CRL-1573™_ Rockville, Maryland, USA
Referenz: Graham et al. (89)

RAW 264 Murine Makrophagen-Zellinie

ATCC: TIB-71™, Rockville, Maryland, USA
Referenz: Raschke ef al. (90)
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3.1.11 Versuchstiere

Die DUSP5-Knockout Méuse wurden im optimierten Hygienebereich des Zentrums fiir
Priklinische Forschung am Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitdt Miinchen

geziichtet, auf einen C57BL/6-N-Hintergrund riickgekreuzt und gehalten.

Mausstamm Herkunft

C57BL/6-N Charles-River, Wilmington, USA

LysMCre Irmgard Forster, Universitdt Koln

Deleter-Cre Jirgen Ruland, III. Med. Klinik, MRI, Miinchen

3.1.12 Klonierungsvektoren/Plasmide

Vektor Funktion Referenz

pCR®2.1 TOPO® Klonierungsvektor Invitrogen, Leek, NL
pBluescript I KS(-)MCS+  Klonierungsvektor Stratagene, La Jolla, USA
pEFsem Expressionsvektor Laboreigene Herstellung

Konstrukt aus pcDNA3 (Referenz:
Invitrogen) und pEF-BOS
(Referenz: Seiichi Mizushima und

Shigekazu Nagata (91))

pEGFP-N1 Expressionsvektor fiir ~ Clontech, Mountain View, USA
GFP

pGL3-Basic Vector Luciferaseexpressions-  Promega, Madison, USA
vektor

pGL3-Promoter Vector Luciferaseexpressions-  Promega, Madison, USA
vektor

pGL3-Enhancer Vector Luciferaseexpressions-  Promega, Madison, USA
vektor
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Im Rahmen dieser Arbeit generierte Expressionsvektoren:

Vektor Relevante Eigenschaften

Inaktivierungsvektor pBluescript II KS(-)MCS+ mit Insertion:
genomische DNA aus Maus, dusp5-Lokus:

TK-Kassette (2,8 kb) Notl, LAS’(1,4 kb) Notl/Xbal,
loxP-Stelle durch Oligolinker (34 bp+Xbal/EcoRI
Schnittstellen, LA3’ (E1) (1,4 kb) EcoRI/EcoRI, neo®
EcoRV/Xhol, KA (0,5 kb) Xhol/Kpnl

pEFsem DUSPS5 pEFsem mit EcoRI/Notl 3xFlag-DUSPS5-Insertion

pEFsem ANLS pEFsem mit EcoRI/Notl 3xFlag-DUSP5ANLS-
Insertion

pEFsem_ C263S pEFsem mit EcoRI/Notl 3xFlag-C263S-Insertion

pGL3-Promoter Dusp5(-400 bp) pGL3-Promoter mit Mlul/Xhol-Dusp5(-400 bp)-
Insertion

pGL3-Promoter Dusp5(-600 bp) pGL3-Promoter mit Mlul/Xhol-Dusp5(-600 bp)-
Insertion

pGL3-Promoter Dusp5(-1000 bp)  pGL3-Promoter mit Mlul/Xhol-Dusp5(-400 bp)-
Insertion

Zur Herstellung des DUSP5-Uberexpressionsvektor wurde der dusp5 codierende Bereich der
Maus von der Firma GenScript Corporation, USA synthetisiert. Die Sequenz wurde dabei
Codon-optimiert. Ausgehend von diesem Fragment erfolgte die Herstellung der beiden Vekto-
ren pEFsem_ ANLS und pEFsem_ C263S durch in vitro Mutagenese, durchgefiihrt von der
Firma Eurofins MWG Operon, Ebersberg.
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3.2 Methoden

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle beschriebenen Methoden bei Raumtemperatur

(RT) durchgefiihrt.

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Isolierung von RNA aus Mauszellen

Das Prinzip der RNA-Isolierung besteht aus einer Zelllyse mit Inaktivierung der RNasen und
anschlieender Isolierung der Gesamt-RNA, die nur zu circa 2% aus mRNA besteht. Die
Isolierung erfolgte unter Verwendung des RNeasy” Mini Kit und QIAshredder™ Saulchen,
beides von Qiagen. Alle verwendeten Puffer sind im Kit enthalten. Zur Isolierung der RNA
aus Mausmakrophagen wurden 5x10° Zellen in 600 u1 RLT-Puffer mit f3-Mercapthoethanol
[10 ul/ml] lysiert. Die vollstdndige Lyse erfolgte daran anschlieBend durch Inkubation fiir
mindestens 1 Stunde bei -80°C. Anschlieend wurden die lysierten Zellen auf Eis aufgetaut
und auf ein QIAshredder™ Siulchen pipettiert. Durch Zentrifugation fir 2 Min. bei
13.000 rpm wurden die Zellen homogenisiert. Der Durchlauf wurde mit 600 x«1 Ethanol [70%]
gemischt und der Ansatz auf das RNeasy Mini Spin Column gegeben, welches anschlieBend
fiir 30 Sek. bei 10.000 rpm zentrifugiert wurde. Das RNeasy Mini Spin Column wurde dann
mit 700 ul RW1-Puffer mittels Zentrifugation fiir 30 Sek. bei 10.000 rpm gewaschen und
nach Zugabe von 500 ul RPE-Puffer erneut fiir 30 Sek. bei 10.000 rpm zentrifugiert. Nach
erneuter Zugabe von 500 ul RPE-Puffer wurde das Sdulchen fiir 2 Min. bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Die Elution erfolgte dann durch 1 miniitige Zentrifugation bei 10.000 rpm mit
30 ul RNase freiem H,0, welches zuvor bis zu 10 Min. auf dem Sdulchen inkubiert wurde.
Die Konzentration der isolierten RNA wurde im NanoDrop” ND-1000 vermessen und die

isolierte RNA direkt zur cDNA-Synthese (3.2.1.3) eingesetzt oder bei -80°C gelagert.

3.2.1.2 Isolierung von RNA aus Zelllinien

Die Isolierung der RNA aus Zelllinien erfolgte nach Protokoll 3.2.1.1, jedoch wurde hier auf
den Homogenisierungsschritt mit den QIAshredder™ Saulchen verzichtet.

3.2.1.3 Reverse Transkription zur cDNA-Synthese

Die ¢cDNA-Synthese aus der isolierten RNA erfolgte mithilfe des QuantiTect® Reverse
Transcription Kit von Qiagen. Alle verwendeten Reagenzien sind im Kit enthalten. Es wurde

ein 14 ul Ansatz bestehend aus 2 ul gDNA Wipeout Buffer (7x), 1 ug Template RNA und der
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entsprechenden Menge H,O fiir 2 Min. bei 42°C inkubiert. Zur diesem Ansatz wurden dann
1 ul Reverse Transcriptase, 4 x4l RT Puffer (5x) und 1 x4l RT Primer Mix gegeben. Der 20 ul
Ansatz wurde zunéchst 15 Min. bei 42°C und danach 3 Min. bei 95°C inkubiert. Die syntheti-
sierte cDNA wurde bei -20°C gelagert oder direkt zur Quantitativen Real-Time PCR (3.2.1.7)

eingesetzt.

3.2.1.4 Isolierung genomischer DNA aus Gewebe oder Zellen

Mausschwanz-Biopsien oder Zellpellets wurden in 500 ul TNE-Lysepuffer, 50 1 SDS [10%]
und 10 ul Proteinase K [10 mg/ml] {iber Nacht bei 56°C auf einem Thermoschiittler verdaut.
Nach dem vollstindigen Verdau der Probe wurde die DNA entsprechend der anschlie3enden

Verwendung unterschiedlich aufgereinigt (3.2.1.4.1 bzw. 3.2.1.4.2).

3.2.1.4.1 Aufreinigung von Mausschwanz DNA

Die lysierten Zellen (3.2.1.4) wurden mittels Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 5 Min.
pelletiert und 500 u1 des Uberstandes in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefdB iiberfiihrt. Zu
dem Uberstand wurden 500 ul kurz zuvor gemischtes Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol
gegeben und der gesamte Ansatz fiir I Min. durch vortexen gemischt. Anschlieend erfolgte
durch 10 miniitige Zentrifugation bei 11.000 rpm und RT die Phasentrennung. Die wissrige
obere Phase wurde zu 900 ul eiskaltem Ethanol [100%] gegeben, gut geschiittelt und bei
13.000 rpm und 4°C fiir 5 Min. zentrifugiert. Das Pellet wurde durch Zugabe von 500 ul
Ethanol [70%] und anschlieBender Zentrifugation (13.000 rpm, 4°C, 5 Min.) erneut
gewaschen. Nach vollstidndiger Trocknung des DNA-Pellets bei RT wurde die DNA in 200 ul
TE-Puffer [+RNase (100ug/ml)] geldst. Die Lagerung der DNA bis zur weiteren Verwendung
erfolgte bei 4°C.

3.2.1.4.2 Isolierung genomischer DNA aus Zellen

Durch Zentrifugation (13.000 rpm, 5 Min.) wurden die lysierten Zellen (3.2.1.4) pelletiert.
Der Uberstand wurde abgenommen, 500 ul Zuvor gemischtes
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol dazugegeben. Nach vortexen des Ansatzes fiir 1 Minute
folgte die Phasentrennung durch Zentrifugation (13.000 rpm, RT, 10 Min.). Die wéssrige
obere Phase wurde dann in 950 ul eiskaltes Ethanol [100%] {iberpipettiert und geschiittelt bis
die DNA als feiner durchsichtiger Faden sichtbar wurde. Die DNA wurde dann mithilfe einer
Pipettenspitze vorsichtig ,herausgehékelt’, kurz in Ethanol [70%] geschwenkt und dann durch
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Inkubation fiir 1 Stunde bei 37°C in 200 ul TE-Puffer gelost. Die Lagerung der DNA erfolgte
bei 4°C.

3.2.1.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli-Stimmen

Die ecingesetzten Alkalischen Lysen beruhen, wie auch die Lyse bei den QIAGEN®
Plasmidisolierungs-Kits auf einer modifizierten alkalischen Lyse (92), verzichten jedoch auf

eine chromatographische Aufreinigung der DNA.

3.2.1.5.1 Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maf3stab (allgemein)

Die im Folgenden beschriebene Methode wurde eingesetzt, wenn eine grofle Anzahl an
Klonen schnell untersucht werden sollte. Einzelne Klone einer frisch transformierten Platte
(3.2.2.5.2 bzw. 3.2.2.5.3) wurden in je 2 ml LB-Medium mit Antibiotikum angeimpft und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Diese Kultur wurde bei 8.000 rpm fiir 1 Min. zentrifugiert.
Das Pellet wurde dann in 300 ul P1-Puffer durch vortexen resuspendiert. Zu diesem Ansatz
wurden 300 ul P2-Puffer gegeben, durch mehrmaliges invertieren gemischt und fiir 5 Min. bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurden 300 ul P3-Puffer dazugegeben und dieser Ansatz kriftig
geschiittelt und bei 13.000 rpm und 4°C fiir 15 Min. pelletiert. In der Zwischenzeit wurden
frische Eppendorf-Reaktionsgefile mit 800 ul Isopropanol vorbereitet. Der

Zentrifugationsiiberstand wurde zum Isopropanol gegeben und erneut 13.000 rpm fiir 15 Min.
und 4°C zentrifugiert und das Pellet anschlieBend mit 800 wul Ethanol [70%] durch

Zentrifugation gewaschen (13.000 rpm, 5 Min.). Das darauf resultierende Pellet wurde bis zur
vollstindigen Trockenheit bei RT inkubiert und anschliefend in 50 ul H,O resuspendiert. Die
Lagerung der Plasmid-DNA erfolgte bei -20 °C.

3.2.1.5.2 Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maf3stab (rein)

Plasmid-DNA die zur Klonierung oder Sequenzierung eingesetzt wird erfordert einen hohen
Reinheitsgrad und erfolgte daher unter Verwendung des QIAprep® Spin Miniprep Kit von
Qiagen. Dazu wurden einzelne Klone einer frisch transformierten Platte (3.2.2.5.2 bzw.
3.2.2.5.3) in je 2 ml LB-Medium mit Antibiotikum angeimpft und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte nach Angaben des Herstellers und mit

den Komponenten des verwendeten Kits.

3.2.1.5.3 Isolierung von Plasmid-DNA im grof3en Maf3stab (rein)

Wurden zur Klonierung groflere Mengen Plasmid-DNA benétigt wurden diese mithilfe des
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QIAGEN® Plasmid Midi Kit von Qiagen isoliert. Dazu wurden 100 ml einer LB
[+Antibiotikum] iiber Nacht Kultur bei 4.000 rpm fiir 15 Min bei 4°C zentrifugiert. Die

Isolierung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

3.2.1.5.4 Plasmid-DNA-Isolierung fiir Transfektionsexperimente

Endotoxine sind Bestandteil der d&ulleren Zellmembran gram-negativer Bakterien und schon in
geringen Mengen biologisch wirksam. Sie sind fiir eine starke Verminderung der
Transfektionseffizienz ~ verantwortlich. ~ Aus  diesem  Grund wurde fiir alle
Transfektionsexperimente Plasmid-DNA mit einer speziellen Methode isoliert, die Endotoxin-
Freiheit garantiert. Zur Isolierung der Plasmid-DNA wurden 250 ml LB-Medium
[+ Antibiotikum] im Erlenmeyerkolben mit Schikane mit 50 ul Bakterienkultur (oder 5 ul
Glycerinkultur) angeimpft. Die Bakterienkultur wurde {iber Nacht bei 37°C im
Schiittelinkubator kultiviert. Durch Zentrifugation (4.000 rpm, 15 Min., 4°C) wurde die
Kultur pelletiert. Zur anschlieBenden Lyse der Bakterien und der Isolierung der darin
enthaltenen Plasmid-DNA wurde das EndoFree® Plasmid Maxi Kit von Qiagen verwendet.

Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

3.2.1.6 Amplifikation von DNA durch die Polymerase Kettenreaktion

Bei der Polymerase Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine von Kary Mullis (93)
entwickelte Methode, mit der ein definierter DNA-Abschnitt in vitro vervielfdltigt werden
kann. Zur Vervielfiltigung der durch spezifische Oligonukleotide (Primer) definierten DNA-
Sequenz wird dabei eine zyklische Wiederholung dreier Schritte bendtigt. Im ersten Schritt
wird die doppelstringige DNA bei 94°C hitzedenaturiert, d.h. durch Erhitzen wird die
doppelstrangige DNA durch Losen der Wasserstoffbriicken in zwei Einzelstringe aufgetrennt.
Daran anschlieBend erfolgt die Anlagerung (Annealing) der gegenldufigen, zur DNA
komplementdren Primer. Diese Anlagerungstemperatur ist abhidngig vom GC-Gehalt des
Primers und muss fiir jedes Primerpaar experimentell optimiert werden. Der daraus
resultierende kurze DNA-Doppelstrang wird dann durch eine spezielle hitzestabile DNA-
Polymerase (Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus), deren optimale Enzymaktivitdt bei
72°C liegt, verlangert (Elongation). Die Synthese findet in 3’— 5’-Richtung statt. Somit sind
nach dem FElongationsschritt aus einem Doppelstrang zwei neue DNA-Stringe entstanden.
Durch die zyklische Wiederholung dieser Schritte (30 - 35x) findet eine exponentielle
Amplifikation des jeweiligen DNA-Abschnittes statt. Die Dauer der einzelnen Schritte variiert

dabei entsprechend der Grofe des gewilinschten PCR-Produktes und wird mit circa
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1 Minute/kbp berechnet. In Tabelle 1 ist in einer Ubersicht die Zusammensetzung simtlicher

in dieser Arbeit verwendeten PCR-Ansitze angegeben.

Tabelle 1: PCR-Ansitze fiir Klonierungskonstrukte, ES-Screening, Genotypisierungen.

PCR Primer MgCl, Puffer Polymerase
[0,2-0,4 pM] 2-5 Units/Ansatz

LA3°-DUSP5 KO 5°PrLA3.3/ - 2xPreMix H FailSafe Enzyme Mix
3’PrLA3.2

LAS’-DUSP5 KO  5°PrLAS/ 2mM 10xHigh Fidelity+[10% DMSO] HF Enzyme Mix
3’PrLAS (Fermentas) Hotstart

KA-DUSPS KO 5’PrSa/ 225mM  10xTaq.Puf.+KCI+[10% DMSO]  Tag-Polymerase;
3’PrSA Hotstart

Promoter (-1000)  5’Prom/ 1,25mM  10xTaq.Puf.+(NH,4),SO4 Taq-Polymerase;
3’Prom-1 +[10% DMSO] Hotstart

Promoter (-600) Promfw(-600)/ 2 mM 10xTaq.Puf.+(NH,),SO, Taq-Polymerase;
Promrev2 +[10% DMSO] Hotstart

Promoter (-400) Promfw(-400)/ 2 mM 10xTaq.Puf.+(NH,),SO, Taq-Polymerase;
Promrev2 +[10% DMSO] Hotstart

ES-Zell scr2/ 2 mM 10xTagq.Puf.+(NH,4),SO, Taq-Polymerase;

Screening neorevPscreen +[10% DMSO] Hotstart

LysMCre P116/ 1,5 mM 10xTaq.Puf.+(NH,4),SO, Taq-Polymerase; BSA
P117/P118 +[10% DMSO] (20 mg/ml)

DUSPS flox scr2/ 2 mM 10xTaq.Puf.+(NH,4),SO, Taq-Polymerase;
neorevPscreen +[10% DMSO] Hotstart

DUSPS5 KO Pfwl/scr2 - 2xPreMix E FailSafe Enzyme Mix

Cre Del Cre Del sense/ 2,5mM  Taq.Puf.+KCIl+[10% DMSO] Taq-Polymerase;
antisense Hotstart

DUSPS5 WT scr2/scrlwtfor  1,5mM  5Sul Taq.Puf.+(NH4),SO4 Taq-Polymerase;

+[10% DMSO] Hotstart
loxP-Nachweis Pfw1/Prevl 2mM Taq.Puf+KCI+[10% DMSO] Taq-Polymerase;

Hotstart

Es wurden jeweils 50 ul Ansdtze hergestellt. StandardméBig wurden fiir einen PCR-Ansatz 100-200 ng
Template-DNA eingesetzt. Nach Zugabe des Reaktionspuffers, dNTPs [10 -15 mM] als Bausteine fiir den zu
synthetisierenden Strang und MgCl,, sowie den semse und antisense Primern wurde im Allgemeinen ein
,.Hotstart* durchgefiihrt, d.h. die Polymerase wurde erst nach der Denaturierung (5 Min. bei 94°C) zum PCR-
Ansatz gegeben.

Die in dieser Arbeit verwendeten PCR-Programme sind in Tabelle 2 in einer Ubersicht

zusammengestellt.
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Tabelle 2: PCR-Programme fiir Klonierungskonstrukte, ES-Screening, Genotypisierungen.

PCR Denaturierung Annealing Elongation Zyklenanzahl
LA3’-DUSP5 KO 94°C, 60 Sek. 59°C, 45 Sek. 72°C, 90 Sek. 35
LA5’-DUSP5 KO 94°C, 60 Sek. 58°C, 45 Sek. 72°C, 90 Sek. 35
KA-DUSPS5 KO 94°C, 60 Sek. 58°C, 45 Sek. 72°C, 45 Sek. 35
Promoter (-1000) 94°C, 60 Sek. 59°C, 60 Sek. 72°C, 90 Sek. 35
Promoter (-600) 94°C, 60 Sek. 57°C, 60 Sek. 72°C, 60 Sek. 35
Promoter (-400) 94°C, 60 Sek. 57°C, 60 Sek. 72°C, 60 Sek. 30
ES-Zell Screening 94°C, 60 Sek. 60°C, 60 Sek. 72°C, 60 Sek. 30
LysMCre 94°C, 60 Sek. 62°C, 60 Sek. 72°C, 120 Sek. 35
DUSPS5 flox 94°C, 60 Sek. 60°C, 60 Sek. 72°C, 60 Sek. 30
DUSP5 KO 94°C, 60 Sek. 60°C, 60 Sek. 72°C, 180 Sek. 30
Cre Del 95°C, 30 Sek. 64°C, 30 Sek. 72°C, 30 Sek. 40
DUSP5 WT 94°C, 60 Sek. 59°C, 45 Sek. 72°C, 60 Sek. 30
loxP-Nachweis 94°C, 60 Sek. 55°C, 45 Sek. 72°C, 30 Sek. 30

Um sicher zustellen, dass die in der PCR als Template eingesetzte DNA als Einzelstrang vorlag, wurde der erste
Denaturierungsschritt um 2 Min. verldngert. Bei der Durchfithrung eines Hot Starts wurden erst daran
anschlieBend die Polymerase zugegeben. Nach dem letzten Elongationsschritt folgte ein Inkubationsschritt fiir 7-
10 Min. bei 72°C. Danach wurde das PCR-Produkt bis zur weiteren Verarbeitung auf 4°C abgekiihlt.

3.2.1.7 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die Gen-spezifische Menge an mRNA kann durch die Real-Time PCR bestimmt werden. Bei
dieser Methode wird durch quantitativen Nachweis der wihrend der PCR gebildeten cDNA
die Menge der eingesetzten mRNA berechnet. Es wurde das SYBR® Green System
verwendet. Bei diesem System bindet der Farbstoff (SYBR Green) als Fluorogene Sonde
unspezifisch an doppelstringige DNA. Die Fluoreszenz ist hierbei um ein vielfaches hoher als
bei der Bindung an Einzelstrang-DNA. Die Fluoreszenz nimmt somit im Verlauf eines PCR-
Laufs proportional zur Menge der amplifizierten PCR-Produkte zu. Am Ende eines PCR-
Laufs wird anhand der erhaltenen Fluoreszenzsignale die Quantifizierung (ausschlieBlich
exponentielle Phase) der PCR vorgenommen. Durch Korrelation des logarithmischen
Anstiegs mit dem entsprechenden Zyklus im Vergleich zu einem ubiquitdr exprimierten

Kontroll-Gen erhélt man eine quantitative Aussage.
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Zur qRT-PCR wurde ein 30 ul Ansatz bestechend aus 5 ul cDNA [10 ng/ul], 15 ul SYBR®
Green-Mastermix (2x), 1 ul sense Primer [20 nM] und 1 ul antisense Primer [20 nM] und 8 ul
ddH,0 zusammen in eine 96 well semi-skirted PCR Platte (starlab) pipettiert und danach die
gRT-PCR gestartet.

Ein Reaktionszyklus umfasste fiir gewohnlich vier Schritte:

50 °C 120 sec

95 °C 600 sec

95 °C 15 sec 40 Zyklen
60 °C 60 sec

Die Spezifitit der Fluoreszenz wurde direkt im Anschluss eines Laufes durch Bestimmung
der Schmelzpunkte der PCR-Produkte mittels der sogenannten Dissoziationskurve untersucht.
Die qRT-PCR wurde mit dem ABIPrism™ 7300 Sequence Detector durchgefiihrt und mit

dem Sequence Detection Software v.1.4 Programm ausgewertet.

3.2.1.8 Restriktionsspaltungen

Durch den FEinsatz von Restriktionsendonucleasen kann ein DNA-Fragment untersucht
werden. Restriktionsendonucleasen sind bakterielle Enzyme, die spezifische vier bis acht bp
lange Sequenzen (Restriktionsschnittstellen) erkennen und beide DNA-Stringe an dieser
Stelle schneiden. Dadurch entstehen spezifische Restriktionsfragmente. Aufgrund der
Fragmentgroflen kann untersucht werden, ob das gewiinschte DNA-Fragment amplifiziert
wurde. Auch der Erfolg einer Klonierung kann auf diese Weise untersucht werden.
Restriktionsspaltungen wurden wie in Tabelle 3 beschrieben, oder als Vielfaches dieses

Ansatzes angesetzt.

Tabelle 3: Zusammensetzung einer Restriktionsspaltung.

Reagenz Menge
DNA 7 ul
Puffer 1 ul
Enzym 1 ul
ddH,0 1 ul

Der Ansatz wurde 1 h inkubiert (Inkubationstemperatur nach Angabe des Herstellers), mit

DNA-Auftragspuffer versetzt und mithilfe eines Agarosegels [1%] aufgetrennt.

43



Material und Methoden

3.2.1.8.1 Sequenzierungen
Alle Kontrollsequenzierungen wurden von der Firma Eurofins MWG GmbH in Ebersberg

durchgefiihrt.

3.2.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.2.1 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Die Kultivierung der E.coli-Stamme erfolgte in LB-Medium mit entsprechendem Antibioti-
kum bei 37°C im Schiittelinkubator. Zur Stammhaltung von hergestellten E.coli-Klonen wur-
den diese in eine Glycerinkultur liberfiihrt. Hierzu wurden 6 ml einer Bakterienkultur in der
stationdren Phase in einem 15 ml Falcon-Reaktiongefal fiir 8 Min. bei 2.000 rpm zentrifu-
giert. AnschlieBend wurde das Pellet in 1 ml LB-Medium und 1 ml Glycerin resuspendiert
und bei -80°C gelagert.

3.2.2.2 Ligation
3.2.2.2.1 Ligation mit der T4-DNA-Ligase

Die T4-DNA-Ligase katalysiert in doppelstringigen DNA-Molekiilen die Bildung von
Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 5’-Phosphat- und 3’-Hydroxyenden.

Bei der Ligation wurde ein molares Verhéltnis von 1:3 (Vektor:Insert) verwendet, wobei im-
mer 50 ng Vektor-DNA eingesetzt wurde. Die Menge an Insert wurde dann nach folgender

Formel berechnet:
(ngVektor X kblnsert) / (kaektor x molares Verhaltnis\/ektor/]nsert) = NZinsert

Der Ligationsansatz (Zusammensetzung sieche Tabelle 4) wurde iiber Nacht bei 16°C inku-

biert und die ligierten Plasmide anschlieBend in kompetente Zellen transformiert.
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Tabelle 4: Zusammensetzung eines Ligationsansatzes.

Reagenz Menge

Insert errechneter Wert
Vektor 50 ng

Puffer 1,5 ul

T4 Ligase 1 ul

ddH,0 ad 15 ul

3.2.2.2.2 Ligation mit dem TOPO TA Cloning® Kit

Fiir die direkte Ligation von PCR-Produkten wurde das TOPO TA Cloning® Kit verwendet.
Die Besonderheit des verwendeten pCR2.1-TOPO-Vektors ist eine mit dem offenen Plasmid
verkniipfte Topoisomerase, die einen anderen DNA-Strang mit dem Vektor verbinden kann
und dabei freigesetzt wird. Ermoglicht wird dies durch die von der Topoisomerase I
katalysierten spezifischen Spaltung des Phosphodiesterriickgrates, die dabei eine kovalente
Bindung mit der DNA ausbildet wobei am 3'-Ende ein Thymidiniiberhang verbleibt. Da die
Tag-Polymerase ihrerseits PCR-Produkte mit einem Adenosiniiberhang am 3'-Ende herstellt
ist eine direkte chemische Reaktion mit einer 5'-Hydroxylgruppe eines anderen DNA Stranges
moglich. Dabei wird die Topoisomerase freigesetzt und die beiden DNA Stringe werden

verbunden.

Da der A-Uberhang jedoch instabil ist, sollte nur frisches PCR-Produkt eingesetzt oder ggf.
eine A-Addition durchgefiihrt werden. Zur A-Addition wurde ein Ansatz aus 30 ul
aufgereinigtem PCR-Produkt (3.2.2.4.1), 1 ul Tag-Polymerase [0,7 U - 1 U] und 1 ul dNTPs
pipettiert. Dieser Ansatz wurde fiir 10 Min. bei 72°C inkubiert, danach sofort auf Eis gestellt
und in der Topo-TA-Klonierung eingesetzt. Zur Topo-TA-Klonierung wurden 4 ul frisches
PCR-Produkt oder durch A-Addition behandeltes PCR-Produkt, 1 ul salt solution (Kit-
Bestandteil) und 1 ul Vektor gemischt und 30 Min. bei RT inkubiert und danach die
Transformation (3.2.2.5.3) durchgefiihrt.

3.2.2.3 Dephosphorylierung eines Vektors

Wird ein Vektor mit nur einem Restriktionsenzym gespalten entstehen zwei kompatible
Enden die miteinander religieren konnen. Dies kann durch Vektor-Dephosphorylierung

verhindert werden. Nach dem Restriktionsverdau bleiben an den 5’-Enden der DNA-
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Fragmente Phosphatreste zuriick, die fiir die Ligation bendtigt werden. Entfernt man diese
mithilfe der Dephosphorylierungsaktivitit einer Phosphatase kann keine Religation des
Vektors mehr stattfinden. Das Fragment, das ligiert werden soll besitzt im Gegensatz dazu

noch beide Phosphatreste und kann daher seinerseits mit dem Vektor ligieren.

Tabelle 5: Reaktionsansatz zur Dephosphorylierung eines Vektors.

Reagenz Menge
Eluat 28 ul
Alkalische Phosphatase 1 ul
Puffer (10x) S5ul
ddH,0 16 ul

Die Vektordephosphorylierung (Reaktionsansatz siehe Tabelle 5) erfolgte bei Inkubation des
Ansatzes fiir 30 Min. bei 37°C inkubiert. Danach wurde erneut 1 ul Alkalische Phosphatase
dazugegeben und der Ansatz erneut fiir 30 Min. bei 37°C inkubiert.

3.2.2.4 Klonierung von PCR-Produkten in einen Vektor

3.2.2.4.1 Aufreinigung von PCR Produkten

Die Aufreinigung von PCR Produkten erfolgte mithilfe des QIAquick® PCR Purification Kit
von Qiagen und wurde nach Angaben des Herstellers mit dem im Kit bereitgestellten

Komponenten durchgefiihrt.

3.2.2.4.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Mithilfe des QIAquick® Gel Extraction Kit wurde DNA aus Agarosegelen eluiert. Dazu
wurden die zu isolierenden DNA-Fragmente im UV-Licht sichtbar gemacht und unverziiglich
mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Extraktion erfolgte nach Anleitung des Herstellers.

Die eluierte DNA wurde sofort im Versuch eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

3.2.2.5 Transformation von E. coli-Stammen

Die Ubertragung freier DNA in ein Rezipienten-Bakterium wird als Transformation
bezeichnet. E.coli besitzt jedoch kein natiirliches Transformationssystem, welches sie zur
aktiven Aufnahme freier DNA befdhigt. Folglich ist nur die passive Aufnahme der DNA nach

entsprechender Vorbehandlung der Zellen moglich, die Zellen miissen kompetent gemacht
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werden. Zur Herstellung der kompetenten Zellen wurde die CaCl,-Methode eingesetzt. Bei
dieser Methode nutzt man die Tatsache, dass E.coli-Zellen nach Behandlung mit hohen

Konzentrationen an Ca®"-Ionen dsDNA aufnehmen kénnen (94).

3.2.2.5.1 Herstellung von kompetenten E.coli-Zellen

Zur Herstellung der kompetenten Zellen wurde eine Vorkultur gezogen. Dazu wurden 1 ul
Zellsuspension bzw. eine Bakterienkolonie in einem Erlenmeyerkolben mit 50 ml LB-Me-
dium und Antibiotikum {iber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler angezogen. Am néchsten
Morgen wurden 4 ml dieser Vorkultur in einen Erlenmeyerkolben mit 400 ml LB-Medium
und Antibiotikum tiberimpft und circa 3 Stunden bis zu einer ODgyy zwischen 0,5 und 0,6
angezogen. Die Bakteriensuspension wurde in einen Zentrifugenbecher iiberfithrt und mittels
Zentrifugation fiir 10 Min. bei 4.000 rpm und 4°C pelletiert. Das Pellet wurde in 25 ml eiskal-
tem TSB-Puffer resuspendiert und 10 Min. auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 500 ul
Aliquots hergestellt und diese im fliissigen Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der
kompetenten Zellen erfolgte bei -80°C.

3.2.2.5.2 Transformation kompetenter E.coli-Zellen

Zur Transformation wurden 5 ul Ligationsansatz (3.2.2.2.1) zu 20 ul KCM (5x) und 72 ul
H,0 gegeben und alles zusammen kurz gevortext. Danach wurden 100 wul der auf Eis
aufgetauten kompetenten E.coli-Zellen dazugegeben und der gesamte Ansatz 30 Min. auf Eis
inkubiert und anschlieend bei 42°C ein Hitzeschock (45 Sek.) durchgefiihrt. Danach wurden
sofort 750 ul LB-Medium (ohne Antibiotikum) zugegeben und 1x invertiert. Zur Expression
der Antibiotikaresistenzgene wurde der Ansatz 1 h bei 37°C im Thermoschiittler inkubiert.
Nach Zentrifugation (8.500 rpm, 5 Min.) wurde das Pellet im Riicklauf resuspendiert und die
Zellsuspension wurde dann auf Selektionsmedium ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inku-

biert.

3.2.2.5.3 Transformation eines TOPO-TA-Ligationsansatzes

Zum Abschluss einer TOPO-TA-Klonierung wurden 4 ul des Ligationsansatzes (3.2.2.2.2) zu
einem Aliquot chemisch kompententer E.coli Top Ten One Shot® Zellen gegeben und durch
mehrmaliges Invertieren gemischt. Dieser Ansatz wurde 30 Min. auf Eis inkubiert und danach
ein Hitzeschock bei 42°C (30 Sek.) durchgefiihrt. Zu diesem Ansatz wurden sofort 250 ul
SOC-Medium gegeben und 1 h bei 37°C und 225 rpm im Thermoschiittler inkubiert. Danach

wurde der gesamte Ansatz mittels Verdiinnungsausstrich auf die entsprechende
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Selektionsplatten plattiert. Zur blau-weill Selektion wurden die Selektionsplatten zuvor mit

IPTG und X-Gal beschichtet.

3.2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsduren unterschiedlicher Gro3e konnen durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt
werden, da aufgrund der Siebstruktur der Agarose kleine DNA-Fragmente im elektrischen
Feld Agarosegele schneller durchlaufen als grole DNA-Fragmente. Dabei ist bei 0,8 - 2.0%
Agarosegelen die Laufstrecke umgekehrt proportional zum Logarithmus der Fragmentlange.
Daher werden abhédngig von der GroBe der DNA-Fragmente die untersucht werden sollen

Gele mit unterschiedlichen Agarosekonzentrationen eingesetzt.

Die Agarose wurde in Ix TAE-Puffer durch kurzes Aufkochen gelost und dann mit
Ethidiumbromid [50 ng/ml] versetzt. AnschlieBend wurde das Gel in einen Geltriger gegos-

sen und erst nach vollstindiger Polymerisierung zum Gellauf eingesetzt.

Vor dem Auftragen der DNA wurde dieser zum Absinken in die Taschen DNA-Auftragspuf-
fer zugefiigt. Nach Auftragen der Proben in die Taschen wurde das Gel in einem elektrischen
Feld von 80 - 140 V [5 V/cm Elektrodenabstand] aufgetrennt. Als Referenzmarker wurden 6

1 GeneRuler™ der Firma Fermentas verwendet.

Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid interkaliert in Nukleinsduren und verandert dadurch
das Adsorptionsspektrum. Nach Anregung mit UV-Licht erscheint der gebildete Komplex im
sichtbaren Bereich als leuchtende DNA-Bande. Die Visualisierung der DNA-Fragmente er-
folgte im Gel Doc XR System.

3.2.2.7 Southern Blot

Bei der nach ihrem Erfinder Ed M. Southern (95) benannten Methode werden mittels
Gelelektrophorese entsprechend ihrer Lange getrennte DNA-Fragmente auf einer Membran
fixiert, um spdter durch Hybridisierung mit markierten Sonden einzelne DNA Fragmente

nachweisen zu konnen.

3.2.2.7.1 Verdau der genomischen DNA

Bevor die DNA mittels Gelelektrophorese aufgetrennt werden kann muss sie mithilfe von
hochkonzentrierten (HC) Restriktionsendonukleasen verdaut werden. Zum Verdau der

genomischen DNA wurde ein 60 ul Restriktionsansatz hergestellt. Dazu wurden 20 ug
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genomische DNA, 150 Units des gewiinschten Restriktionsenzyms, 6 ul Puffer und H,O {iber
Nacht im Thermoschiittler bei 37°C inkubiert.

3.2.2.7.2 Auftrennung der DNA mittels Agarosegelelektrophorese

Am nichsten Tag wurde ein 14x14 cm groBes mit 200 ml Agarosegel [0,8%] und
14 Kammern hergestellt. Auf dieses Gel wurde der gesamte Verdau, dem zuvor 10 ul DNA-
Auftragspuffer zugegeben wurde aufgetragen. Als Marker wurde die GeneRuler™ 1 kb DNA
Ladder verwendet. Das Gel wurde liber Nacht bei 20 V aufgetrennt. Am nichsten Tag wurde
das Agarosegel mit einem GroBenstandard (Lineal) fotografiert und das Gel vor der weiteren

Behandlung in H,O gewaschen.

3.2.2.7.3 Aufbau einer Southern Blots

Alle weiteren Behandlungsschritte erfolgten in einer Wanne. Zuerst wurde das Gel 20 Min. in
HCL [0,25 M] inkubiert, wodurch die DNA teilweise depuriniert und fragmentiert.
AnschlieBend wurde das Gel 2 Min. in H,O gewaschen und danach zur Trennung der
Doppelstrange 2 x fiir 20 Minuten in Denaturierungspuffer denaturiert. Das Gel wurde erneut
in H,O gewaschen und dann 2 x fiir 20 Min. in Neutralisierungspuffer inkubiert. Im
Anschluss daran erfolgte der Aufbau des Blottes, wie in Abbildung 5 dargestellt. Beim
eingesetzten Prinzip des Blottens mit Hochsalzpuffer wird unter Ausnutzung der
Kapillarkriafte 10 x SSC Puffer durch das Gel und die Membran in einen Stapel von

Papiertiichern gesogen. Die DNA wandert mit und wird auf der Membran gebunden.

Gewicht
Glasplatte ~

Zellstoffstapel

’ ]
Bricke — IE—_— Gel

V=

7 "\ /
Puffer-Reservoir ’k l

Abbildung 5: Schematischer Aufbau eines Kapillar-Blots zum Transfer zuvor elektrophoretisch
aufgetrennten Nukleinsiuren auf eine Nylonmembran.

Am nidchsten Tag wurde der Blot abgebaut, die Membran in 2 x SSC Puffer 2 Min.

gewaschen und auf ein neues feuchtes Whatman Papier gegeben. Durch UV-Kreuzvernetzung
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im Crosslinker wurde die transferierte DNA dann auf der Membran fixiert. Nach dem
Crosslinken wurde die Membran zwischen zwei feuchte Whatman Papiere gelegt und in Folie

eingeschweif3t in der sie mehrere Tage bei 4°C gelagert werden kann.

3.2.2.7.4 Herstellung 32P-markierter DNA-Sonden

Mittels PCR (3.2.1.6) wurden spezifische Sonden generiert und anschliefend in den TOPO-
TA-Vektor (3.2.2.2.2 und 3.2.2.5.3) kloniert. Nach Restriktionsverdau (3.2.1.8) und
gelelektrophoresischer Auftrennung (3.2.2.6) wurde die Sonde aus dem Gel isoliert
(3.2.2.4.2.). Die radioaktive Markierung der Sonde erfolgte wie im folgenden Abschnitt
(3.2.2.7.5) beschrieben.

3.2.2.7.5 Hybridisierung membrangebundener Nukleinsduren

Die Nylonmembran mit den fixierten Nukleinsdure-Fragmenten wurde in ein
Hybridisierungsrohrchen transferiert und im Anschluss daran die Pra-Hybridisierung
durchgefiihrt. Dazu wurde ein Aliquot mit 20 ml Hybridisierungspuffer (Sigma) auf 65°C
erwdarmt. Zu diesem Hybridisierungspuffer wurden 300 ul Lachssperma-DNA [10 mg/ml]
gegeben. Diese wurde zuvor 5 Min. bei 95°C denaturiert, 10 Min. auf Eis inkubiert und dann
in die Pra-Hybridisierungslosung pipettiert. Die Pra-Hybridisierung erfolgte iiber Nacht. Zur
radioaktiven Markierung der Sonde wurden 25 ng Sonde in 45 ul TE-Puffer gelost und fiir 5
Min. bei 95°C inkubiert und anschlieBend 10 Min. bei 4°C. Zu diesem Ansatz wurden 45 ul
Rediprime II Random Primed Labeling System (GE Healthcare) und 5 ul dCTP (50 ,uCiSZP—
dCTP) gegeben. Dieser Ansatz wurde 20 Min. bei 37°C inkubiert. Zur Aufreinigung der
Sonde wurde diese auf ein Sdulchen pipettiert und 1 Min. bei 3.000 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurde die Sonde fiir 5 Min. bei 95°C behandelt und danach 10 Min. auf Eis
inkubiert. Die Hybridisierungslosung wurde bis auf 10 ml abgekippt und die Sonde
dazugegeben und tliber Nacht inkubiert. Zum Waschen des Blots wurde dieser 2 x fiir 10 Min.
mit 2 x SSC/SDS [0,1%] bei 65°C inkubiert. Daran anschlieBend wurde der Blot 1 x mit 0,5 x
SSC/SDS [0,1%] gewaschen. Nach dem Waschen wurde die Membran in Plastikfolie
eingeschweifit. Die Detektion der Signale erfolgte durch Exposition der Membran auf

phosphoimaging.

Um die Membran fiir weitere Hybridisierungen einsetzen zu kénnen, wurden gebundene
Sonden entfernt indem die Membran zuerst kurz in H,O gewaschen und anschlieend fiir
30 Min. bei 37°C in Strip-Losung inkubiert wurde. Anschlieend wurde die Membran in 2 x

SSC dquilibriert und konnte dann erneut prahybridisiert und hybridisiert werden.
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3.2.3 Zellbiologische Methoden

3.2.3.1 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden an Sterilbanken durchgefiihrt. Die Inkubation der Zellen er-
folgte, falls nicht anders erwédhnt, im Brutschrank bei 37°C, 7% CO; und
wasserdampfgesattigter Atmosphédre. Die Begutachtung der Zellen erfolgte in regelmaBigen
Abstidnden per Mikroskop, woraufthin die Zellen bei Bedarf mit frischem Medium versorgt
bzw. bei Konfluenz der Zellen passagiert wurden. Dabei erfolgte die Ablosung adhidrenter
Zellen je nach Grad der Adhédrenz durch Zellschaber, eine 5 bis 10 miniitige Behandlung mit
Biotin oder bei robusteren Zellen mit einer 5 bis 10 miniitigen Behandlung mit einer
Trypsin/EDTA-Ldsung (PAA, Parsching, Osterreich) bei 37°C im Brutschrank. Das Abstop-
pen der Reaktion erfolgte durch die Zugabe von PBS oder frischem Zellkulturmedium. Wobei
die Zellen anschliefend 2 x PBS gewaschen wurden. Das Auftauen, Einfrieren und Passagie-
ren der Zellen erfolgte, wenn nicht anders erwéhnt, nach Standardprotokollen (3.2.3.1.1,

3.2.3.1.2).

3.2.3.1.1 Zellen auftauen

Falls nicht anders beschrieben wurden die Zellen bei RT aufgetaut und sofort in Medium
aufgenommen. Nach 1x waschen (18 °C, 1.500 rpm, 4 Min.) mit Medium wurden die Zellen

falls nicht anders erwahnt auf einer 10 cm Zellkulturschale mit 10 ml Medium ausgesit.

3.2.3.1.2 Zellen einfrieren

Zum Einfrieren wurden die Zellen zentrifugiert (18 °C, 1.500 rpm, 4 Min.) und das Pellet
anschliefend in Einfriermedium resuspendiert. Der Ansatz wurde in Kryoréhrchen pipettiert
und in einer Styroporbox bei -80°C eingefroren und nach 2 Tagen in fliissigen Stickstoff {iber-

fiihrt.

3.2.3.1.3 Kultivierung embryonaler Mausstammzellen

Embryonale Stammzellen (ES) sind pluripotente Zellen aus der inneren Zellmasse muriner
Blastozysten (96) (97). Auch nach langerer Kultivierung behalten diese die Fahigkeit, sich
nach einer Reimplantation in murine Blastozysten in der Keimbahn anzusiedeln (98). Durch
die Reimplantation genetisch verdnderter ES-Zellen konnen somit genetisch verdnderte
Mauslinien erzeugt werden. Die Kultivierung von ES-Zellen erfolgte grundsitzlich auf einem

Rasen embryonalen Fibroblasten (EF). Diese Ko-Kultivierung ist notwendig, da EF-Zellen
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den ES-Zellen eine nicht ndher definierbare Matrix (u.a. Wachstumshormone) zur Verfiigung
stellen, die das ES-Zellwachstum begiinstigen und einer Ausdifferenzierung entgegenwirken.
Zur Kultivierung wurden die EF-Zellen in EF-Medium diinn ausgesit und nach Erreichen der
Konfluenz bis zu vier Mal passagiert. Die Ko-Kultivierung mit ES-Zellen erfolgt nach einer
Mitomyzin C-Behandlung (2,5 h mit 10 ug/ml) und einem dreifachen Waschschritt mit PBS.
Wurden die EF-Zellen einmal mit Mitomyzin C behandelt, wurden sie spatestens nach drei

Tagen verworfen.

Um ein Ausdifferenzieren der ES-Zellen zu verhindern wurde das Medium téglich ausge-
tauscht und es wurde LIF (leukemia inhibitory factor) zugegeben. Undifferenzierte ES-Zellen
wachsen kugelformig mit einem glatten, glinzenden Rand, wéhrend ausdifferenzierte

Zellkolonien matt und abgeflacht erscheinen und Ausldufer bilden.

Herstellung des ES-Medien-Zusatzes LIF mittels CHO-Zellen

Bei der Kultivierung von ES-Zellen bleibt deren Pluripotenz durch die Zugabe von LIF
aufrechterhalten (99). Die Herstellung des LIF-Uberstandes wurde von Dr. Petra Gais
durchgefiihrt und erfolgte wie in der Dissertation von Dr. Melanie Martini beschrieben (100).
CHO-Zellen werden als Expressionssystem rekombinanter Proteine eingesetzt. LIF wird von
dem stabilen CHO-LIF-D-Zellklon produziert und in das Medium sekretiert (101). Die CHO-
Zellen wurden in Kulturmedium (MEM, FCS [10%], L-Glutamin [2 mM], Penicillin+
Streptomycin [100 U/ml], S-Mercaptoethanol [0,05 mM]) ausgesét, welches mit dialysiertem
FCS (Dialyse: 24 h gegen 2 1 PBS) versetzt wurde. Nach der Expansion der Zellen wurden die
Zellen 7 Tage lang in Methothrexat-haltigem Medium [2 xM] kultiviert. Durch die Zugabe
von Methothrexat wird die Expressionsrate des Produktgens durch Amplifizierung erhoht.
Nach der Inkubation mit Methothrexat wurden die Zellen in einer Dichte von
1x10” Zellen/15 cm-Zellkulturschale ausgesit und in Standardmedium fiir 24 h kultiviert. Im
Anschluss wurde der LIF-haltige Uberstand abgenommen, sterilfiltriert und an ES-Zellen zur

Bestimmung der einzusetzenden LIF-Konzentration titriert.

Gewinnung embryonaler Fibroblasten

Die embryonalen Fibroblasten, die fiir die Kultivierung von ES-Zellen benétigt wurden, wur-
den aus superovulierten CD1 Mdusen an Tag 14 post coitum gewonnen. Nach Tétung durch
zervikale Dislokation wurde den Tieren der Uterus steril entnommen und mit PBS gewaschen.

Anschlieend wurden die Embryonen aus dem Uterus prépariert und in PBS gewaschen. Im
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Anschluss wurde den Foten der Kopf mittels Skalpell entfernt. Vom Korpus der Embryonen
wurde Herz, Leber und Lunge entfernt. Das restliche embryonale Gewebe wurde mit einem
Skalpell zerteilt, durch ein Sieb gedriickt und in EF-Medium kultiviert. Pro 10 cm
Kulturschale wurden etwa 5x10° Zellen ausgesit. Die Zellen wurden alle 2 Tage mit Medium
versorgt und expandiert. Nach dem Ernten der Zellen wurden diese in Kryoréhrchen
aliquotiert und anschlieBend zuerst fiir 30 Min. bei -20°C und danach fiir 48 Stunden bei -

80°C inkubiert. Die Lagerung erfolgte in fliissigen Stickstoft.

Auftauen von embryonalen Mausstammzellen

Vor dem Auftauen der ES-Zellen wurden auf eine 48 well- und eine 24 well-Zellkulturplatte
vorbehandelte EF-Zellen ausgesit. Die 48 well-Zellkulturplatte mit den positiven Klonen
wurde im Brutschrank aufgetaut und die einzelnen Klone in ein 15 ml Reaktionsgefdl3
iiberfiihrt, welches anschlieBend bei 1.200 rpm fiir 5 Min. zentrifugiert wurde. Das
resultierende Zellpellet wurde in 100 ul ES-Medium resuspendiert und auf einer 48 well-
Zellkulturplatte ausgesit. Wenn die ES-Zellen ausreichend dicht bewachsen waren, wurden

die Zellen auf die vorbereitete, bereits mit EFs bewachsene 24 well-Zellkulturplatte tiberfiihrt.

3.2.3.1.4 Generierung rekombinanter ES-Zellklone

Die Generierung rekombinanter ES-Zellklone erfolgte durch Integration des linearisierten
Inaktivierungsvektors mittels Elektroporation. Nach anschlieBender Selektion wurden positive

Klone mittels PCR-Screening selektiert.

Linearisierung des Inaktivierungsvektors

Zur Linearisierung des Inaktivierungsvektors wurden vier Restriktionsansédtze mit je 50 ug
DNA (Inaktivierungsvektor), 50 ul Puffer und 20 ul Restriktionsenzym (5.000 U/ml) zu
375 ul H,O gegeben. Der 500 ul Ansatz wurde dann iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am
nichsten Tag wurden zu diesem Ansatz 50 ul NaAc [3M] und 950 ul Ethanol [100%]
gegeben. Dieser Ansatz wurde iiber Nacht bei -20°C gelagert. Am nichsten Tag bei
13.000 rpm fiir 30 Min. bei 4°C zentrifugiert, unter der Sterilbank der Uberstand abgesaugt
und unter Zugabe von 500 ul Ethanol [70%] und erneuter Zentrifugation (13.000 rpm fiir 15
Min. bei 4°C) gewaschen. Das Pellet wurde erneut abgesaugt, getrocknet und in 150 u1 PBS
durch 1-2 stiindige Inkubation im Wasserbad geldst. AnschlieBend wurden die gepoolten

Ansitze zur Elektroporation eingesetzt.
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Elektroporation embryonaler Stammzellen

Fiir die Elektroporation wurden 5x10” ES-Zellen in 7 ml ES-Zellmedium aufgenommen und
mit 1 ml linearisiertem Inaktivierungsvektor gemischt. Jeweils 800 ul dieses Gemisches wur-
den in eine sterile Elektroporationskiivette {iberfiihrt und einem elektrischen Feld von 340 mV
und 250 pF ausgesetzt. Die Zeitkonstante (1) lag in einem Bereich von 3,6 bis 4,3. Nach der
Elektroporation wurden die Kiivetten 10 Min. auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde je ein
Elektroporationsansatz auf zwei 10 cm Kulturschalen mit vorbehandelten EF-Zellen in ES-

Medium ausgesit.

Selektion rekombinanter ES-Zellklone

Ab dem zweiten Tag nach der Elektroporation erfolgte die Selektion rekombinanter ES-Zell-
klone. Hierfir wurden die Zellen durch Antibiotika-Zugabe [+200 g/ml G418, +2 mg/ml
Ganciclovir] einem doppelten Selektionsdruck ausgesetzt. Dadurch kam es innerhalb von 5-
10 Tagen zu einem Absterben aller nicht-rekombinanten Zellen. Nach ca. 14 Tagen waren
dann deutlich sichtbare, Antibiotika-resistente ES-Zellkolonien herangewachsen. Diese wur-
den einzeln in 96 well-Zellkulturplatten mit PBS iiberfiihrt. Anschlieend wurden die Kolo-
nien durch Behandlung mit Trypsin/EDTA (10 Min., 37°C) vereinzelt, gut resuspendiert und
auf eine frische 96 well-Zellkulturplatten mit 140 u1 ES-Medium tberfiihrt und mit EF-Zellen
kokultiviert. Am ndchsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel und erneute Antibiotikaselektion.
Die Klone wurden sowohl auf 96 well- (PCR-Screening), als auch auf 48 well- (Back-up)
Mikrotiterplatten expandiert. Die Back-up Platte wurde zur Sicherung und bis zum Vorliegen
der Ergebnisse der PCR-Analyse in ES-Einfriermedium zuerst fiir 30 Min. bei -20°C und

danach bei -80°C eingefroren.

PCR-Screening von ES-Zellklonen

Zur Detektion positiver ES-Zellklone wurden die Klone einer 96 well-Zellkulturplatten in
einer Screening-PCR untersucht. Dazu wurden die Klone 2 x mit PBS gewaschen (1.200 rpm,
5 Min.) und dann zum Abldsen der Zellen mit 25 ul Trypsin/EDTA fiir 10 Min. bei 37°C
inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden mit 85 ul ES-Medium resuspendiert und auf eine V-
Platte tiberfiihrt, welche anschliefend bei 1.200 rpm fiir 5 Min. zentrifugiert wurde. Das Pellet
wurde anschliefend in 150 ul PBS resuspendiert und erneut bei 1.200 rpm fiir 5 Min.

zentrifugiert.
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Zur DNA-Préparation der ES-Zellklone wurden die Pellets in 25 ul H,O resuspendiert, auf
eine PCR-Platte tiberpipettiert und gemaf3 Schema in Tabelle 6 weiterbehandelt.

Tabelle 6: DNA-Préparation der ES-Zellklone.

Temperatur Zeit Reagenz

95°C 10 Min.

+ 5 ul Proteinase K

56°C 60 Min.
95°C 5 Min.
4 °C

Danach wurde das Screening per PCR durchgefiihrt (3.2.1.6).

3.2.3.1.5 Generierung chimirer Miuse

Die weiteren Schritte zur Generierung chimérer Mause durch Blastozysteninjektion wurden

von Dr. Michael Bosl am Max-Planck-Institut fiir Neurobiologie in Martinsried durchgefiihrt.

Superovulation

Zur Gewinnung einer grof3en Anzahl von Embryonen im Blastozystenstadium wurden weibli-
che C57BL/6-Maéuse superovuliert. Dazu wurde den Méausen 10 U PMSG (Pregnant Mare’s
Serum Gonadotropin) und in einem Abstand von ca. 48 h 10 U hCG (human Chorionic
Gonadotropin) intraperitoneal injiziert und im Anschluss daran mit ménnlichen C57BL/6-
Mausen verpaart. Fiir die Blastozysteninjektion wurden die Embryonen am Tag 3,5 entnom-

men.

Blastozysteninjektion

An Tag 3,5 post coitum wurden superovulierende C57BL/6 Weibchen durch zervikale
Dislokation getotet, die Uteri isoliert und die Blastozysten retrograd ausgespiilt. Mittels
Mikromanipulatoren wurden ca. 20 der homolog rekombinierten 129/Sv ES-Zellen in das
Blastozoel injiziert. Bei der anschlieBenden Blastozysteninjektion wurden bis zu
10 Blastozysten pro Uterushorn in den Uterus pseudoschwangerer Ammenmiitter eingesetzt.
Wenn die Nachkommen dieser Tiere eine mosaikartige gelb-schwarze Fellfarbe zeigten, wur-

den diese Tiere mit C57BL/6-Miusen verpaart. Resultierten aus dieser Verpaarung braunfar-
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bige Méuse, so wurden diese auf Keimbahntransmission getestet und bei positivem Ergebnis
in den optimierten Hygienebereich des Zentrums fiir Préklinische Forschung am Klinikum
rechts der Isar der Technischen Universitit Miinchen tiberfiihrt, wo die weitere Ziichtung der

Tiere erfolgte.

3.2.3.1.6 Transfektion von Hek293 Zellen mittels Calcium-Phosphat

Bei dieser Art der Transfektion wird die DNA in Form feinkoérniger Calcium-Phosphat-
Prizipitate auf die Zelle gebracht. Die Kristalle werden bei der Transfektion durch Endocy-
tose aufgenommen. Eine hohe Reinheit der DNA ist dabei sehr wichtig, da sonst keine
Prézipitate gebildet werden. Am Vorabend der Transfektion wurden die Zellen in DMEM-
Medium ausgesit. Die Zellen sollten sich bei der Transfektion im exponentiellen Wachstum

befinden. Die Transfektion erfolgte dann nach dem aufgefiihrten Pipettierschema (Tabelle 7).

Tabelle 7: Pipettierschema der Calcium-Phosphat-Transfektion.

Zellzahl 5x10* 2x10° 1x10° 3x10°
Zellkulturplatten 3cm 6 cm 10 cm 15 cm
DNA [1 ug/ul] 4 ul 8 ul 16 ul 48 ul
CaCl,[2,5 M] 10 ul 15 ul 40 ul 120 pl
ddH,0 86 ul 127 ul 344 ul 1032 ul
BES 100 ul 150 ul 400 ul 1200 pl
Gesamtvolumen Medium 2 ml 2,5ml 8 ml 25 ml

Bei der Durchfiihrung der Transfektion wurde darauf geachtet, dass die Zugabe von BES fi-
nal, tropfenweise und wéhrend konstantem Vortexen erfolgte. Nach einer 10 miniitigen
Inkubation bei RT wurde der Transfektionsansatz tropfenweise unter sanftem Schwenken der
Schale auf die Zellen gegeben und iiber Nacht bei 37°C und 3% CO, inkubiert. Der
Transfektionsstopp erfolgte am darauffolgenden Tag durch Medienwechsel. Die Zellen wur-

den anschliefend bis zur weiteren Verwendung bei 7% CO, weiterkultiviert.

3.2.3.1.7 Transfektion von Hek293 Zellen mittels Fugene® HD Transfection
Reagent

Die Durchfiihrung der Fugene® HD Transfektion erfolgte nach aufgefiihrten Pipettierschema

(Tabelle 8). Die am Vortag ausgeséten Zellen sollten bei der Transfektion circa 80% kon-
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fluent sein. Die in Opti-MEM I gel6ste DNA wurde in ein steriles Rundbodenréhrchen pipet-
tiert. Zu diesem Ansatz wurde dann FuGENE®™ HD Transfection Reagent gegeben, durch kur-
zes vortexen gemischt und anschliefend 15 Min. bei RT inkubiert. Der Ansatz wurde tropfen-

weise auf die Zellen gegeben und bei 37°C iiber Nacht im Brutschrank kultiviert.

Tabelle 8: Pipettierschema der FuGENE®™ HD Transfektion.

Zellzahl 1x10%-7,5x10° 2x10°-1x10° 2x10°-1x10° 1,5x10%-5x10°
Zellkulturplatten 12 well 6 well 35 mm 10 cm

DNA geldst in Opti-MEM 1~ 50 ul 100 pl 100 1 500 w1

[0,02 g /ml] [1 ug DNA] [2 ug DNA] [2 ug DNA] [10 ug DNA]
EéggEeIr\lItEU HD Transfection 44l 8 ul 8 ul 40 l
Gesamtvolumen Medium 1 ml 2 ml 2 ml 10 ml

3.2.3.1.8 jetPEI™ Transfektion

Am Vorabend der Transfektion wurden die Zellen ausgesit. Die Zellen sollen bei Transfek-
tion circa 50 - 70% konfluent sein. Am Tag der Transfektion wurde morgens das Medium
gewechselt. Bei der Transfektion wurde geméll dem Schema in Tabelle 9 vorgegangen. In
einem sterilen Rundbodenrdhrchen wurden 3 ug DNA mit NaCl [150 mM] verdiinnt und
anschlieBend kurz gevortext. Es wurden in einen neuen ReaktionsgefiB jetPEI™ mit NaCl
[150 mM] verdiinnt und dieser Ansatz auf einmal zur DNA zugeben und kurz gevortext. Die-
ser Ansatz wurde 30 Min. bei RT inkubiert und anschlieBend tropfenweise auf die Zellen
gegeben. Nach 2 Stunden wird nochmals Medium zugegeben. Die Zellen wurden dann fiir 24

bis 48 Stunden inkubiert.

Tabelle 9: Pipettierschema der jetPEI™ Transfektion.

Zellzahl 1x10°-2x10° 2x10°-5x10° 5x10°-1x10° 3x10%-6x10°
Zellkulturplatten 24 well 12 well 35 mm 10 cm
DNA 1-2 ug 2-4 ug 6-12 ug 30-60 ug
jetPEI™ 2-4 ul 4-8 ul 8-14 ul 60-120 ul
DNA geldst in NaCl 50 ul 50 ul 100 ul 500 ul
jetPEI™ gelost in NaCl 50 ul 50 ul 100 ul 500 ul
Gesamtvolumen Medium 0,5 mI+0,5 ml 1 ml+1 ml 2 ml+2 ml 10 ml+5 ml
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3.2.3.1.9 Makrophagentransfektion mittels jetPEI™-Macrophage

Bei jetPEI"™-Macrophage handelt es sich um ein Mannose konjugiertes lineares Polyethyl-
enimin (PEI)-Derivat, das speziell fiir die Transfektion von Zellen mit Mannose-spezifischen
Membranrezeptoren entwickelt wurde. Die chemische Kopplung an den Mannose-Liganden
ermdglicht eine spezifische Interaktion, welche eine Internalisierung der Komplexe durch
Endozytose auslost. Innerhalb des Endosoms agieren diese dann als Protonenschwamm, puf-
fern den pH und schiitzen dadurch die DNA vor der Degradierung. Der kontinuierliche Proto-
nen-Influx induziert das osmotische Anschwellen des Endosoms und ermoglicht dadurch den

Austritt der DNA ins Zytoplasma.

Zur Transfektion wurden 4x10° RAW 264 Makrophagen in einer 35 mm Schale mit 2 ml
RPMI-Medium (10%) ausgesdt. Am ndchsten Tag wurde bei einer 40-50% Konfluenz der
Zellen die Transfektion durchgefiihrt. Dazu wurden 6 ug DNA mit 100 x4l NaCl verdiinnt
(Ansatz 1) und durch vortexen gemischt. In einen zweiten Ansatz wurden 19,2 ul jetPEI™-
Macrophage-Losung mit 100 ul NaCl verdiinnt, durch vortexen gemischt und zu Ansatz 1
pipettiert und erneut durch kurzes vortexen gemischt. Dieser Ansatz wurde 30 Min. bei RT

inkubiert und auf die Zellen gegeben.

3.2.3.1.10 Makrophagentransfektion mittels Elektroporation

RAW 264 Makrophagen einer dicht bewachsenen 15 cm Schale wurden abgespiilt und in der
Zentrifuge bei 1.500 rpm fiir 3 Min. pelletiert. Zum Waschen wurde das Pellet in Medium
resuspendiert und erneut bei 1.500 rpm fiir 3 Min zentrifugiert. Das Pellet wurde in PBS
aufgenommen und auf 4x10° Zellen pro Ansatz eingestellt, erneut zentrifugiert (1.500 rpm, 3
Min.) und anschlieBend in 100 ul Opti-MEM I aufgenommen. Zur Transfektion wurden 10 ug
DNA direkt in die Kiivette pipettiert und die 100 ul in Opti-MEM 1 geldste Zellsuspension
dazugegeben. Der Ansatz wurde fiir 3 Min. bei RT inkubiert. Die Durchfilhrung der
Elektroporation erfolgte bei uF3 / 1000 V / 2 pulses. Nach der Elektroporation wurde der
Ansatz sofort in RPMI-Medium (10%) aufgenommen und bei 37°C im Brutschrank kultiviert.

3.2.3.1.11 Herstellung einer stabilen Makrophagenzelllinie

Die Herstellung einer stabilen RAW 264 Makrophagenzelllinie erfolgte indem am ersten Tag
nach der Transfektion die Zellen mit G418 [1 mg/ml] selektioniert wurden. Sobald nach ca.

8 Tagen erste Klone sichtbar waren, wurden diese unter dem Binokular gepickt und in eine
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48 well Platte mit 1 ml Medium und G418 [1 mg/ml] iiberfiihrt. Die einzelnen Klone wurden

dann weiterkultiviert.
3.2.3.1.12 Verschiedene Stimulationsansitze fiir Makrophagen

Makrophagenstimulation fiir ELISA

Zur Stimulation von Makrophagen der Zelllinice RAW 264 wurden je Ansatz 1x10° Zellen in
ein well einer 96 well-Zellkulturplatte mit 200 1 RPMI Medium ausgesit. Nach einer Ruhe-
zeit von 6 Stunden wurden die Zellen stimuliert. Nach Stimulation der Zellen wurde die 96
well-Zellkulturplatte bei 1.500 rpm fiir 3 Min. zentrifugiert und der Uberstand entweder sofort
im ELISA eingesetzt oder auf eine 96 well-Zellkulturplatte iiberpipettiert und bis zum Tag der

Messung bei -80°C eingefroren.

Stimulation von Knochenmarks-Makrophagen fiir ELISA

Zur Stimulation knochenmarksgenerierter Makrophagen wurden 2x10° Zellen in eine 96 well-
Flachbodenzellschale mit 200 41 Makrophagenmedium (10%) ausgesét. Nach Stimulation der
Zellen (Doppelansitze) wurde die 96 well-Zellkulturplatte bei 1.500 rpm fiir 3 Min. zentrifu-
giert und der Uberstand entweder sofort im ELISA eingesetzt oder in eine neue 96 well-

Zellkulturplatte tiberpipettiert und bis zum Tag der Messung bei -80°C eingefroren.

Stimulation von Knochenmarks-Makrophagen zur RNA-Gewinnung

Es wurden je 5x10° Zellen in eine 6 cm Schale mit 5 ml Makrophagenmedium (3%) ausgesit.
Die Zellen wurden nach einer 3 stiindigen Ruhephase stimuliert. Nach Beenden der
Stimulationszeit wurden die Zellen mit dem Zellschaber abgenommen und im 15 ml Falcon-
Reaktionsgefa3 zentrifugiert (1.500 rpm, 4 Min., 4°C). AnschlieBend wurden die Zellen 2x
mit kaltem PBS gewaschen (2.800 rpm, 4 Min., 4°C). Das Zellpellet wurde in 350 ul RLT-
Puffer aufgenommen und bei -80°C gelagert.
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Stimulation von RAW 264 Makrophagen fiir Western Blot

Zur Stimulation von RAW Makrophagen wurden 1x10° Zellen pro Ansatz in eine 6 well-
Zellkulturplatte in 2 ml Medium (3%) abends ausgesét und iiber Nacht im Brutschrank inku-

biert. Die Stimulation erfolgte am darauffolgenden Tag.

3.2.4 Immunologischen Methoden

3.2.4.1 Western Blot (Immunoblot)

Ziel des Western Blotting ist der Transfer zuvor gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine
auf eine Membran und deren anschlieBender immunchemischen Visualisierung mittels
Chemilumineszenz. Die mittels SDS-PAGE (3.2.5.3) aufgetrennten Proteine wurden nach der
modifizierten Methode von H. Towbin (102) auf eine Nitrozellulosemembran transferiert, an
welche sie aufgrund hydrophober Wechselwirkungen binden. Dazu wurde zuerst das
Sammelgel sowie zur Orientierung eine Ecke des Trenngels entfernt. Der Transfer wurde in
einer Semi-dry Elektrophorese-Apparatur bei 2 mA/cm> Membranfliche fiir 60 Min. (103)
durchgefiihrt. Dazu wurde das Gel blasenfrei auf die Membran gelegt und beides zusammen
zwischen jeweils zwei mit Transferpuffer getrinkte Whatman-Filterpapiere gestapelt. Um die

Transfereffizienz zu iiberpriifen, wurde die Membran reversibel mit Ponceau S geférbt (104).

Bei der anschlieBenden Immundetektion wurden spezifische Proteinbanden auf der Membran
sichtbar gemacht. Zum Absittigen unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran fiir
1 Stunde (Schiittler, RT) in 5%-igem Milchpulver (w/v)/TBST inkubiert. Daran anschlieend
erfolgte der proteinspezifische Nachweis durch Antikdrper. Der proteinspezifische
Erstantikorper wurde in einer den Herstellerangaben entsprechenden Verdiinnung in
5% Milchpulver/TBST bzw. 5% BSA (w/v)/TBST eingesetzt und die Membran in dieser
Losung tiber Nacht (4°C) inkubiert. Nach einem 3x Waschschritt mit TBST fiir 10 Min. bei
RT wurde ein Peroxidase-gekoppelter Sekundirantikdrper eingesetzt. Der sekundire
Antikorper wurde ebenfalls in 5%-igem Milchpulver/TBST bzw. 5% BSA/TBST verdiinnt
und zusammen mit der Membran fiir 1 Stunde bei RT inkubiert. Nach dem darauffolgenden
Waschschritt mit TBST (3 x bei RT) erfolgte die Detektion der spezifischen Proteinbande mit
Hilfe des ECL-Detektionsreagenz, dem Substrat fiir die Peroxidase, die durch Umsetzung von
Wasserstoffperoxid Sauerstoff freisetzt und so die Oxidation von Luminol im alkalischen
Milieu katalysiert. Das Luminol wird in ein hoheres Energieniveau transferiert. Beim Riickfall

in den Grundzustand wird diese Energie als Chemilumineszenz frei. Daflir wurden die
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Detektionslosungen (ECL Reagenzen 1 und 2) zu gleichen Teilen gemischt und zwischen

einer Klarsichtfolie auf die Membran aufgetragen.

Die Detektion des Chemilumineszenzsignals erfolgte in einer Dunkelkammer mit Hilfe eines
Rontgenfilms. Um unterschiedliche Proteine auf ein und demselben Blot nachzuweisen wurde
der Blot ,,gestrippt* und rehybridisiert. Hierfiir wurde die Membran kurz in TBST gewaschen
und dann fiir 20 Min. in Strip-Losung auf dem Taumler inkubiert. Nachdem unspezifische
Bindungsstellen durch Inkubation (3x) bei RT fiir jeweils 10 Min. mit 5%-igem
Milchpulver/TBST abgesittigt wurden, konnte eine erneute Bindung eines Primérantikdrpers

durchgefiihrt werden.

3.2.4.2 FACS-Analyse

Zur FACS-Analyse wurden routinemiBig 5x10° Zellen pro Firbung eingesetzt. Die
Zellzahleinstellung erfolgte in FACS-Puffer. Nach Zentrifugation bei 1.500 rpm fiir 3 Min.
wurde das Pellet in FC-Block (CD16/32) (1:100 in PBS/FACS-Puffer) resuspendiert und
15 Min. auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen einmalig in 200 ul FACS-Puffer durch
Zentrifugation bei 1.500 rpm fiir 3 Min. gewaschen und das Pellet in 200 ul FACS-Puffer
aufgenommen. Zu dem Ansatz wurden dann in einem Schritt 1 ul primérer Antikorper und
1 ul sekundirer Antikorper zugegeben. Dieser Ansatz wurde dann fiir 20 Min. auf Eis inku-
biert. Danach wurden die Zellen einmalig mit dem FACS-Puffer durch Zentrifugation bei
1500 rpm fiir 3 Min. gewaschen und zur FACS-Analyse in 300 1 FACS-Puffer resuspendiert

eingesetzt.

3.2.4.3 Bestimmung von Proteinkonzentrationen mittels ELISA

Der Enzyme-linked immunosorbent-assay (ELISA) ist eine quantitative analytische Methode
bei der ein enzymatisch markierter Reaktionspartner als Marker fiir den Substratumsatz dient
mithilfe dessen auf die Konzentration des gesuchten Proteins geschlossen werden kann. Dabei
ist eine Komponente, entweder der Antikdrper oder das Antigen an einer festen Phase

adsorbiert.
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3.2.4.3.1 Bestimmung der Zytokinkonzentrationen in Zelliiberstinden

Bei den Quantikine® ELISA Kits von R&D ist ein affinititsgereinigter polyklonaler
Antikorper spezifisch fiir den Nachweis des zu untersuchenden Zytokines auf einer
Mikrotiterplatte gebunden. Standards, Kontrollen und Proben werden in die einzelnen wells
pipettiert und das darin enthaltene Antigen wird vom Antikérper gebunden. Nachdem alle
ungebundenen Substanzen weggewaschen sind, wird ein Enzym gekoppelter, polyklonaler
Maus-Zytokin-spezifischer Antikorper in die wells pipettiert. Ungebundenes Antikdrper-
Enzym Reagenz wird durch waschen entfernt. AnschlieBend wird eine Substratlosung
dazugegeben. Die Enzymreaktion ergibt ein blaues Produkt, das bei Zugabe der Stopplosung
einen Farbumschlag nach Gelb macht. Die gemessene Farbintensitdt steht im proportionalen
Verhiltnis zum gebundenen Zytokin. Die Probenkonzentrationen werden im Verhéltnis zur
Standardkurve bestimmt. Die Durchfiihrung der ELISAs erfolgte nach Protokoll und unter

Verwendung der Komponenten des jeweiligen Kits.

3.2.4.3.2 Bestimmung von Serum-Immunglobulinkonzentrationen

Die Bestimmung der Konzentration der Serum-Immunglobuline IgM, IgG1, IgG2b erfolgte
durch Verwendung des jeweiligen Kits der Firma Bethyl Laboratories, Montgomery, USA.

Herstellung der Puffer (Coating Buffer, Wash Buffer, Blocking solution, Sample/Conjugate
Diluent, Enzyme Substrate und Stop Solution) und Durchfiihrung des ELISA erfolgte nach
Angaben des Herstellers.

3.2.5 Proteinbiochemische Methoden

3.2.5.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Zellen (RIPA-Lyse)

Bei der RIPA-Lyse wurden die Zellen mit dem Zellschaber abgenommen, in ein Eppendorf-
Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt und durch Zentrifugation bei 2.800 rpm fiir 4 Min. pelletiert. Die
Pellets wurden in PBS mittels Zentrifugation (2.800 rpm, 4 Min., 4°C) gewaschen und
anschlieBend das Pellet in 50 ul RIPA-Puffer [+ Inhibitoren] geldst und 10 Min. bei 4°C im
Drehrad inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz 15 Min. bei 13.000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Zu dem Uberstand wurde dann 25 ul 3x SDS-Puffer gegeben. Die Probe wurde
fiir 5 Min. bei 94°C aufgekocht und danach entweder direkt fiir eine SDS-PAGE (3.2.5.3)
eingesetzt oder bei -20°C gelagert.
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3.2.5.2 Luciferaseassay

Beim Luciferase-Testsystem wird die potentielle Promoter-Sequenz eines Genes, dessen
Genprodukt das Target des Screening darstellt, vor das Luciferase-Gen kloniert. Da der
Promoter zunéchst aktiviert werden muss, stellt er einen selektiven Indikator fiir Agonisten
des natiirlichen Aktivators dar. Durch die Kopplung mit dem Luciferase-Gen wird nach der
Aktivierung des Target-Gen-Promoters Luciferase hergestellt, worauthin dem Testsystem

zugegebenes Luciferin unter Chemilumineszenz zu Oxyluciferin reagiert.

Bei der Durchfiihrung eines Luciferase-Assays wurden die Zellen mittels Calcium-Phosphat
(3.2.3.1.6) oder mittels Fugene® HD Transfection Reagent (3.2.3.1.7) transfiziert. Zur
Untersuchung der jeweiligen Transfektionseffizienz wurde eine FACS-Analyse durchgefiihrt.
Dazu wurden die einzelnen Ansédtze mit je 1 ug GFP-Vektor co-transfiziert. Nach der
Stimulation wurden die Zellen durch Abspiilen mit der Pipette abgelost und 800 ul zur FACS
Analyse (GFP-Kontrolle) (3.2.4.2) eingesetzt. Der Rest wurde in ein 15 ml Reaktionsgefal3
gegeben und bei 1.500 rpm fiir 4 Min. zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml PBS resuspen-
diert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} {iberfiihrt und bei 2.800 rpm fiir 4 Min. pelletiert. Die
weitere Behandlung der Zellen erfolgte mithilfe des Dual-Luciferase“Reporter Assay Kits
von Promega mit den im Kit bereitgestellten Puffern und Substraten nach Angaben des
Herstellers. Zur Lyse der Zellen wurde das Pellet in 200 ul Passive Lysis Buffer resuspen-
diert. Nach 20 Min. Inkubation auf dem Schiittler wurde der Ansatz mindestens 2 Stunden bei
-80°C gelagert. Fiir die Messung wurden 50 ul des Zellysats bei RT eingesetzt. Die Messung
erfolgte am Mithras LB940.

3.2.5.3 SDS-PAGE

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Durch Zugabe von Natrium-Dodecylsulfat (SDS) erhalten alle
Proteine eine negative Ladung, durch Zugabe von f3-Mercaptoethanol 16sen sich die internen
Disulfidbriicken und es kommt zu einer Linearisierung der Proteine. Durch Verlust von
Ladung und Form erfolgt die Proteinauftrennung im elektrischen Feld anhand des
Molekulargewichts. Die scharfe Auftrennung der Proteine setzt jedoch deren Fokussierung
voraus. Um Proteine aus Probenvolumina von 10 — 50 ul in scharfe Banden auftrennen zu
konnen, fiihrte Laemmli 1970 (105) die diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese ein, bei der
zwischen einem Sammel- und einem Trenngel unterschieden wird (Zusammensetzung siche

Tabelle 10). Das Sammelgel hat die Aufgabe, die Proteine an der Front zum Laufgel zu
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konzentrieren. Die Auftrennung nach dem Molekulargewicht erfolgt dann im kleinporigen

Trenngel.

Zur Durchfiihrung der SDS-PAGE wurde zuerst zwischen zwei abgedichteten Glasplatten,
welche durch einen Abstandshalter voneinander getrennt werden, das Trenngel gegossen. Fiir
ein Gel wurden 5 ml Trenngel bendtigt. Das frisch gegossene Gel wurde bis zur vollstindigen
Polymerisierung mit H,O {iberlagert. Danach wurde das Wasser abgegossen und das Trenngel
mit dem Sammelgel {iberschichtet, wobei in das noch fliissige Sammelgel der Probenkamm
eingesetzt wurde. Es wurden 2 ml Sammelgel pro Gel bendtigt. Nach dem vollstdndigen
Auspolymerisieren des Geles wird die Abdichtung der Kammer und der Probenkamm entfernt
und die Platten werden in die mit SDS-Laufpuffer befiillte Elektrophoresekammer

eingespannt.

Tabelle 10: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele.

Trenngel Sammelgel
Losungen % 7,5 10 12,5 15 5
Proteingrofe kDa 100-200 50-150 40-70 10-50
Volumen ml 20 20 20 20 10
ddH,O ml 9,7 8,0 6,4 4,7 6,4
30% Acrylamid/Bisacrylamid = ml 5 6,7 8,3 10 1,0
1,5 M Tris, pH 8.8 ml 5 5 5 5
0,5 M Tris, pH 6.8 ml 2.4
10% SDS ul 230 230 230 230 100
10% APS ul 120 120 120 120 200
TEMED ul 11,4 11,4 11,4 11,4 5

Die Konzentration an Acrylamid ist entscheidend fiir die PorengroBe der Gelmatrix und wird entsprecht der
GroBe der aufzutrennenden Proteine variiert. Da durch Zugabe des Radikalstarter Ammoniumpersulfat (APS)
sowie des Polymerisierungskatalysator Tetramethylethylendiamin (TEMED) die Polymerisation gestartet wird,
werden diese zum Schluss dazugegeben.

Vor dem Auftragen der Proben wurden diese fiir 5 Min. bei 95°C aufgekocht. Als Marker
wurde 6 ul PageRuler™ Prestained Protein Ladder eingesetzt. Der Gellauf erfolgte bis zum

Erreichen des Trenngeles bei 80 V und danach bei 120 V.

64



Material und Methoden

3.2.6 Tierexperimentelle Methoden

3.2.6.1 Organentnahme bei Mausen

Die Maus wurde durch zervikale Dislokation getotet. AnschlieBend wurden die fiir den
jeweiligen Versuch bendtigten Organe mit einem semi-sterilem (Desinfektion mit 70%-igem

Ethanol) Operationsbesteck entnommen.

3.2.6.1.1 Gewinnung von Zellen aus Milz und Thymus

Die Milz bzw. der Thymus wurden explantiert und als ganzes Organ nach Zugabe von 10 ml
PBS in einem Homogenisator durch mehrmaliges Auf- und Abbewegen des Stempels (doun-
cen) homogenisiert. Die resultierende Zellsuspension wurde dann in ein 50 ml Reaktionsge-
fal iberfilhrt und durch Zentrifugieren bei 18°C, 1.500 rpm und 4 Min. pelletiert, die
Erythrozyten lysiert (3.2.6.3) und der Ansatz schlielich gefiltert (Cell Strainer). Nach dem
Zidhlen der Zellen und dem FEinstellen auf die gewiinschte Zellzahl wurden diese sofort im

Versuch eingesetzt.

3.2.6.1.2 Isolierung von Knochenmarkszellen

Um knochenmarksgenerierte Makrophagen aus Knochenmarkszellen zu generieren wurde den
Maiusen Femur und Tibia entnommen, von umliegendem Muskel- und Fettgewebe befreit, in
Ethanol [70%] gereinigt und in eine 6 cm Zellkulturschale mit PBS gegeben. Anschlie3end
wurden die Epiphysen von Femur und Tibia mit einer Schere abgetrennt und die medialen
Rohrenknochenstiicke mit PBS (10 ml-Spritze, 27G-Kaniile) durchspiilt. Das so gewonnene
Knochenmark wurde bei RT fiir 4 Min. bei 1.500 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
anschlieBend in 10 ml PBS resuspendiert und dieser Ansatz gefiltert (Cell Strainer). Die
Zellen wurden erneut bei RT fiir 4 Min. bei 1.500 rpm zentrifugiert, das Pellet in je nach zu
generierendem Zelltyp entsprechendem Medium resuspendiert und auf einer Schale bei 37°C

im Brutschrank kultiviert.

3.2.6.1.3 Generierung von Knochenmarks-Makrophagen

Zur Generierung von Knochenmarks-Makrophagen wurden die in 3.2.6.1.2 isolierten Zellen
in 10 ml Makrophagenmedium auf einer Petrischale kultiviert. Am darauffolgenden Tag wur-
den die Zellen gezihlt und auf 5x10° Zellen pro Petrischale in 10 ml Makrophagenmedium
ausgesit. Nach 3 Tagen wurden 5 ml frisches Medium zugegeben. Am darauffolgenden Tag

erneut 2 ml. Nach insgesamt 6 Tagen wurden die Zellen mit 1 ml Biotase (5 Min., 37°C)
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abgeldst und 1x PBS gewaschen (18 °C, 1.500 rpm, 4 Min.) und danach je nach Versuch

weiterverwendet.

3.2.6.2 Thioglykollat-Injektion und Peritoneallavage

Zur Gewinnung von Peritoneal-Makrophagen wurde den Mausen i.p. 1 ml Thioglykolat inji-
ziert. Dadurch wird die Migration von Makrophagen in das Peritoneum induziert. Nach
5 Tagen erfolgte dann die Peritoneallavage. Dabei wurde mit 10 ml PBS in einer Spritze
(19G-Kaniile) die Peritonealhohle griindlich gespiilt. Die so gewonnene Zellsuspension wurde
bei 1.500 rpm fiir 4 Min. zentrifugiert. Falls im Zellpellet sehr viele Erythrozyten zu sehen
waren, wurde eine Erythrozytenlyse (3.2.6.3) durchgefiihrt. AnschlieBend wurde ein Teil der
Zellen zur Bestimmung des Anteils an Peritoneal-Makrophagen zur FACS Analyse eingesetzt
(CD11b/F480). Der Rest der Zellen wurde in RPMI-Medium aufgenommen und konnte fiir

Stimulationsexperimente eingesetzt werden.

3.2.6.3 Erythrozytenlyse

Falls im Zellpellet isolierter Mausgewebe sehr viele Erythrozyten zu sehen waren, wurde eine
Erythrozytenlyse durchgefiihrt. Dabei wurde zur Lyse der Erythrozyten das Zellpellet in 3 ml
Ammoniumchlorid resuspendiert und fiir 3 - 4 Min. auf dem Schiittler inkubiert. Danach wur-

den die Zellen 2 x PBS gewaschen (18 °C, 1.500 rpm, 4 Min.).

3.2.6.4 Serumgewinnung

Zur Serumgewinnung wurde narkotisierten Méusen iiber die Augenvene peripheres Blut
entnommen. Das Vollblut wurde in Serumréhrchen aufgefangen. AnschlieBend wurden die
Serumrohrchen bei 10.500 rpm fiir 2 Min. bei RT zentrifugiert. Danach konnte die Serum-

schicht abgenommen werden. Das Serum wurde bei -80°C gelagert.

3.2.6.5 Untersuchung im Sepsismodell

Das Operationsverfahren der Colon ascendens stent peritonitis (CASP) in der Maus wurde
wie in der Dissertation von Dr. Georg Weber beschrieben durchgefiihrt (106). Vor Beginn der
Operation wurde in das Plastikrohrchen eines 16-Gauche Venenkatheters (Venflon®,
Helsingborg, Schweden) ca. 3 mm von dessen Offnung entfernt eine Kerbe geritzt. Unter
Narkose wurde das Abdomen im Bereich der Linea alba gedffnet, das Colon ascendens
eventeriert, ein 7/0 Ethilon-Faden (Ethicon, Norderstedt) ca. 10 mm von der Ileocoecalklappe

entfernt, durch den antimesenterialen Teil des Colon ascendens gezogen und verknotet. Der

66



Material und Methoden

vorbereitete Venenkatheter wurde direkt daneben durch die Colonwand in das Intestinallumen
eingefiihrt und mit dem Faden an der Einkerbung fixiert. An der gegeniiberliegenden Darm-
wand wurde der Katheter durch einen zweiten Knoten, wiederum antimesenterial gelegen,
fixiert. Danach wurde die innere Katheternadel entfernt und das Plastikrohrchen kurz ober-
halb der Einkerbung abgeschnitten. Zum Nachweis der korrekten intraluminalen Lage des
Katheters wurde Stuhl durch dessen Offnung gedriickt, bis ein Tropfen davon an der
Katheter6ffnung zu sehen war. Anschliefend wurde der Darm in die Peritonealhdhle reponiert
und zur Rehydrierung der Maus 0,5 ml NaCl-Losung [0,9%] in die Peritonealhdhle injiziert.
Danach wurde die Bauchhohle in fortlaufender Naht mit einem 5/0 Ethilon-Faden geschlos-
sen. Die Hautnaht erfolgte mit einem 3/0 Ethilon-Faden mittels Einzelknopfnaht. Die

Operationen im Rahmen dieser Arbeit wurden von Dr. Norbert Hiiser durchgefiihrt.

3.3 Statistische Auswertungsverfahren

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels Student’s t-Test fiir gepaarte Daten
(GraphPad InStat 3). Alle Daten sind als Mittelwerte +SD aufgefiihrt. Unterschiede werden
als signifikant bezeichnet, wenn p<0,05, d.h. wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit fiir die Aus-

sage unter 5% liegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Expression der Phosphatase DUSP5 in Immunzellen
4.1.1 Die Expression von DUSP5 in Immunzellen kann induziert werden

DUSPS5 wird in allen Immunzellen exprimiert (38). In qRT-PCR Experimenten konnte
auBBerdem die Induzierbarkeit der DUSP5-Expression in Immunzellen gezeigt werden. So ist
in dendritischen Zellen (DCs) nach TLR2-Aktivierung mittels Pams;Cys ein Anstieg der
DUSP5-mRNA iiber einen Zeitraum von mindestens drei Stunden, mit einem Peak um das
fiinf- bis siebenfache nach einer Stunde, zu beobachten (personliche Mitteilung Prof. B.
Holzmann). Aber auch bei der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten polymikrobiellen
Infektion wie sie im Sepsismodell (CASP) gegeben ist, zeigen Méuse in Leber, Milz und
Lunge eine erhohte dusp5-Transkription (Abbildung 6). Die stirkste Induktion tritt dabei in
der Milz auf, wo bereits nach drei Stunden ein starker Anstieg (~5 fach), der liber zwdlf
Stunden konstant anhilt, beobachtet werden kann. Dagegen hat sich die dusp5-Transkription
in der Lunge nach einem Anstieg mit einem Peak (~3 fach) bei sechs Stunden nach zwolf
Stunden bereits wieder normalisiert. In der Leber kann erst nach sechs Stunden ein
schwacher, anhaltender Anstieg der dusp5-Transkription beobachtet werden. In den

mesenterialen Lymphknoten ist keine veridnderte dusp5-Transkription nachweisbar.
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Abbildung 6: Im Sepsismodell (CASP) zeigen WT-M:iuse in Leber, Milz und Lunge, nicht jedoch in den
mesenterialen Lymphknoten (MLK) eine erh6hte DUSP5-Transkription. Quantitative RT-PCR der DUSP5-
Transkription in C57BL/6 Méusen. Bei den Médusen wurde eine CASP-OP durchgefiihrt. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der OP wurden die Tiere getdtet und aus den explantierten Organen RNA isoliert. Diese wurde
in cDNA umgeschrieben und in der qRT-PCR eingesetzt. Die Transkription der DUSP5-mRNA ist im Verhéltnis
zur B-Aktin-mRNA dargestellt. Als Referenz diente die DUSPS-Transkription bei nicht operierten C57BL/6
Méusen. (n=4)
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4.1.2 TLR2-Stimulation und CGRP induzieren den DUSP5-Promoter

Bei Entziindungsreaktionen stimulieren Immunzellen die Synthese des Neuropeptids CGRP
(Calcitonin gene-related peptide). Da bei knochenmarksgenerierten DCs die Inkubation mit
CGRP bei gleichzeitiger TLR-Aktivierung massiv die Produktion von TNFa unterdriickt,
wird eine negativ immunregulatorische Funktion von CGRP diskutiert (31). Der CGRP-Effekt
wird dabei vorrangig durch cAMP vermittelt. AuBBerdem steigert CGRP die Expression von
DUSPS hochsignifikant. Daher stellt sich die Frage, ob CGRP durch Induktion von DUSP5
immunregulatorisch wirkt. Um die regulatorischen Bereiche des DUSPS5-Promoters zu
bestimmen, wurde dieser zundchst auf mogliche Transkriptionsfaktor-Bindestellen fiir
Zielgene des TLR-Signalweges und der CGRP-Aktivierung untersucht. Es sollte untersucht
werden, inwieweit die so gefundenen putativen Bindestellen eine Induktion der DUSP5-
Genexpression vermitteln. Dazu wurden mittels PCR drei unterschiedlich lange DNA-
Sequenzen (Abbildung 7) der Promoterregion generiert und in den Luciferase-

Expressionsvektor pGL3-Promoter kloniert.

A B .
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SRE (-1048) TATA [ ccrp
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Abbildung 7: Der DUSPS5-Promoter kann durch Pam;Cys und CGRP induziert werden. (A) Dargestellt
sind die moglichen Transkriptionsfaktorbindestellen und die daraus abgeleiteten mittels PCR amplifizierten
Promoterfragmente (-1000 bp), (-600 bp) bzw. (-400 bp). Der Promoterbereich besitzt neben STATS und SRE je
vier putative CRE- und NF-kB-Bindestellen. (B) Luciferase-Assay der Promoteraktivitit der Promoterfragmente
(-1000 bp) (n=9) bzw. (-600 bp) (n=5) und (-400 bp) (n=7) nach CGRP- und/oder Pam;Cys-Stimulation.
STATS, Signal Tranducers and Activators of Transcription 5; SRE, Serum Response Element; CREB, cAMP
Response Element-Binding protein.

Nachfolgend befinden sich im Vektor ein SV40-Promoter und ein Luciferase-Reportergen.
Die Promoteraktivitdt kann damit indirekt iiber die Biolumineszenz des Luciferaseenzyms
bestimmt werden. Die erste DNA-Sequenz umfasst einen Bereich von 1000bp upstream (-
1000bp) von Exonl und enthélt je vier Konsensussequenzen fiir NF-kB- und CRE-bindende

Transkriptionsfaktoren (CRE [cAMP responsive element]) und damit potentielle
Transkriptionsfaktor-Bindestellen des TLR2-Signalweges (vermittelt durch NF-xB) und der
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CGRP-Aktivierung (vermittelt durch cAMP). Die zweite DNA-Sequenz umfasst einen
Bereich von 600bp upstream (-600bp) von Exonl, enthilt aber trotzdem noch alle NF-«xB-
und CRE-Elemente; wéhrend die dritte DNA-Sequenz (-400bp) 400bp upstream von Exonl
enthélt und damit nur drei NFxB- und ein CRE-Element. Nach Vektorintegration wurden die
Promoterfragmente mittels Calcium-Phosphat- bzw. Fugene® HD-Transfektion jeweils
transient in HEK293 (Human Embryonic Kidney) Zellen exprimiert. Die transfizierten Zellen
wurden anschlieend iiber Nacht mit TLR2-Ligand (Pam3;Cys) und/oder CGRP aktiviert. In

Luciferase-Assays wurde dann die dusp5-Promoteraktivitdt untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass durch TLR2- und CGRP-Aktivierung der DUSP5-Promoter
induziert wird. Diese Induktion ist jedoch schwach und nur beim (-1000bp)-Fragment zu
beobachten, obwohl auch im verkiirzten (-600bp)-Fragment noch alle NF-kB- und CRE-
Elemente vorhanden sind (Abbildung 7). Ein additiver Effekt bei gleichzeitiger Stimulation
mit Pam3;Cys und CGRP konnte nicht beobachtet werden. Der Nachweis der Induzierbarkeit
des DUSP5-Promoters durch CGRP- bzw. TLR2-Aktivierung wirft die Frage auf, welche
Auswirkungen die verstirkte DUSP5-Genexpression auf die weiteren Signalwege hat. Um
diese Frage zu untersuchen, wurde eine DUSPS5-iiberexprimierende Makrophagenzelllinie

generiert.
4.1.3 DUSP5 reguliert die Zytokinproduktion nach TLR2-Stimulation

4.1.3.1 DUSP5-iiberexprimierende Makrophagen zeigen nach TLR-Stimulation
eine erhohte Zytokinproduktion

Makrophagen lassen sich durch den TLR-Signalweg aktivieren und gehoren als
Hauptproduzenten von Zytokinen zu den zentralen Initiatoren der Immunantwort. Daher sind
diese Zellen besonders geeignet die Auswirkungen der TLR-vermittelten DUSP5-Expression
zu untersuchen. Der Ansatz einer liberexprimierenden Zelllinie wurde gewahlt, da DUSPS in
Makrophagen nur schwach exprimiert wird. So erwies sich der Nachweis mit einem
geeigneten DUSPS5-Antikorper als schwierig, endogenes DUSPS konnte bei unstimulierten
Zellen im Western Blot nicht nachgewiesen werden. Deshalb sollte der Versuchsansatz der

stabilen DUSP5-Uberexpression mdgliche Effekte verstirken und damit deutlich machen.

Zur Herstellung der Makrophagenzelllinie wurde die codonoptimierte codierende Sequenz des
dusp5-Genes (GenScript Corporation) verwendet. An die codierende Sequenz wurde ein Flag-

Tag angehdngt. Damit existiert eine zweite Moglichkeit transfiziertes DUSP5 nachzuweisen.
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Anschlieend wurde diese Sequenz in den Expressionsvektor pEFsem, der zur spiteren
Selektion positiver Klone eine Neomycinresistenzkassette enthélt, kloniert. Der Vektor wurde
mittels ,jetPEI"™™ Macrophage Transfektion Kit“ und anschlieBender Neomycinselektion
stabil in die murine monozytische Makrophagenzellinie RAW 264 integriert (Abbildung 8).
Es wurde auflerdem eine Kontrollzelllinie generiert bei der der Leervektor stabil ins RAW
Genom integriert wurde. Von jeder Zelllinie wurden mindestens zwei voneinander

unabhéngige Klone generiert.
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Abbildung 8: Die DUSPS5-iiberexprimierenden Makrophagenzelllinie zeigt nach TLR-Stimulation eine
erhohte Zytokinproduktion. (A) Western Blot der unabhingigen Klone #10, #18, #38, #41 zum Nachweis der
DUSPS-Expression in DUSPS5-iiberexprimierenden RAW-Zelllinien (RAW_DUSPS5-Flag) im Vergleich zur
untransfizierten RAW-Zelllinie. (B) ELISA der IL6- bzw. TNFa-Produktion nach Stimulation der Zellen mit
Pam;Cys [1ug/ml] bzw. LPS [1ug/ml] tiber Nacht. Ergebnisse gepoolt aus jeweils zwei unabhéngigen Klonen,
n=6

Die DUSPS5-iiberexprimierende Zelllinie (RAW_DUSPS5-Flag) und die Kontrollzelllinie
(RAW_Leervektor) wurden durch TLR2 (Pam3;Cys) bzw. TLR4 (LPS) Ligation stimuliert und
nach unterschiedlichen Zeitrdumen wurden die Produktion der pro-inflammatorischen
Zytokine IL6 und TNFa mittels ELISA im Zelliberstand bestimmt. Die DUSPS5-
iiberexprimierende Zelllinie zeigt sowohl nach TLR2- als auch nach TLR4-Aktivierung eine
signifikant erhohte Expression der pro-inflammatorischen Zytokine 1L6 und TNFa (Abbil-
dung 8). Dieses Ergebnis legte die Frage nahe, ob der klassische TLR-Signalweg von der

DUSP5-Uberexpression beeinflusst wird.
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4.1.3.2 Die erhohte Zytokinproduktion ist unabhingig von der ERK-
Phosphorylierung

An den nach TLR-Stimulation aktivierten Signalkaskaden sind MAPK beteiligt. Die MAPK
ERK1/2 werden spezifisch von DUSP5 deaktiviert. Daher wurde untersucht, welchen Einfluss
die DUSP5-Uberexpression auf ERK1/2 hat. Die ERKI/2-Aktivitit kann anhand des
Phosphorylierungszustandes ~ bestimmt  werden.  Daher  wurden die = DUSPS5-
iiberexprimierenden Zellen (RAW_ DUSPS5-Flag) und die Kontrollzellen (RAW _Leervektor)
in einer Kinetik tiber unterschiedliche Zeitspannen hinweg an TLR2 (Pam;Cys) stimuliert.
AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und im Western Blot die Menge an phosphoryliertem
ERK1/2 bestimmt. Im Western Blot ist keine verminderte ERK1/2-Phosphorylierung
nachzuweisen (Abbildung 9).

Pam,Cys
unst. 5 10° 20° 30 40° 60

RAW_Leervektor
44 kDa

60 kDa * NN i C Tubulin

RAW_DUSP5-Flag

44 kDa —
42 kDa M P-Erk1/2
60 kDa ' "EG——— PN« Tubulin

Abbildung 9: TLR2 stimulierte Zellen zeigen keine verinderte ERK1/2-Phosphorylierung. Western Blot
zum Nachweis der ERK1/2-Phosphorylierung nach Pam;Cys-Stimulation iiber die (in Minuten) angezeigten
Zeitraume. Untersucht wurden DUSP5-iiberexprimierende Zellen (RAW_DUSP5-Flag) im Vergleich zu
Leervektor transfizierten Kontrollzellen (RAW_Leervektor). Représentativ ist einer von drei mit jeweils zwei
unabhingigen Klonen durchgefiihrten Western Blots dargestellt.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die erhohte Zytokinproduktion ohne Beteiligung der
ERK1/2-Kinaseaktivitét stattfindet. Es stellte sich daher die Frage, ob die Wirkung auf ERK
eventuell nicht von einer Phosphataseaktivitit vermittelt wird. So kdnnte DUSP5 zum Bei-
spiel an ERK2 binden und so als De-Repressor des auch als transkriptionellen Repressors

wirkenden ERK?2 fungieren.
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4.1.3.3 Die erhohte Zytokinproduktion erfolgt ohne Beteiligung der
Phosphataseaktivitit

Um zu untersuchen, ob die immunregulierende Wirkung von DUSPS5 auf die
Phosphataseaktivitit zuriickzufiihren ist, wurde eine Makrophagenzelllinie generiert, bei der
katalytisch inaktives DUSPS5 {iiberexprimiert wurde. Dazu wurde die Phosphatasedomine
durch eine C263S-Substitution mutiert, was zum Verlust der Phosphataseaktivitit des
Proteins flihrt (41). Der Aminosédureaustausch (C263S) wurde mittels in vitro Mutagenese
(eurofins, mwg operon) durchgefiihrt. Die mutierte Makrophagenzellinic RAW 264
(RAW_DUSP5-C263S) wurde analog zu der DUSP5-iiberexprimierenden
Makrophagenzelllinie (Abschnitt 4.1.3.1) hergestellt (Abbildung 10).

Die Zelllinie mit katalytisch inaktivem DUSP5 (RAW_DUSP5-C263S) wurde liber Nacht
durch TLR2 (Pam3;Cys) aktiviert und die resultierende TNFa- und IL6-Produktion mittels
ELISA im Zelliiberstand gemessen. Die Mutante zeigte keinen Unterschied in der TNFa-
Produktion im Vergleich zur DUSPS5-iliberexprimierenden Zelllinie (RAW_DUSP5-Flag).
Auch bei der Transkription von TNFa ist kein Unterschied zu beobachten (Abbildung 10).
Dies zeigt, dass die TNFa-Expression in Makrophagen unabhingig von der
Phosphataseaktivitdt von DUSPS ist.

4.1.3.4 Die erhohte Zytokinproduktion ist abhidngig von der NLS-Doméne

Wie im vorherigen Experiment gezeigt werden konnte, ist die TLR2-vermittelte
Zytokinexpression unabhingig von der Phosphataseaktivitdt von DUSPS. Es stellte sich daher
die Frage, auf welche Weise DUSP5 die Zytokinproduktion vermittelt. Es ist bekannt, dass
DUSPS5 ein nukledres Protein ist. Jedoch ist iiber die Mechanismen, mit denen diese
Lokalisation gewahrleistet wird, und die physiologische Bedeutung der Lokalisation wenig
bekannt. In Kernfraktionierungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass endogenes DUSP5
ausschlieBlich im Zellkern lokalisiert ist (41), fiir die Translokation in den Zellkern besitzt
DUSPS5 ein funktionales NLS (41). Es wurde eine Makrophagenzelllinie generiert, bei der die
NLS durch den Austausch der Aminosduren Arginin 12, 16 und Lysin 13, 17 jeweils durch
Glycin und Alanin mutiert ist. Diese Mutation wurde mittels in vitro Mutagenese (eurofins,

mwg operon) synthetisiert.
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Abbildung 10: Die katalytisch inaktive DUSPS-iiberexprimierenden Makrophagenzelllinie zeigt nach
TLR2-Stimulation eine erhohte Zytokinproduktion, die in der NLS mutierte DUSP5-
iiberexprimierenden = Makrophagenzelllinie zeigt nach TLR2-Stimulation keine erhohte
Zytokinproduktion. (A) Schematische Darstellung der verschiedenen DUSP5-Doménen. Rot dargestellt sind
die Aminosduren die zur Generierung der jeweiligen Makrophagenzelllinie RAW_DUSP5-C263S bzw.
RAW_DUSPSANLS ausgetauscht wurden. (B) Western Blot zum Nachweis der DUSP5-Expression in der
katalytisch inaktiven DUSP5-iiberexprimierenden RAW-Zelllinie (RAW_DUSP5-C263S) und in der NLS
mutierten DUSP5-liberexprimierenden RAW-Zelllinie (RAW_DUSP5ANLS) im Vergleich zur
untransfizierten RAW-Zelllinie. (C) ELISA der TNFa-Produktion nach Stimulation der Zellen mit Pam;Cys
[1ug/ml] tiber Nacht. Ergebnisse gepoolt aus jeweils zwei unabhéngigen Klonen, n=6-18. (D) qRT-PCR der
TNFa-mRNA Expression nach Stimulation der Zellen mit Pam;Cys [1ug/ml] fir 1h bzw. 4h. Ergebnisse
gepoolt aus jeweils zwei unabhangigen Klonen, n=11-26

Das so mutierte Protein kann nicht mehr in den Zellkern transportiert werden (41). Die
mutierte Makrophagenzellinie RAW 264 (RAW_DUSP5ANLS) wurde analog zu der DUSP5-
liberexprimierenden ~ Makrophagenzelllinie (RAW_DUSP5-Flag) (Abschnitt 4.1.3.1)
hergestellt (Abbildung 10). Die Zelllinien (RAW_DUSPSANLS und RAW_Leervektor)

wurden {iber Nacht TLR2 (Pam;Cys) aktiviert und am nédchsten Tag mittels ELISA die

Konzentration des pro-inflammatorischen Zytokines TNFa im Zelliiberstand bestimmt. In
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allen Zellen resultierte die Stimulation in einem Anstieg von TNFa. Im Vergleich zu den als
Positivkontrolle eingesetzten RAW_DUSP5-Flag Zellen kann jedoch ein deutlicher
Unterschied beobachtet werden. RAW_DUSPSANLS Zellen zeigen eine signifikant (P =
0.0076) geringere TNFa-Produktion. Diese Ergebnisse konnte auf Transkriptionsebene
bestitigt werden (Abbildung 10). Dies zeigt, dass der Effekt von DUSPS5 auf die TNFa-

Expression abhidngig von einer funktionalen NLS ist.

4.2 Generierung eines DUSP5-Knockout Mausstammes

Die gezielte Mutation von Genen im Mausgenom stellt ein wichtiges Werkzeug zur
Untersuchung von Genfunktionen dar. Das Modell der Knockout Maus ermdglicht dabei die
Betrachtung der Auswirkung eines Genverlustes auf den gesamten Organismus. Damit
konnen sowohl spezifische Signalwege untersucht werden, als auch neue, unbekannte
Funktionen des Proteins identifiziert werden. Besonders bei der Komplexitidt und Interaktion
der bei der angeborenen und adaptiven Immunantwort beteiligten Signalwege sind
Tiermodelle von groBer Bedeutung. Bei der konditionalen DUSP5-Knockout Maus wurde
mittels genetischer Manipulation das DUSPS5 codierende Gen gezielt inaktiviert. Dieses neue
Mausmodell soll zu neuen Erkenntnissen der in vivo Funktion von DUSP5 bei der

angeborenen und adaptiven Immunantwort beitragen.

Bei dem in dieser Arbeit gewéhlten Modell des konditionellen Knockouts kann DUSPS5 durch
gezielte Kreuzung in bestimmten Geweben spezifisch deletiert werden. Dies ist immer dann
essentiell, wenn nicht bekannt ist, ob der ubiquitire Totalverlust (konventioneller Knockout)
letal sein konnte und damit das Gen nicht mehr weiter untersucht werden kann. Auflerdem
konnten eventuell kompensatorische Effekte auftreten. Da DUSP5 in vielen Geweben
exprimiert wird, kann davon ausgegangen werden, dass dieses Gen eine grundlegende
Funktion im Organismus hat. Aus diesem Grund wurde ein Modell gewihlt, bei dem das
dusp5-Gen ubiquitdr aber auch gezielt in einzelnen Geweben inaktiviert werden kann. Die

Generierung der Knockout Maus kann dabei in drei Schritte unterteilt werden.

4.2.1 Schritt 1: Klonierung eines DUSP5-Inaktivierungsvektors

Das dusp5-Gen besteht aus insgesamt vier Exons. Im ersten Schritt zur Herstellung einer
DUSP5-Knockout Maus wurde ein Inaktivierungsvektor (Abbildung 11) generiert, welcher
aus dem zu inaktivierenden Gen besteht, in dem Exon 1 mit /oxP-Sequenzen flankiert wurde.

Somit ist keine Expression des Zielgens mehr moglich. Zundchst wurden mittels PCR drei
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Sequenzen des dusp5-Genes amplifiziert. Als Matrize (Template) diente dabei die
genomische DNA von E14.1 embryonalen Maus-Stammzellen. Alle Amplifikate wurden in
den pCR"™2.1-TOPO® Vektor zwischenkloniert und in diesem Vektor mittels verschiedener
Restriktionsspaltungen analysiert und anschlieBend sequenziert. Die so kontrollierten
Fragmente wurden darauthin in den Zielvektor pBluescript I KS (-) MCS+ kloniert. Die erste
homologe Sequenz (kurzer Arm [KA]) ist 544 Basenpaare (bp) lang und befindet sich
downstream von Exon 1 des dusp5-Genes. Diese Sequenz wurde mittels Restriktion mit den
Enzymen X#hol/Kpnl und anschlieBender Ligation in den Zielvektor kloniert. Die zweite
Sequenz (langer Arm 5° [LAS5‘]) liegt upstream von Exon 1, ist 1.478 bp lang und wurde
Notl/Xbal kloniert. Diese beiden Sequenzen ermoglichen aufgrund der langen homologen
Bereiche die homologe Rekombination. Die dritte DUSP5 codierende Sequenz (langer Arm
3¢ [LA3°]) ist 1.478 bp lang und beinhaltet Exon 1. Dieses Fragment wurde unter
Verwendung der Restriktionsschnittsenzyme EcoRI/EcoRV in den Zielvektor kloniert und

stellt die zentrale Sequenz dar, die mittels homologer Rekombination ins Genom integriert

werden soll.

A E1 E
. | [ 1l | —_— e — —_— —_—
Dusp5 Wildtyp Allel ] T 13 I

LA i LA3 1 LKA\

B
Inaktivierungsvektor | TK {)
et
& ¢ 1»"%0"@

Abbildung 11: Strategie zur Generierung eines Inaktivierungsvektors. Das Wildtyp Allel (A) des dusp5-
Genes diente als Template fiir die Generierung verschiedener dusp5-Sequenzabschnitte (LAS5‘, LA3‘, KA).
Diese wurden mittels spezifischer Primer amplifiziert und iiber die angezeigten Restriktionsschnittstellen
schrittweise in den Zielvektor pBluescript II KS(-) MCS+ kloniert. Als nédchster Schritt erfolgte die
Amplifikation und Ligation der loxP-Sequenz. Die Fertigstellung des Inaktivierungsvektors (B) erfolgte durch
Ligation der Neomycinresistenzkassette (neoR) und der Thymidinkassette (TK).

Die Generierung des konditionellen Knockouts erfolgte unter Anwendung des Cre/loxP-
Rekombinationssystems. Die Inaktivierung des dusp5-Genes wird in diesem System durch die
Cre (cyclization recombination)-Rekombinase, welche die Spaltung und Neuverkniipfung von

DNA zwischen spezifischen Erkennungssequenzen (loxP) katalysiert, ermdglicht. Soll aus
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einem DNA-Strang eine bestimmte DNA-Sequenz entfernt werden, setzt man gezielt vor und
hinter diesen DNA-Abschnitt eine /oxP-Sequenz, was als floxen bezeichnet wird (floxed =
flanked by loxP). Die Cre-Rekombinase erkennt und bindet die jeweilige /oxP-Sequenz und
schneidet, wenn die beiden loxP-Sequenzen in gleicher Richtung orientiert sind die
entsprechende DNA-Sequenz heraus. Die beiden verbleibenden JloxP-Enden werden
zusammengefiigt, der entstechende kurze ringférmige DNA-Abschnitt wird in der Zelle
abgebaut (107) (108).

Die zuvor generierte Exon 1 codierende Sequenz (LA3*) des dusp5-Genes wurde im nidchsten
Klonierungsschritt gefloxt. Dazu wurde zwischen diese beiden Teile des langen Armes die
loxP-Sequenz kloniert. Die /loxP-Stelle wurde mittels PCR amplifiziert und {iiber die
Schnittstellen Xbal/EcoRlI in den Zielvektor kloniert. Die Orientierung aller
Klonierungsfragmente =~ wurde nach  Integration in den  Zielvektor  mittels
Restriktionsspaltungen analysiert und die Ubergiinge der einzelnen Fragmente im Zielvektor
sequenziert. Dadurch erfolgt nach Kreuzung mit Cre-Rekombinase exprimierenden Méusen
eine gezielte Abschaltung des dusp5-Genes in einzelnen Geweben oder ubiquitér, je nach zur

Kreuzung verwendeter Cre-Rekombinase-Maus.

Da die homologe Rekombination bei Sdugetierzellen ein sehr seltenes Ereignis darstellt, ist
ein wirksames Selektionsverfahren notwendig, um rekombinante Zellen zu identifizieren.
Dabei ist es wichtig zu untersuchen, ob eine festgestellte Integration mittels homologer
Rekombination stattgefunden hat. Um dies nachzuweisen werden zwei zusétzliche
Resistenzkassetten in den Geninaktivierungsvektor kloniert. Das Genprodukt der Neomycin-
Resistenzkassette dient dabei als positiver Selektionsmarker und zeigt an, ob der
Geninaktivierungsvektor ins Genom integriert wurde. Die Kassette codiert eine Neomycin-
Phosphotransferase die das Wachstum von rekombinierten ES-Zell-Klonen in Gegenwart des
Antibiotikums Geneticin (G418) ermdglicht, indem es Geneticin an den Hydroxygruppen
phosphoryliert und damit die eukaryotische Zelltoxizitdt des Antibiotikums unterdriickt. Die
Neomycin-Resistenzkassette wurde FEcoRV/Xhol kloniert. Um zu untersuchen, ob die
Integration tiber homologe Rekombination erfolgt ist, wird das Gen fiir die Thymidinkinase
als Marker fiir eine negative Selektion verwendet. Bei Behandlung mit Ganciclovir wird
durch die Expression dieser Kinase ein Produkt gebildet, welches die Replikation der Zellen
hemmt, wenn die Thymidinkinase als Ganzes exprimiert wird. Da bei der homologen

Rekombination der Einbau normalerweise abbricht, sobald die Sequenz nicht mehr homolog
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ist, wird der Thymidinkinase-Leserahmen zerstort. Dadurch kann keine funktionsfdhige
Thymidinkinase mehr exprimiert werden und die Zellen iiberleben die Behandlung mit dem
Virostatikum Ganciclovir. Damit ist der Einbau an einer definierten Stelle im Genom
gewihrleistet. Die TK Kassette wurde Notl/Notl kloniert. Alle Zwischenklonierungen sowie
der fertige Inaktivierungsvektor wurden durch Restriktionsspaltungen (Abbildung 12)

kontrolliert und die Klonierungsschnittstellen zusétzlich sequenziert.

bla (Al f1(IG
A a ( m& é ( ) B
rep(pM B%? EcoRV (1520)

EcoRV (1624)

TK

KA~ Inaktivierungsvektor
Xbal (7938) - 10808 bp

neoR —EcoRV (3242)
Xbal (6603, LA5'

Clal (6496) Clal (4547)

LA3'
EcoRV (6494) loxP
Xbal (4970)

Abbildung 12: Untersuchung des Inaktivierungsvektors. (A) Vektorkarte des Inaktivierungsvektors.
Dargestellt sind die Restriktionsenzyme Clal, Xbal und EcoRV mit ihren jeweiligen Restriktionsschnittstellen.
(B) Restriktionsspaltung des Inaktivierungsvektors mit den Restriktionsenzymen (1) Clal, (2) Xbal und (3)
EcoRV. M, GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

4.2.2 Schritt 2: Generierung homolog rekombinierter ES-Zellen

Der Inaktivierungsvektor wurde durch Elektroporation in embryonale Stammzellen (ES-
Zellen) tbertragen. Die verwendeten ES-Zellen waren in vitro Zellkulturen von aus
Blastozysten des Inzuchtmausstammes E14.1 (vom Stamm 129Sv) isolierten ES-Zellen (88).
Der DNA-Austausch erfolgt dann mittels homologer Rekombination. Fiir die Erzeugung von
mutierten DUSP5™*™** ES-Zellen musste der Inaktivierungsvektor zunichst mit dem
Restriktionsenzym Alel linearisiert werden. Die ES-Zellen wurden anschliefend mit dem
linearisierten Geninaktivierungsvektor elektroporiert und auf embryonalen Fibroblasten (EF-
Zellen) kultiviert. Ab Tag zwei wurden die Zellen dann in Anwesenheit von Ganciclovir und
G418 kultiviert. Nach zwolf Tagen konnten dann Klone selektioniert, auf 96 well Platten
tiberfiihrt und expandiert werden. Bei Konfluenz der Platten wurden diese auf drei 96 well

Platten gesplittet und erneut expandiert. Anschlieend wurden Klone einer der 96 well Platten
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jeweils auf eine 48 well Platte iiberfiihrt, eine weitere 96 well Platte bei -20°C zur Sicherheit
zuriickgelegt und die dritte Platte fiir eine ,,Screening-PCR* verwendet. Hierbei wurden die
Zellen auf eine PCR-Platte iiberfiihrt, auf dieser lysiert und anschlieBend in einer Screening

PCR-Reaktion amplifiziert.

Bei der Screening-PCR bindet ein Primer im Geninaktivierungsvektor. Auf diese Weise wird
der ,kurze Arm* inklusive des Genom-Uberganges amplifiziert. Dadurch konnte nur bei
erfolgreicher homologer Rekombination ein Amplifikat entstehen. Drei von insgesamt 300
ES-Zellklonen zeigten ein positives Signal (Abbildung 13). Das jeweilige PCR Produkt wurde
aus dem Gel eluiert, in den pCR®2.1-TOPO® Vektor kloniert und in dieser Form
sequenziert. Alle Klone haben die richtige Sequenz integriert und wurden anschlieend auf
der 48 well Platte identifiziert und solange expandiert, bis Aliquots eingefroren und in

fliissigem Stickstoff gelagert werden konnten.

— 1300bp —
I\ [ l ﬁ I | Dusp5 flox-neo
loxP loxP loxP

Abbildung 13: Screening-PCR der ES-Zellklone. (A). Dargestellt ist das Dusp5 ""°-Allel, welches mittels
spezifischer Primer amplifiziert werden kann. (B) PCR zum Nachweis des Dusp5 "™°-Alleles. Bei drei ES-
Zellklonen (#24, #79, #120) lisst sich das mutierte Allel nachweisen. M, GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

Der endgiiltige Nachweis positiver Klone erfolgte im Anschluss daran durch Southern Blot
Analyse (Abbildung 14). In die Neomycinresistenzkassette wurde eine zusatzliche BamHI-
Restriktionsschnittstelle eingefiihrt, die den Nachweis des gesamten mutierten Allels erlaubt.
Die isolierte genomische DNA wurde zunichst mit dem Restriktionsenzym BamHI verdaut,
nach einer Agarosegel-Trennung auf eine Nylonmembran geblottet und anschlieBend mit
einer radioaktiv markierten Gensonde, hybridisiert. Diese Gensonde bindet mittels
Basenpaarung. Die Sonde hat eine Fragmentgrof3e von 463 bp und enthilt die dusp5-Sequenz.
Sie wurde mittels PCR amplifiziert, und in Form des pCR®2.1-TOPO® Vektor zur Kontrolle
sequenziert. Im Southern Blot sind dann die Fragmente zu erkennen, die mit der Sonde
komplementire Sequenzen aufweisen. So ldsst sich iiber die detektierten FragmentgroBen

sowohl das WT-Allel als auch das mutierte Allel nachweisen. Das WT-Allel zeigt eine
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Fragmentgrof3e von 8.523 bp, das mutierte Allel ist aufgrund einer eingebauten artifiziellen

BamHI-Restriktionsschnittstelle verkiirzt und nur 5.552 bp lang.

Dusp5WT
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] e
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8.5 kb
B B B
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E £ E2 |
DUSP5 flox-neo } } [eor] — H
loxP loxP  loxP 3’FP
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[
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Abbildung 14: Analyse der transfizierten ES-Zellklone. Strategie zur Analyse von ES-Zellklonen mittels
Southern Blot Analyse (A). Dargestellt ist das Wildtyp dusp5-Allel, welches nach Restriktion mit BamHI ein
DNA-Fragment von 8.523 bp ergibt. Zum Nachweis der Vektorintegration wurde in den Inaktivierungsvektor
eine zusétzliche BamHI-Restriktionsschnittstelle eingebaut, welche nach Integration ins ES-Zellgenom ein DNA
Fragment von 5.552 bp liefert und damit als Nachweis des mutierten Allels dient. Zur Southern Blot Analyse (B)
homolog rekombinierter ES-Zellklone wurde aus in der PCR positiv getesteten ES-Zellklonen genomische DNA
isoliert und mit dem Restriktionsenzym BamHI (Schnittstellen mit B markiert) behandelt. Nach der
Restriktionsspaltung wurden die DNA-Fragmente im Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran geblottet
und anschlieBend mit einer radioaktiv markierten Sonde (3°FP) hybridisiert. Dargestellt ist das Ergebnis der
Hybridisierung der beiden ES-Zellklone (#79, #120). Als Kontrolle wurde genomische DNA einer Wildtyp
Maus (E14) eingesetzt. Die Bande bei 8.523 bp représentiert das Wildtyp- und die Bande bei 5.552 bp das
mutierte Allel.

4.2.3 Schritt 3: Generierung eines DUSP5-/- Mausstammes aus rekombinanten ES-

Zellen

Um einen DUSP5” Mausstamm zu generieren, wurden homolog rekombinierte ES-Zellen in
2,5 Tage alte Blastozysten von C57BL/6 Spendertieren injiziert. Die Blastozysten wurden
anschliefend in die Uteri von pseudoschwangeren Weibchen transferiert. Auf diese Weise
entstehen aus den implantierten Blastozysten chimire Maduse. Die Blastozysteninjektion

wurde von Dr. Michael Bosl am Max-Planck-Institut fiir Neurobiologie in Martinsried
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durchgefiihrt. Da die verwendeten ES-Zellen heterozygot (M/m) fiir die spezifische Mutation
und homozygot (A/A) fiir die Fellfarbe agouti und die Blastozyste homozygot fiir die
Fellfarbe schwarz (a/a) ist, konnen anhand der Fellfarbe Riickschliisse auf den Grad des
Chimédrismus geschlossen werden. Dieser spiegelt hierbei den Anteil der homolog
rekombinierten ES-Zellen am Gesamtorganismus wieder. Die dabei generierten hochchiméren
Maiuse (Fellfarbe entsprach liberwiegend dem Typ agouti) wurden mit C57BL/6 Maiusen
verpaart (Abbildung 15).

aja; M/M

Abbildung 15: Verpaarungschema einer chiméiren Maus mit einer C57BL/6 Maus. Da das agouti-Allel der
129Sv ES-Zellen gegeniiber dem Allel fiir die schwarze Fellfarbe der C57BL/6 Méuse dominant ist, konnen iiber
die Fellfarbe agouti heterozygote Tiere identifiziert werden (100).

Bei erfolgreicher Keimbahntransmission des Dusp5"™™°-Allels liegt die Wahrscheinlichkeit,
dass das mutierte Allel an die Nachkommen weitergegeben wird bei 50%. Da die Fellfarbe
schwarz rezessiv ist, miissen lediglich Nachkommen mit der Fellfarbe agouti auf
Keimbahntransmission untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde aus Schwanz-Biopsien
DNA isoliert und das Vorhandensein des Dusp3"™"°-Alleles mittels Genotypisierungs-PCR
iiberpriift.

Bei den nachfolgenden Verpaarungen wurden drei unterschiedliche Ansétze gewdhlt. Ziel
aller Verpaarungen ist der gezielte DUSP5-Verlust. Erzielt wird dieser mithilfe von Méusen,
die die Rekombinase Cre exprimieren, Folge der Expression ist die Deletion gefloxter Allele

flox-neo/+

(107). Erstens wurden heterozygote Mause (DuspS ) mit LysMCre-Miusen verpaart,
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was zu einer Deletion des gefloxten Alleles in myeloiden Zellen fiihrt (Abbildung 16). Dieser
Ansatz wurde gewihlt, da zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt war, ob eine ubiquitére Deletion
von DUSPS5 letal ist. Homozygote Tiere der nachfolgenden Generationen wurden in
Experimenten zur Untersuchung der Auswirkung des DUSP5-Knockout in Makrophagen auf
die Zytokinproduktion nach TLR2-Stimulation eingesetzt. Zweitens wurden homozygote
Tiere mit ,Deleter-Cre* Maidusen verpaart (Abbildung 16). Diese exprimieren die
Rekombinase Cre in der Keimbahn und fithren damit zum ubiquitdren DUSP5-Verlust. Diese
Tiere wurden flir Untersuchungen der B- und T-Zellentwicklung eingesetzt. Drittens wurde
mit heterozygoten Tieren eine Riickkreuzung auf C57BL/6 durchgefiihrt. Dies ist notwendig,
da erst nach zehn Generationen von einem einheitlichen genetischen C57BL/6-Hintergrund

ausgegangen werden kann. Erst danach konnen die Tiere im Infektionsmodell (z.B. CASP)

untersucht werden.

A
E1 E2 E4
k -t -t
Dusp5tormo pllel I3 } | neor Y —_—— — — .
IoxP \\ IoxXP rova
hN i
\\ 1
Ay 1
\\ 1
. ]
~ 1
\\ 1
B \\\ :I
‘\ ,: E2 E3 E4
\\\\ l:
Dusp5A2Allel i : _ —_ e ——F |-
loxP

Abbildung 16: Generierung des DUSP5-Knockout durch Cre-Rekombination. Aus gefloxten Allelen
(Dusp5 ™) (A) wird der DUSP5-Knockout (B) generiert. Dies erfolgt durch Kreuzung mit Cre Deleter bzw.
LysMCre Maiusen, die durch Expression der Cre-Rekombinase den Knockout herstellen. Die Cre-Rekombinase
erkennt und schneidet spezifisch /oxP-flankierte DNA Sequenzen und ligiert die verbleibenden Enden.

Es wurde eine PCR zum Nachweis der am weitesten 5’ gelegenen /oxP-Sequenz (Abbildung
17) etabliert. Zur Durchfiihrung dieser PCR wurde ein Primer generiert, der spezifisch einen
Bereich der loxP-Sequenz bindet. Der zweite Primer bindet upstream im dusp5-Allel. Es wird
daher nur ein Amplifikat gebildet, wenn die /oxP-Sequenz vorhanden ist. Dieses Amplifikat
wurde sequenziert. Der somit erfolgte Nachweis (Abbildung 17) der /oxP-Sequenz ist sehr

wichtig, da nicht vorher gesagt werden kann, wo die homologe Rekombination stattgefunden

hat. So konnte z.B. trotz Nachweis der Neomycinresistenzkassette die 5°-/oxP-Sequenz nicht

mit integriert sein.
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369bp
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Abbildung 17: Nachweis der 5¢-loxP-Sequenz. PCR zum Nachweis der 5°-loxP-Sequenz. Aus den
Nachkommen der chimédren Méusen wurde genomische DNA isoliert und mit spezifischen Primern (ein Primer
bindet spezifisch direkt in der JoxP-Sequenz) wurde die Mutation im Inaktivierungsvektor (1) und in Knockout-
Miusen (4,5) nachgewiesen. Als Negativkontrolle wurden WT-Méuse (2,3) verwendet. M, GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder

Alle Mause wurden mittels PCR-Analyse genotypisiert, um homozygote von heterozygoten
und WT-Maiusen unterscheiden zu konnen (Abbildung 18). Dazu wurde aus Schwanzbiopsien

genomische DNA isoliert und in einer PCR-Reaktion eingesetzt.

Dusp5WT Allel J11bp
F_T
Dusp5 flox-neo Ajje] —1.300bp Dusp5 flox-neo
Ed . Dusp5 »
— =) - Dusp "
loxP loxP loxP

Dusp5 2 Allel 1.052 bp
[,
/

loxP

Abbildung 18: Nachweis der mutierten Allele. Mittels PCR wurden die Tiere genotypisiert. Dazu wurden
PCRs etabliert, mithilfe derer das Wildtyp Dusp5-Allel (1), das Dusp5 "™°-Allel (6), CreDel (3) und der
Dusp5-Knockout (4) spezifisch nachgewiesen werden kénnen. Bei Cre-Rekombinase Expression kann kein
Dusp5 " ™°_Allel mehr nachgewiesen werden (2), da die Cre-Rekombinase den Knockout bereits generiert hat.
Stattdessen kann hier der Knockout nachgewiesen werden (4). Wird die Cre-Rekombinase nicht exprimiert (7)
kann das Dusp5 ""°-Allel nachgewiesen werden (2), es hat kein Dusp35-Knockout (8) stattgefunden. M1,
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder; M2, GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder. Die Genotypisierung zweier Tiere ist
exemplarisch dargestellt. Tier 1 (1-4) hat den Genotyp Dusp5 ™ "*; CreDel " und Tier 2 (5-8) hat den Genotyp
Dusps VT exnee. CreDel 7,

Als Bestitigung des Knockouts wurde schlieBlich mittels qRT-PCR (Abbildung 19) und
Western Blot (personliche Mitteilung N. Schlirf) nachgewiesen, dass in den Knockout-
Maiusen kein DUSPS mehr transkribiert bzw. translatiert wird.
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DUSP5 mRNA Induktion
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Abbildung 19: Nachweis des DUSP5-Knockout in knochenmarksgenerierten Makrophagen. Quantitative
RT-PCR der DUSP5-Genexpression in  Knockout- und  WT-Geschwistermdusen. Aus den
knochenmarksgenerierten Makrophagen wurde RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und in der gqRT-PCR
eingesetzt. Die Expression von DUSPS ist im Verhéltnis zu PPIA und bezogen auf WT-Geschwisterméduse
dargestellt. n=5

4.3 Phanotypische Charakterisierung der DUSP5-Knockout Maus

Die DUSP5-Knockout Méuse sind vital, fertil und zeigen makroskopisch keinen verdnderten
Phénotyp. Wichtige Immunorgane (wie Milz, Thymus, Lymphknoten) waren normal

entwickelt.

4.3.1 Immunologische Charakterisierung der DUSP5-Knockout Maus

4.3.1.1 DUSP5-Knockout Makrophagen zeigen nach TLR2-Stimulation keine

veranderte Zytokinproduktion

Da die DUSPS5-iiberexprimierenden Makrophagenzelllinie nach TLR-Stimulation eine erhdhte
Zytokinproduktion zeigte, sollte untersucht werden ob der DUSPS5-Verlust umgekehrt zu einer
verminderten Zytokinproduktion fiihrt. Um dies zu untersuchen, wurden Mause generiert, die
kein DUSP5 mehr in myeloiden Zellen exprimieren. Aus diesen Miusen und aus WT-
Geschwistermdusen wurden knochenmarksgenerierte Makrophagen gewonnen und
untersucht, ob diese ex vivo Makrophagen nach TLR-Stimulation eine verdnderte
Zytokinexpression zeigen. Zuvor wurde mittels FACS-Analyse Makrophagen spezifischer
Antigene (F4/80; CDI11b) nachgewiesen, dass es sich bei den generierten Zellen um
Makrophagen handelt. Die knochenmarksgenerierten Makrophagen wurden mit Pam;Cys an
TLR2 stimuliert. AnschlieBend wurde mittels ELISA die IL6- und TNFa-Konzentrationen im

Uberstand bestimmt. Alle Zellen konnten durch Pams;Cys aktiviert werden und produzierten
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vermehrt IL6 bzw. TNFa. Die Konzentration der produzierten Zytokine war dabei
proportional zur Dauer der Stimulation. Zwischen den Knockout- und WT-Maiusen konnte
jedoch kein Unterschied in der TNFa- und IL6-Produktion festgestellt werden. Dieses
Ergebnis war unabhédngig von der eingesetzten Pam;Cys-Konzentration (Ergebnis nicht
dargestellt) oder der Dauer der Stimulation. Auch auf Transkriptionsebene konnte dieses
Ergebnis fiir TNFoa bestitigt werden, so zeigte die Untersuchung der TNFa-mRNA
Expression nach TLR2-Aktivierung zwar einen Anstieg der mRNA jedoch keinen

Unterschied zwischen Knockout- und WT-Méusen (Abbildung 20).
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Abbildung 20: DUSP5” Makrophagen zeigen nach TLR2-Stimulation keine veriinderte IL6- und TNFo-
Produktion. (A) ELISA der IL6- bzw. TNFa-Produktion in knochenmarksgenerierten Makrophagen aus
DUSP5-Knockout-, LysMCre- und C57BL/6-Mause. Nach sechstdgiger Kultivierung wurden die Zellen iiber
unterschiedlich lange Zeitrdume mit Pam;Cys [1ug/ml] stimuliert; anschlieBend wurde die IL6- bzw. TNFa -
Produktion im Uberstand bestimmt. 2h, 4h, 6h: n=4; iiN: n=5. (B) Quantitative RT-PCR der TNFa-mRNA
Expression in knochenmarksgenerierten Makrophagen aus DUSP5-Knockout-, LysMCre- und C57BL/6-Miuse
nach Pam;Cys [1ug/ml] Stimulation fiir 1h bzw. 4h. n=5
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Aufgrund dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, ob durch eine Infektion aktivierte
(inflammatorische) Makrophagen sich anders verhalten als residente Makrophagen und eine
veranderte Zytokinproduktion zeigen. Die Makrophagenaktivierung kann induziert werden,
indem eine Peritonitis ausgelost wird. Dazu wurde den Tieren intraperitoneal Thioglykolat
gespritzt. Nach vier Tagen war die akute Phase der Peritonitis mit Uberwiegen der
Granulozyten beendet, und die chronische Phase der Inflammation mit Uberwiegen der
Makrophagen trat ein. In dieser Phase wurden den Tieren die Bauchhohle lavagiert und nach
einer sechsstiindiger Ruhephase die aus der Bauchhohle gespiilten inflammatorischen
Makrophagen TLR2-stimuliert (Pam3;Cys) bzw. TLR4-stimuliert (LPS). Anschlieend wurde
mittels ELISA die Produktion der Zytokine TNFa und IL6 gemessen. Als Kontrolltiere
wurden WT-Geschwistermduse eingesetzt. Die DUSP5-Knockout Méiuse zeigten keine

verdnderte Zytokinproduktion (Abbildung 21).
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Abbildung 21: DUSP5-/- Makrophagen zeigen keine verinderte TNFa- und IL6-Produktion. ELISA der
TNFo- und IL6-Produktion nach LPS [lug/ml] bzw. Pam;Cys [lug/ml] Stimulation in inflammatorischen
DUSPS-/- und WT Makrophagen. Die Zellen wurden iiber Nacht stimuliert; anschlieBend wurde die TNFa- bzw.
IL6-Produktion im Zelliiberstand mittels ELISA bestimmt. n=4-8
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4.3.2 Einfluss von DUSP5 auf die B- oder T-Zellentwicklung

Um die Effekte des DUSP5-Verlustes auf die B- und T-Zellentwicklung zu untersuchen,
wurden von DUSP5-Knockout- und WT-Maiusen unterschiedliche lymphatische Organe
explantiert, homogenisiert und anschlieBend in Bezug auf spezifische Zellpopulationen mit
dem FACS analysiert. Fiir den jeweiligen nachzuweisenden Zelltyp wurden spezifische
FACS-Féarbungen etabliert. Dies erfolgte durch den Nachweis spezifischer Antigene,
sogenannte Cluster of Differentiation (CD) auf der Zelloberfliche die durch monoklone
Antikorper differenziert werden konnen (Tabelle 11). Auf diese Weise wurde Knochenmark,
Milz und Thymus von DUSP5-Knockout und WT-Méusen untersucht (Abbildung 22). Bei
den Méiusen wurde zusdtzlich im Hinblick auf eventuell vorhandene inflammatorische

Makrophagen eine Peritoneallavage durchgefiihrt.

Tabelle 11: Aufzéhlung der im Versuch eingesetzten CDs und ihrer zelluldren Reaktivitét.

CD Nummerierung Zellulire Reaktivitit

CD45 (B220) Leukozyten

CDl11b Monozyten, Neutrophile Granulozyten, NK-Zellen
CDI19 B-Zellen

CD69 Friih aktivierte T-, B-Zellen, Makrophagen, NK-Zellen
CD3 T-Zellen

CD25 Aktivierte T-Zellen, Regulatorische T-Zellen, aktivierte B-Zellen
CD4 Tyl-Zellen, Ty2-Zellen

CDs8 Zytotoxische T-Zellen

CD62L B-Zellen, naive T-Zellen, Monozyten, NK-Zellen
CDh44 T-Zellen, B-Zellen, Granulozyten, Monozyten

Die friihe Entwicklung von B-Zellen findet im Knochenmark statt. Dabei wird IgM bereits
frith in der B-Zellentwicklung (Prd-B-Zellen), noch im Knochenmark, exprimiert. Bei der
Untersuchung einzelner B-Zellstadien im Knochenmark =zeigten die jeweiligen
Zellpopulationen keinen Unterschied zwischen DUSP5-Knockout- und WT-Méusen. Auch
die Untersuchung der B-Zellpopulationen in der Milz ergab keine Unterschiede zwischen
DUSP5-Knockout- und WT-Méusen. Auch die Untersuchung der inflammatorischen

Makrophagen in der Lavage konnte zwischen den Zellpopulationen der B1- und B2-Zellen
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bei DUSP5-Knockout- und WT-Mausen kein Unterschied festgestellt werden.

Wihrend ihrer Differenzierung im Thymus durchlaufen T-Zellen drei Hauptstadien: DN
(doppeltnegativ, d.h. die Zellen exprimieren weder CD4 noch CDS), DP (doppeltpositiv fiir
CD4 und CD8) und SP (single-positive, entweder CD4 oder CDS8). Bei allen drei Stadien
konnte zwischen DUSP5-Knockout- und WT-Méusen kein Unterschied in den jeweiligen

Populationsgréfen beobachtet werden.

Die Untersuchung reifer, naiver T-Zellen und aktivierter T-Zellen in der Milz zeigte jedoch,
dass DUSP5-Knockout Miuse eine signifikant erhohte Anzahl an Effektor/Gedéchtnis-T-
Zellen besitzen (Abbildung 22).
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Abbildung 22: DUSP5-Knockout Miuse zeigen eine signifikant erhéhte Anzahl an Effektor-T-Zellen.
FACS-Analyse der unterschiedlichen Zellpopulationen in Milz, Thymus, Knochenmark und Lavage. Die Organe
wurden aus DUSP5-Knockout- und WT-Méusen explantiert, homogenisiert und anschlieBend in Bezug auf
spezifische Zellpopulationen mit dem FACS analysiert. Zusétzlich wurde bei den Méusen eine Peritoneallavage
durchgefiihrt. Auch diese Zellen wurden mit dem FACS analysiert. n=3
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4.3.3 Die Konzentration der Serum-Immunoglobuline in DUSP5-Knockout

Mausen ist unverandert

Immunglobuline (Ig) werden auf der Zelloberfliche reifer B-Zellen exprimiert und von
Plasmazellen als Antikorper ins Blut abgegeben. Dabei stellen IgGs den grofiten Anteil der
Serum-Immunglobuline und werden in weitere Subklassen unterteilt. Die Konzentration
zweier dieser Subklassen (IgG1, IgG2b) und zusitzlich von IgM wurden gemessen. Dazu
wurde aus DUSPS5-Knockout- und WT-Méusen Serum gewonnen und mittels ELISA die
Konzentration der jeweiligen Immunglobuline bestimmt. Die DUSP5-Knockout-Mause

zeigten keinen veranderten Konzentrationen im Vergleich zu WT-Méusen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Die Konzentration der Serum-Immunglobuline ist in DUSPS-Knockout-Miusen
unverindert. ELISA der IgGl-, IgM- und IgG2b-Konzentration im Serum von DUSP5-Knockout- und WT-
Miusen. n=12
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5 Diskussion

Der TLR-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Erkennung pathogen-spezifischer
Strukturen. Teil dieses Signalweges sind MAPK, deren Regulation mittels Deaktivierung
unter anderem durch Phosphatasen erfolgt. Eine Untergruppe der Phosphatasen, die MAPK-
spezifischen DUSPs, stellen damit wichtige Regulatoren der Immunantwort dar. Ein Vertreter
dieser Gruppe ist DUSPS5, dessen Funktion im Rahmen dieser Doktorarbeit genauer unter-

sucht wurde.

Bei der Betrachtung der Funktion von DUSP5 in der Immunantwort wurden drei entschei-
dende Fragenstellungen genauer untersucht: 1) Welche Signalwege fiihren zur Induktion der
DUSPS5-Expression? 2) Welche Proteinstrukturen von DUSPS5 sind fiir die DUSP5-ERK1/2-
Funktion essentiell? 3) Welche Rolle spielt die DUSP5-Expression in der Regulation

immunologischer Signalwege?

5.1 Invitro Analyse der physiologischen Funktion von DUSP5
5.1.1 Die DUSP5 vermittelte Regulation des TLR-Signalweges

Aufgrund des bekannten Zusammenhangs zwischen TLR-vermittelter Immunantwort und
verschiedener DUSPs sollte in den folgenden Experimenten im Speziellen die Rolle von

DUSPS bei der Regulation der Immunantwort genauer untersucht werden.

Zur Untersuchung der Induzierbarkeit von DUSP5 wurde ein Promoter-Assay etabliert, bei
dem der murine DUSP5-Promoterbereich transient exprimiert und mit Pam;Cys und CGRP
stimuliert wurde. Hierzu wurden drei verschieden lange Promoterfragmente (-1.000 bp, -600
bp und -400 bp) jeweils in drei separaten Expressionssystemen untersucht (pGL3-Basic,
pGL3-Enhancer, pGL3-Promoter, jeweils in HEK293-Zellen exprimiert). Lediglich das -
1.000 bp-Fragment im pGL3-Promoter-Vektor (einziger Vektor mit einem zusétzlichen SV40
Promoter) zeigte eine schwache (1,5-fach) Induktion des DUSP5-Promoters nach TLR2-
Stimulation mit Pams;Cys bzw. mit CGRP und Pam;Cys. Die kiirzeren Fragmente waren in

allen drei Vektorsystemen nicht reproduzierbar zu induzieren (sieche Abbildung 7).
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Die nur schwache Induzierbarkeit des natiirlichen DUSP5-Promoters ist insofern zu hinterfra-
gen, da aufgrund des eingesetzten Testsystems (vielfache Vektorkopien pro Zelle) von einer
stirkeren Induktion auszugehen wire. Diese konnte zwar unter Umstdnden auch durch
mehrmalige Klonierung des DUSP5-Fragmentes in den Expressionsvektor verstirkt werden,
liegt aber wahrscheinlich eher in der Konstitution der eingesetzten HEK293-Zelllinie begriin-
det. Diese besitzt keinen natiirlichen TLR2-Rezeptor, d.h. dieser musste zusitzlich transfiziert
werden, was durch die parallele Transfektion mit dem Vektor pFlag-TLR2 sichergestellt wer-
den sollte. Da der Signalweg jedoch noch weiterer Proteine bedarf, ist hier moglicherweise
eine der Ursachen flir die niedrige Induzierbarkeit des DUSP5-Promoters im eingesetzten
Expressionssystems zu suchen. Zur weitergehenden Untersuchung der Promoterfunktion wére
daher eine Etablierung der Promoter-Assays in Makrophagen interessant, da hier eine TLR-
vermittelte Zytokinexpression bereits nachgewiesen werden konnte und somit anzunehmen
ist, dass der vollstindige Signalweg exprimiert wird. Andererseits ist nicht mit Sicherheit zu
sagen, dass TLR2 der Hauptweg der DUSP5-Induktion ist — auch wenn, wie in Abbildung 7
gezeigt, eine Induktion sicher nachgewiesen werden konnte. Somit fehlen dem eingesetzten
artifiziellen Testsystem moglicherweise essentielle Komponenten des Induktionsweges, um

den Promoter ausreichend zu aktivieren.

Eine spezifischere Untersuchung des DUSPS5-Promoters wére weiterhin durch Mutation
einzelner putativer Sequenzelemente (CREB- bzw. NF-kB-Bindestellen, SRE, STATS) mdog-
lich. Mithilfe dieser mutierten Promoterbereiche konnten essentielle
Transkriptionsfaktorbindestellen detektiert werden. Bindestudien mit den so identifizierten
Bindestellen wiirden dann zeigen, welche Proteine an den DUSPS5-Promoter binden und des-
sen Transkription beeinflussen. Eines dieser noch unbekannten Proteine vermittelt die CGRP-
Aktivierung, da wie in Abbildung 7 dargestellt, auch mit CGRP eine schwache Induktion
festgestellt wurde. Der genaue Signalweg ist dabei unbekannt, findet jedoch unter Beteiligung
von cAMP statt (31). Dass eine weitere experimentelle Untersuchung der DUSP5-Promoterre-
gion wichtig ist und von der computerbasierten Analyse von Sequenzbindestellen abweicht,
konnte mit den hier durchgefiihrten Experimenten gezeigt werden. So konnte sowohl bei
CGRP- als auch bei Pam;Cys-Stimulation beim verkiirzten (-600bp)-Fragment keine Induk-
tion mehr beobachtet werden, obwohl alle putativen CREB- und NF-xB-Bindestellen vorhan-
den waren. Die schwache Induzierbarkeit des DUSP5-Promoters konnte aber auch dadurch
erklart werden, dass funktionell wichtige Promoterelemente nicht im klonierten Fragment

enthalten sind.
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5.1.2 Die DUSP5-Expression in Immunzellen

Zur Untersuchung der Auswirkung einer verstarkten DUSP5-Expression auf den TLR-Signal-
weg wurden Makrophagen generiert, die zusitzlich zum endogenen DUSPS5 transfiziertes
DUSPS stabil exprimierten. Die Anzahl der zusétzlich integrierten DUSP5-Kopien wurde
dabei nicht bestimmt und kann somit bei den einzelnen Klonen variieren. Da die Etablierung
einer PCR zur Amplifikation des codierenden Bereiches von DUSP5 (mithilfe aus RNA
gewonnener cDNA) nicht erfolgreich war, wurde die Sequenz Codon-optimiert synthetisiert.
AnschlieBend wurde die Sequenz in den Expressionsvektor kloniert und mittels Transfektion
in RAW 264 Makrophagen integriert. Vorversuche mit Makrophagen zeigten, dass keiner der
kommerziell erhéltlichen DUSP5-spezifischen Antikorper sensitiv genug war endogenes
DUSPS5 im Western Blot nachzuweisen. Auch die eigene Generierung eines polyklonalen
Antikorperserums gegen ein Epitop aus 16 Aminosdureresten der DUSP5-Primarstruktur
(DUSPS5 Rabbit polyclonal Antibody 5552) fithrte zu keiner erhdhten Sensitivitit. Die
schwere Nachweisbarkeit von DUSPS liegt wahrscheinlich an der niedrigen DUSP5-Expres-
sion in Makrophagen (38) und der selbst nach Induktion geringen Halbwertszeit (45 Minuten)
von DUSP5 (85). Um dennoch einen spezifischen Nachweis von iiberexprimiertem DUSPS5
sicherzustellen, wurde bei der Generierung der einzelnen Makrophagenzelllinien ein Flag-Tag
an das DUSP5-Gen angehiéngt. Dieser ermdglicht neben der DUSP5- auch die Flag-Tag-
Detektion. Im Falle von zu schwach ausgeprigten Signalen des DUSP5-spezifischen Antise-
rums konnte somit iiber das polyklonale Antiserum gegen das Flag-Tag-Epitop ein
unabhiingiger Nachweis der DUSP5-Uberexpression erfolgen. Da der parallele Nachweis iiber
die DUSPS5-spezifischen Antikorper und die Flag-Tag-spezifischen Antikorper im
Uberexpressionssystem letztendlich zeigte, dass die DUSP5-spezifischen Antikdrper ausrei-
chend sensitiv waren, wurde in den weiteren Western Blot-Experimenten lediglich mit
DUSPS5-spezifischen Antikdrpern gearbeitet, auch wenn das Expressionskonstrukt weiterhin

den C-terminalen Flag-Tag enthielt.

Die tiberexprimierenden Makrophagen zeigten im Vergleich zu nicht iiberexprimierenden
Klonen in mehreren unabhédngigen Experimenten nach TLR2-Stimulation eine hochsignifi-
kant verstdarkte IL6- und TNFa-Produktion (Abbildung 8). Dies ldsst vermuten, dass der
TLR2-Signalweg iiber die Expression von DUSPS positiv reguliert wird. Da das Substrat von
DUSPS5, ERK1/2, am TLR-Signalweg beteiligt ist, sollte in weiteren Experimenten die
ERK1/2-DUSP5-Interaktion untersucht werden.
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Die Aktivierung der Zellen der erworbenen Immunantwort erfolgt iiber spezifisch auf das
jeweils anwesende Antigen reagierende Rezeptoren iiber deren klonale Expansion. Dadurch
wird die Zellzahl mit demselben Erkennungsrezeptor (TCR oder Oberflachen Ig) und damit
die Chance auf ein spezifisches Antigen zu treffen, erhoht. Die aktivierten Zellen (B- und T-
Zellen) entwickeln darauthin ihre funktionalen Aktivititen. Im Gegensatz dazu haben Zellen
der angeborenen Immunantwort (Makrophagen, DCs, Neutrophile) dieselben Rezeptoren.
Sobald diese mit dem Antigen interagieren, stoppen sie die Proliferation und werden aktiviert
(109). In den Zellen der angeborenen Immunantwort sind Proliferation und Aktivierung somit
sich gegenseitig ausschlieBende Aktivititen. Erstaunlicherweise findet bei beiden Prozessen
eine ERK1/2-Aktivierung statt. Diese erfolgt jedoch scheinbar mit unterschiedlichen Kineti-
ken (110). Die Dauer der ERK1/2-Aktivierung und damit dessen Phosphorylierung scheint
zwischen Proliferation und Aktivierung zu unterscheiden. Die Spezifitit und die biologischen
Konsequenzen einer ERK1/2-Stimulation konnen somit durch strenge Kontrolle der Dauer,
der Stirke und der Lokalisation des ERK1/2-Signales erreicht werden (111) (112). Damit
stellt die ERK-Aktivitidt und dessen Regulation eine Schliisselstelle fiir das Verstandnis der
angeborenen Immunantwort dar. Da DUSPS5 als ERK1/2-spezifische Phosphatase bekannt ist
(41), kann folglich ebenfalls ein Zusammenhang mit der Regulation der angeborenen

Immunantwort angenommen werden.

Interessanterweise zeigten DUSPS5-iiberexprimierende Makrophagen nach TLR2-Stimulation
in einer Kinetik tiber einen Zeitraum von 60 Minuten trotz verstirkter TNFa-Produktion keine
verminderte ERK1/2-Phosphorylierung (Abbildung 9). Dies konnte mit zwei unabhingigen
Klonen gezeigt werden. Auf die Messung an spéteren Zeitpunkten wurde bewusst verzichtet,
da bereits in fritheren Studien in Northern Blots (113) ein Peak fiir die maximale Induktion

bei ca. 1 Stunde nach Stimulation festgestellt wurde.

Ein weiterer Hinweis, dass die DUSP5-vermittelte ERK1/2-Regulation und die TNFa-
Produktion moglicherweise ohne Beteiligung der Phosphatase-Aktivitdt vermittelt werden,
fand sich bei der systematischen Suche von Proteinen, die spezifisch funktionale DNA-
Sequenzen binden. Hierbei wurde ERK2 als transkriptioneller Repressor des pro-
inflammatorischen Zytokines IFNy identifiziert. Diese Repression ist in vivo GAAAC-
Konsensussequenz vermittelt (114). Auch das murine TNFa-Gen enthdlt in seiner
Promoterregion eine GAAAC-Sequenz. Somit konnte analog zu IFNy das ERK2-Protein als

Repressor von TNFa wirken und wiirde die o.g. Ergebnisse (Abbildung 9) insofern erkléren,
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dass durch Bildung eines DUSP5-ERK 1/2-Komplexes der Zugang des Repressors ERK2 zur
Konsensussequenz verhindert wiirde. DUSP5 wére somit ein De-Repressor des Repressors
ERK2. Fiir IFNy konnte gezeigt werden, dass die ERK2-vermittelte Repression ohne Beteili-
gung der ERK2-Kinase-Aktivitit stattfindet (114). Aufgrund dieser Uberlegungen kénnte

analog dazu fiir TNFa ein dhnlicher Mechanismus wirken.

Deshalb sollte die Hypothese von einer DUSPS5-Phosphatase-Aktivitit unabhdngigen
ERK1/2-Deaktivierung untersucht werden. Dazu wurden wie in 4.1.3.3 beschrieben
Makrophagen generiert, bei denen durch C263S-Austausch katalytisch inaktives DUSPS5
iiberexprimiert wird. Die Untersuchung mehrerer unabhingiger Klone ergab, dass Makropha-
gen, die katalytisch inaktives DUSPS iiberexprimieren, im Vergleich zur DUSP5 endogen
exprimierenden Kontrolle eine erhohte TNFa-Produktion zeigten (Abbildung 10) und liefer-
ten damit einen starken Hinweis, dass die TNFa-Expression tatsédchlich unabhéngig von der
Phosphatase-Aktivitdt von DUSPS5 sein konnte. Analog dazu ergab die Untersuchung dersel-
ben Klone ebenfalls keine verminderte IL6-Produktion. Dies legt nahe, dass die IL6-Expres-

sion auf dieselbe oder dhnliche Weise wie die TNFa-Expression reguliert wird.

Ein weiteres entscheidendes Kriterium fiir die Funktionalitit einer Phosphatase ist deren
zelluldre Lokalisation. Da DUSPs sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern aktiv sein
konnen, sollte untersucht werden, inwieweit die zelluldre Lokalisation von DUSPS5 Einfluss
auf dessen regulatorische Aktivitét hat. Durch Phosphorylierung aktiviertes ERK1/2 kann eine
grofle Anzahl unterschiedlicher Proteine im Zytoplasma phosphorylieren, meistens jedoch
fithrt die Aktivierung zu der Translokation von ERK1/2 in den Zellkern wo es die Expression
vieler immediate early Gene vermittelt (115) (116) (117) (118) (119). Damit wire neben der
Dauer der ERK1/2-Aktivitdt auch die Lokalisation von ERK1/2 ausschlaggebend fiir den

nachfolgenden Signalweg.

Es stellte sich daher die Frage, inwieweit die Lokalisation von DUSP5 Einfluss auf ERK1/2
hat. Hierauf hin wurden mehrere Makrophagenzelllinien untersucht, die aus unabhingigen
Klonen generiert wurden und DUSP5 mit mutiertem NLS {iberexprimieren. Hier zeigte sich
nach TLR2-Stimulation eine gleiche oder moglicherweise leicht erhohte TNFa-Produktion im
Vergleich zur Negativkontrolle (Abbildung 10). Die im gleichen Experiment durchgefiihrte
Uberexpression von unmutiertem DUSP5 ergab wie zuvor beschrieben wieder ein signifikant
erhohtes TNFa-Signal. Diese Ergebnisse unterstiitzen die zuvor beschriebene De-

Repressorhypothese: DUSPS5 wird nicht mehr in den Zellkern transloziert und kann daher
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nicht als De-Repressor des Repressors ERK1/2 wirken, die TNFa-Produktion ist inhibiert.
Diese Hypothese unterstiitzt aulerdem die Annahme, dass die Lokalisation von DUSP5
entscheidend fiir dessen Aktivitit ist und DUSP5 im Zytoplasma nicht aktiv ist. Hinweise
darauf, dass DUSPs (DUSP2, DUSP4, DUSP5) eventuell sogar die Lokalisation von ERK
und damit dessen Aktivitdt beeinflussen, liefern Transfektionsexperimente von Caunt et al.
die zeigten, dass bei einer verminderten DUSP-ERK-Bindung (vermittelt durch ERK-Muta-
tion) neben einer verstirkten ERK2-Kinaseaktivitdt auch eine reduzierte nukledre Anhaufung

von ERK2 stattfindet (59).

Eine mogliche Erklarung warum bei Zellen mit mutierter NLS dennoch eine leicht erhdhte
TNFa Expression zu beobachten ist, konnte die Kristallstruktur von DUSPS5 liefern. So zeigt
die Kristallstruktur der katalytischen Doméne von DUSPS5, dass eine head-to-tail Dimerbil-
dung stattfindet (120). Diese scheint unter Beriicksichtigung bereits bekannter DUSP
Kristallstrukturen fiir DUSP5 einzigartig zu sein und ldsst folglich fiir DUSP5 auf einen
gesonderten Mechanismus der Substraterkennung schlieBen. Dies wiirde erkldren, warum
Zellen mit ausgeschaltetem NLS von DUSP5 im Vergleich zur Kontrollzelllinie nach TLR2-
Stimulation leicht mehr TNFa produzierten: durch Dimerbildung von DUSP5 mit mutierter
NLS und endogenem DUSP5 konnte mutiertes DUSPS in den Zellkern gelangen und auf-
grund der insgesamt erhohten Menge an DUSPS (mutiert und endogen) sogar ein stirkeres

Signal liefern als nur mit endogenem DUSPS.

Aufgrund der in vitro Ergebnisse konnte zusammenfassend folgende Hypothese (Abbildung
24) eine physiologische Funktion von DUSP5 bei der TLR-vermittelten angeborenen

Immunantwort erkléren.
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Abbildung 24: Hypothese zur Rolle von DUSPS bei der Regulation der Zytokinproduktion. Der DUSP5-
Promoter kann u.a. durch TLR-vermittelte Pam;Cys-Stimulation induziert werden, wobei eine verstirkte
DUSPS-Expression zu einer vermehrten Produktion von TNFo fiihrt. ERK2 ist der Repressor der TNFa-
Transkription. Diese ist unabhingig von der Kinaseaktivitit von ERK2. Die Repression wird iiber eine
Konsensussequenz vermittelt die sich auch im TNFa-Promoter findet. DUSPS interagiert stabil mit ERK (41)
(59) und fungiert so als De-Repressor des Repressors ERK2. Durch die Bildung des stabilen DUSP5-ERK2-
Komplexes wiederum wird ERK2 im Zellkern gehalten, was dessen zytosolische Funktionen hemmt.

Einen weiteren Hinweis, dass DUSP5 an der Regulation der angeborenen Immunantwort
beteiligt sein konnte, liefern Experimente, bei denen Méuse nach Infektion mit starker
Bakterieninfiltration (Sepsismodell) eine anhaltend erhohte DUSP5-Expression (mRNA) in
der Milz und der Leber zeigten (Abbildung 6). Dies konnte in sofern von Bedeutung sein, da
in der Leber die Synthese von Akut-Phase-Proteinen stattfindet, welche eine fiir die Aktivie-
rung der unspezifischen Immunantwort wichtige Akutphase-Reaktion auslosen. Eine wichtige
Rolle spielen dabei unter anderem Makrophagen, die durch Freisetzung von IL6 und weiteren
Interleukinen und anderen Botenstoffen in die Blutbahn eine vermehrte Cortisol-vermittelte
Synthese von Akut-Phase-Proteinen bewirken. Zusammen mit der zuvor beschriebenen
Beobachtung, dass in DUSP5-iiberexprimierenden Makrophagen nach TLR2-Stimulation ein
signifikanter Anstieg von IL6 beobachtet wurde, ergeben sich hier Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen DUSP5-Expression, verstdrkter IL6-Expression und der Entwick-

lung einer Sepsis.
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Bei einer schweren Sepsis ist die Leistungsfdhigkeit lebenswichtiger Organe herabgesetzt.
Dies kann zu Lungenversagen, Nierenversagen, Verdnderungen im Blutgerinnungssystem und
damit einhergehend zu beeintrichtigter Sauerstoffversorgung dieser Organe fithren. Aber
auch verdnderte Leberfunktionen (Gelbsucht) und die Verdnderung des Blutzuckers
("Hyperglykdmie", "Hypoglykdmie") konnen folgen und somit binnen weniger Tage, ja sogar
Stunden, zum Zusammenbruch des Kreislaufs, zum Multiorganversagen und schlieflich zum
Tode fithren. Alleine in Deutschland sterben jihrlich rund 60.000 Menschen an den Folgen
einer Sepsis (121). Ausgangspunkt einer Sepsis ist dabei eine als Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS) bezeichnete, generalisierte hyper-inflammatorische Reaktion in-
folge einer Infektion. Es kommt hierbei bei den durch Pathogene induzierten intrazelluldren
Signalwegen zu einer Dysregulation pro- und anti-inflammatorischer Zytokine, was eine
Uberreaktion des Immunsystems zur Folge hat. Infolge der exzessiven Produktion von in
erster Linie pro-inflammatorischen Zytokinen (z.B. TNFa, IL1f, IL6) kommt es zu einer

dysregulierten angeborenen Immunantwort (77) (78).

Dadurch besteht die Moglichkeit bereits zu Beginn einer Infektion Aussagen iiber den mdogli-
chen Verlauf einer Infektion zu treffen. So ist beim Menschen eine frithe hohe IL6-Produktion
mit erhohter Letalitit infolge einer schweren Sepsis korreliert (122). IL6 kann daher als ftii-
her (bereits nach wenigen Stunden) Indikator fiir das Ausmal einer Entziindung betrachtet
werden und ist mit einer Halbwertszeit von 45 Minuten gut geeignet akute
Entziindungsantworten zu untersuchen. In der Medizin wird IL6 daher als Biomarker zur
Diagnose des Schweregrades einer Infektion eingesetzt (Siemens Healthcare Diagnostics).
Alle diese Ansitze ermodglichen zwar eine bessere und frithe Diagnose, aber nur das Erfor-
schen der komplexen molekularen Signalwege kann ein Verstindnis und damit eine Ansatz

zur Behandlung einer Sepsis geben.

Mithilfe von Mausmodellen konnte bereits fiir mehrere DUSPs eine Beteiligung an der Sepsis
festgestellt werden. So reguliert DUSP4 die Entziindungsantwort in der Sepsis indem es,
eventuell iiber Inhibierung der ERK-vermittelten DUSP1 Induktion als positiver Regulator
der Immunantwort wirkt (81). DUSP1 vermittelt eine dynamische Regulation pro- und anti-
inflammatorischer Zytokine bei der Immunantwort (123) und spielt dadurch eine essentielle
Rolle in der negativen Kontrolle der angeborenen Immunantwort indem es z.B. einen Teil der
LPS-induzierten Gene induziert und Méuse dadurch vor dem endotoxischen Schock schiitzt

(124).
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5.2 Generierung und Charakterisierung einer DUSP5-Knockout Maus

Der gezielte Genfunktionsverlust im Sdugermodell stellt ein wichtiges Werkzeug zur Untersu-
chung von Genfunktionen dar. Besonders bei den komplexen, miteinander interagierenden
Signalwegen der angeborenen und adaptiven Immunantwort lassen sich Ergebnisse von in
vitro Experimenten aufgrund redundanter Funktionsmechanismen verschiedener Signalmole-
kiile oft nur schwer oder gar nicht interpretieren und spiegeln aufgrund ihres oft stark
artifiziellen Charakters die komplexe Situation im lebenden Organismus nicht exakt wider. So
zeigen mehrere DUSPs bei in vitro Experimenten eine sehr viel geringere Substrat-Spezifitit
gegeniiber den einzelnen MAPK als im Knockout-Modell. Ein Beispiel dafiir stellt DUSP1
dar. DUSP1 dephosphoryliert bei in vitro Experimenten die drei MAPK p38, JNK und
ERK1/2 (42) (74) wahrend Studien mit Makrophagen aus DUSP1 Knockout Miusen zeigten,
dass hauptsichlich p38 Substrat von DUSP1 ist (125) (76) (124).

Um diese Problematik zu umgehen, wurde eine DUSP5-Knockout-Mauslinie generiert. Uber
das Cre/lox-System kann DUSPS5 konditional entweder im gesamten Organismus oder selek-

tiv in bestimmten Geweben durch Deletion des Exons 1 ausgeschaltet werden.

5.2.1 Generierung einer konditionalen DUSP5-Knockout Maus

Der bei der Generierung eingesetzte Inaktivierungsvektor wies konstruktionsbedingt drei
loxP-Sequenzen auf, obwohl zur sicheren Inaktivierung eines definierten Genabschnitts ledig-
lich zwei solcher Sequenzen flankierend zu der zu deletierenden Sequenz notwendig sind
(Abbildung 16). Die Anwesenheit der drei /oxP-Sequenzen im mutierten Allel ergab statis-
tisch betrachtet drei Moglichkeiten der Rekombination: (1) Zwischen den beiden dulleren
loxP-Sequenzen, (2) zwischen der ersten und zweiten loxP-Sequenz und (3) zwischen der

zweiten und dritten /oxP-Sequenz.

Die Moglichkeit (1) stellt die angestrebte Rekombination dar, da hierbei sowohl Exon 1 als
auch die Neomycinresistenzkassette deletiert werden. Bei dieser Rekombination wird kein
DUSPS5 mehr transkribiert und als einzige zusétzliche Sequenz im Genom bleibt eine loxP-
Sequenz (34bp) im urspriinglichen Intron nach Exon 1 zuriick. Die Moglichkeit (2) fiihrt
ebenfalls zur Deletion des DUSP5 Exons 1, die Neomycin-Resistenzkassette bleibt dagegen
erhalten. Unter diesen Umstidnden ist, da der Syntheseabbruch des dusp5-Genes vor der
Neomycinresistenzkassette stattfinden sollte ebenfalls keine Expression von DUSP5 mehr zu

erwarten. Es verbleibt jedoch die Neomycin-Resistenzkassette im Genom zuriick, was im
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Zweifelsfall im Vergleich zu reinen Nullmutante zu nicht einfach zu interpretierenden Effek-
ten fithren konnte und daher nicht angestrebt wurde. Bei Moglichkeit (3) wiirde ausschlieBlich
die Neomycin-Resistenzkassette deletiert. Aufgrund dessen wiirde DUSPS5 noch normal expri-
miert werden, was im Prinzip einer Reversion zum Wildtyp entsprache. Die Moglichkeiten
(2) und (3) mussten somit bei der Selektion der richtigen Klone ausgeschlossen werden. Der
Nachweis der ersten der oben genannten Varianten in dem erzeugten Mausstamm erfolgte

durch spezifische PCRs (Abbildung 17 und Abbildung 18).

Die Generierung der jeweiligen Mausstaimme erfolgte durch Kreuzung des gefloxten
Mausstammes mit Mauslinien, die unter der Kontrolle von zelltyp-spezifischen Promotoren
die Cre-Rekombinase exprimieren. Mit dieser Methode kann DUSP5 in definierten
Zellpopulationen deletiert werden. Auf diese Weise wurden Mauslinien generiert, die in
myeloiden Zellen kein DUSP5 mehr exprimieren. Es wurde mittels qRT-PCR aus Makropha-
gen der so generierten Mduse nachgewiesen, dass diese Tiere kein DUSPS mehr exprimieren
(Abbildung 19). Daneben wurde aber auch mit Miusen, die die Cre-Rekombinase im gesam-

ten Organismus exprimieren, ein ubiquitdrer DUSP5-Knockout generiert.
5.2.2 Charakterisierung der DUSP5-Knockout Maus

5.2.2.1 Makroskopische und zellulidre Charakterisierung von nicht aktivierten

DUSP5-Knockout-Miusen

Sowohl beim Zelltyp-spezifischen als auch beim ubiquitiren DUSP5-Knockout entwickelten
sich die generierten Mausstimme normal, zeigten makroskopisch keine Anomalien, waren
fertil und zeigten eine normale Mendel‘sche Ratio. Dies ldsst den Schluss zu, dass DUSP5

keine essentielle Funktion bei der embryonalen Mausentwicklung hat.

Die Charakterisierung der phénotypisch normal entwickelten Tiere wurde im weiteren Ver-
lauf auf wichtige Immunorgane (Milz, Thymus, Lymphknoten) fokussiert. Auch auf organi-
scher Ebene konnten dabei keine Anomalien bei der Entwicklung dieser Organe festgestellt
werden. Daher wurden diese Organe auf zelluldrer Ebene genauer untersucht. Hier wurden bei
der ubiquitiren DUSPS5-Knockout Maus mittels spezifischer Zellfarbungen im
Durchflusszytometer die Populationen einzelner Immunzellen und deren Entwicklungsstadien

untersucht.

100



Diskussion

In den frithen Entwicklungsstadien von B-Zellen im Knochenmark konnte bei den einzelnen
B-Zelltypen kein Unterschied zwischen DUSP5-Knockout- und WT-Mausen festgestellt wer-
den. Dasselbe gilt fiir die B-Zellpopulationen in der Milz. Auch die Untersuchung von aus der
Bauchhohle isolierten Makrophagen zeigte zwischen den Zellpopulationen der B1- und B2-
Zellen bei DUSP5-Knockout- und WT-Maiusen keinen Unterschied (Abbildung 22). Teil der
adaptiven Immunantwort und damit Indikatoren fiir ein aktiviertes adaptives Immunsystem
sind Immunglobuline auf der Zelloberflache reifer B-Zellen oder von B-Zellen sezerniert als
Antikorper im Blut. Dabei stellen IgGs den grofiten Anteil der Serum-Immunglobuline und
werden in weitere Subklassen unterteilt. Die Konzentration zweier Subklassen der IgGs
(IgG1, IgG2b) und zusétzlich IgM wurden gemessen (Abbildung 23). Die DUSP5-Knockout
Maiuse zeigten keinen verdnderten Konzentrationen an Serum-Immunglobulinen im Vergleich
zu WT-Miusen. Dies zeigt, dass die B-Zellentwicklung und die Produktion von
Immunglobulinen, zumindest beim nicht aktivierten Immunsystem, vermutlich ohne Beteili-

gung von DUSPS stattfinden.

Auch die Entwicklung und Differenzierung der T-Zellen wurde mithilfe spezifischer
Zellfarbungen untersucht. Dabei konnte zwischen den jeweiligen PopulationsgroB3en der sich
im Thymus differenzierenden T-Zellen kein Unterschied zwischen DUSP5-Knockout- und
WT-Maiusen beobachtet werden (Abbildung 22). Dies ist eine interessante Beobachtung, da
bei DUSPS {iberexprimierenden transgenen Méausen die T-Zellentwicklung im doppelt-positiv
Stadium blockiert ist (126). Diese ERK1/2-vermittelte Blockade wird durch weitere Studien
bestitigt, in denen gezeigt werden konnte, dass ERK1/2 eine wichtige Funktion bei der positi-
ven T-Zellselektion hat (127) (128). Entgegen der DUSP5-Uberexpression nimmt der
DUSP5-Verlust also keinen Einfluss auf die positive T-Zellselektion.

Die weitere Untersuchung von einfach-positiven T-Zellen erfolgte mithilfe von aus der Milz
isolierter Zellen. Naive CD4 T-Zellen exprimieren nach Antigenkontakt die Aktivierungsmar-
ker CD69 und CD25. Bei der Untersuchung dieser beiden Marker konnte zwischen DUSPS5-
Knockout- und WT-Maéusen kein Unterschied festgestellt werden. Die aktivierten T-Zellen
entwickeln sich zu Gedéchtnis-T-Zellen. Bei der weiteren Entwicklung konnen diese in unter-
schiedliche Phédnotypen differenzieren. Dabei exprimieren sowohl pra-Tyl1- als auch pra-Ty2-
T-Zellen CD62L. Bei der weiteren Differenzierung zur Ty-Effektor-T-Zelle (Tyl und Ty2)
wird die CD62L-Expression jedoch herunterreguliert und ermdglicht damit den Lymphozyten

die zentralen lymphatische Organe zu verlassen und in der Peripherie zu migrieren wo sie u.a.
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Makrophagen (Tyl) und B-Zellen (Ty2) aktivieren. Die Untersuchung ergab, dass die
DUSP5-Knockout Maus signifikant mehr Effektor-T-Zellen (CD62L7/CD44"Y) besitzt
(Abbildung 22). Aufgrund dieser Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass DUSPS5
als De-Aktivator von ERK1/2 eine wichtige Funktion bei der Differenzierung der Gedéichtnis-
T-Zellen zu Effektor-T-Zellen einnimmt. Die genauere Untersuchung diese molekularen
Zusammenhdnge zwischen DUSPS5-Expression und T-Zellentwicklung bzw. T-

Zelldifferenzierung findet im Rahmen weiterfiihrender Arbeiten statt.

Bei allen diesen Untersuchungen muss jedoch beriicksichtigt werden, dass das Immunsystem
der Miuse nicht aktiviert war und damit nur die Entwicklung der einzelnen Zellpopulationen
bei gesunden Maiusen untersucht wurde. Es kann bei dieser Betrachtung noch nicht
ausgeschlossen werden, dass DUSPS5 erst bei der Aktivierung des Immunsystems durch eine
auftretende Infektion eine regulatorische Rolle spielt. Die Untersuchung des aktivierten
Immunsystems in der lebenden Maus wie z.B. im CASP Sepsismodell kann erst bei Tieren
durchgefiihrt werden die liber mehrere Generationen (n=10) auf eine Inzucht-Mauslinie
zuriickgekreuzt wurden. Erst dann kann von einem identischen genetischen Hintergrund der
Versuchstiere ausgegangen werden und Effekte aufgrund eines unterschiedlichen genetischen
Hintergrunds konnen ausgeschlossen werden. Zum Zeitpunkt der hier durchgefiihrten
Untersuchungen existierte diese Riickkreuzung (n=10) noch nicht. In den durchgefiihrten
Experimenten wurde ein Einfluss des genetischen Hintergrunds ausgeschlossen, indem
ausschlieBlich WT-Geschwisterkontrolltiere und als zusitzliche Kontrolle C57BL/6-Mause

verwendet wurden.

Bei den darauffolgenden Experimenten wurde untersucht, inwieweit der DUSP5-Verlust nach
Aktivierung von Makrophagen zu einer verdnderten Reaktion flihrt. Dazu wurden in
Makrophagen aus DUSP5-Knockout-Méausen nach TLR-Stimulation die Zytokinproduktion
gemessen. Hierzu wurden Méause verwendet, bei denen DUSP5 nur in myeloiden Zellen dele-
tiert war (4.2.3). Der Vorteil von Miusen, bei denen der DUSP5-Verlust auf myeloide Zellen
beschrinkt ist liegt darin, dass alle anderen Korperzellen DUSPS normal exprimieren.
Dadurch kann der Verlust in einzelnen Zelltypen spezifisch untersucht werden, da
kompensatorische Effekte anderer Zelltypen ausgeschlossen werden konnen. Zellinterne
kompensatorische Effekte die eventuell von anderen DUSPs vermittelt werden kdnnen jedoch
nicht ausgeschlossen werden. Diese konnten in diesem Zusammenhang durchaus auftreten, da

es nach derzeitigen Kenntnisstand mindestens 14 DUSPs gibt, die in vitro ERK, p38 und/oder
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JNK regulieren (38) und mit Ausnahme von DUSP5 jeweils mit mehreren MAPK interagie-
ren. Dies zeigt, dass das Wirkungsspektrum von DUSPs durchaus redundant sein konnte.
Knochenmarksgenerierte ex vivo Makrophagen aus Méusen mit myeloiden DUSP5-Verlust
zeigten nach TLR2-Stimulation (Pam;Cys) im Vergleich zu WT-Geschwistertieren keine
verdnderte IL6- und TNFa-Produktion (Abbildung 21). Zwar ist sowohl bei Knockout- aus
auch bei den Kontrollzellen nach Stimulation ein Anstieg von IL6 deutlich zu erkennen- bei
unstimulierten oder nur fiir zwei Stunden stimulierten Makrophagen ist keine 1L6-Produktion
nachweisbar- werden die Zellen jedoch ldnger stimuliert, zeigen beide eine starke IL6-
Produktion. Dies zeigt, dass die Stimulation des TLR2- Signalweges zwar zu einer Induktion
des pro-inflammatorischen Zytokines IL6 fiihrt, DUSP5 jedoch entweder nicht in diesen
Signalweg involviert ist oder der DUSP5-Verlust redundant durch andere Phosphatasen
ausgeglichen werden kann. Auch bei der TNFa-Produktion ist bei der myeloiden Knockout-
wie bei der WT-Maus bereits zwei Stunden nach TLR2-Stimulation (Pams;Cys) ein Anstieg
sichtbar. Wie bei IL6 ist aber kein signifikanter Unterschied zwischen WT- und DUSP5-
Knockout Miusen zu beobachten (Abbildung 20).

5.2.2.2 Zellulire Charakterisierung von aktivierten DUSP5-Knockout Zellen

Zusitzlich zur Untersuchung der Immunzellen gesunder Tiere sollte die Auswirkung des
DUSP5-Verlustes bei aktiviertem Immunsystem untersucht werden. Dazu wurde bei DUSPS5-
Knockout und WT-Mdusen mit Thioglycolat eine Infektion ausgelost und nach fiinf Tagen die
inflammatorischen Makrophagen aus der Bauchhoéhle isoliert. Die so aktivierten Makropha-
gen wurden LPS und Pam;Cys stimuliert. Die mittels ELISA gemessene 1L6- und TNFa-
Produktion zeigte keinen Unterschied zwischen den DUSP5-Knockout und WT-Maéusen. Dies
zeigt, dass auch bei aktivierten Makrophagen der DUSP5-Verlust die Zytokinproduktion nicht

beeinflusst.

5.3 Ausblick

Der Vergleich der Ergebnisse aus in vitro Experimenten mit DUSPS iiberexprimierenden
Makrophagen mit Ergebnissen aus Experimenten mit DUSP5-Knockout Miusen zeigt, dass
die in den in vitro Experimenten gemachten Beobachtungen in vivo nicht ohne weiteres durch
deren gegenteiligen Effekt bestitigt werden konnen. Als Schlussfolgerung aus diesem Ver-
gleich ergibt sich, dass eine Deletion von DUSP5 in vivo vermutlich deshalb keine

schwerwiegenden oder anderweitig signifikanten Effekte auf die Zytokinproduktion hat, weil
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von stark redundanten Regelsystemen mit weitreichenden kompensatorischen Effekten
ausgegangen werden kann. Daraus ergibt sich fiir weiterfithrende Experimente, dass unter-
sucht werden muss, welche weiteren Faktoren diese Kompensation ermoglichen. Ein Ansatz
konnten dabei beispielsweise Experimente mit unterschiedlichen DUSPS5-Knockout
Immunzellen sein bei denen mithilfe von siRNA ein Knockdown weiterer DUSPs durchge-

fihrt wird.

Die signifikant erhdhte Anzahl an Effektor-T-Zellen weist darauf hin, dass DUSPS5 als De-
Aktivator von ERK1/2 eine wichtige Funktion bei der Differenzierung der Gedéchtnis-T-Zel-
len zu Effektor-T-Zellen einnehmen konnte und muss in weiteren Experimenten untersucht

werden.

Neben der Untersuchung einzelner Immunzellen ist vor allem die Auswirkung des DUSPS5-
Verlustes nach einer Infektion von groBem Interesse. Mithilfe des CASP-Modells kann unter-
sucht werden, ob schwerwiegendere Effekte eventuell erst beim Verlauf einer schweren
Infektion mit Beteiligung der angeborenen und adaptiven Immunantwort beobachtet werden

konnen.
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6 Zusammenfassung

Zur Bekdmpfung von Pathogenen stehen dem Organismus, als Teil der angeborenen und
adaptiven Immunantwort, unterschiedliche Abwehrmechanismen zur Verfiigung. Eine wich-
tige Funktion haben dabei TLR-vermittelte Signalwege die, unter anderem durch Induktion
von Zytokinen, Immunantworten regulieren. TLR-Signalwege finden unter Beteiligung von
MAPK statt, deren Aktivierung durch Phosphorylierung spezifischer Aminoséurereste erfolgt.
Daneben existiert eine groBle Gruppe von Phosphatasen, die diese MAPK wiederum
deaktivieren. Eine dieser Phosphatasen, DUSP5 gehort zur Untergruppe der MAPK-spezifi-
schen dual specificity Phosphatasen und wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit genauer unter-
sucht. DUSPS5 ist eine fiir die MAPK ERK1/2 spezifische Phosphatase. Des Weiteren zeigten
Experimente mit Makrophagen, dass eine verstirkte DUSP5-Expression nach TLR-Stimula-
tion in einer verstarkten Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine IL6 und TNFa resul-
tiert, wobei die vermehrte Produktion abhingig von der lokalen Expression von DUSP5 im
Zellkern ist. Interessanterweise konnte jedoch mithilfe von in Makrophagen exprimierten
Funktionsmutanten gezeigt werden, dass die TLR-vermittelte Produktion des pro-
inflammatorischen Zytokines TNFo unabhéingig von der DUSP5 Phosphataseaktivitit ist, der
ERK1/2 Phosphorylierungszustand bleibt unverdndert. Zur Untersuchung dieser Zusammen-
hénge in vivo wurde eine konditionale DUSP5-Knockout Maus, basierend auf dem Cre/lox-
System generiert. Die DUSPS Deletion konnte in Knockout Méusen mittels PCR, Southern-
blot und auf RNA-Ebene mittels Realtime-PCR nachgewiesen werden. Die Knockout Tiere
waren fertil und entwickelten sich normal. Die bei DUSPS5 iiberexprimierenden Makrophagen
gemachten Beobachtungen konnten jedoch nicht bestitigt werden. Der DUSPS Verlust in
Makrophagen fiihrte zu keiner signifikant verdnderten Zytokinproduktion. Eine mdogliche
Erklarung dafiir sind stark redundante Regelsysteme mit weitreichenden kompensatorischen
Effekten. Im Gegensatz dazu zeigte die Untersuchung weiterer Inmunzellen der angeborenen
und adaptiven Immunantwort, dass DUSP5 Knockout Méiuse signifikant mehr Effek-
tor/Gedachtnis-T-Zellen besitzen, und weisen auf eine Funktion von DUSPS5 bei der T-
Zelldifferenzierung und damit der adaptiven Immunantwort hin. Diese Ergebnisse und die
Tatsache, dass mindestens zehn verschiedene DUSPs die MAPK ERK1/2 deaktivieren, deu-
ten auBBerdem darauf hin, dass Phophatasen fiir die Feinabstimmung in der Regulation von

Immunantworten verantwortlich sind.
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Summary

7 Summary

Mammals developed a variety of defense mechanisms against pathogens. These mechanisms
are part of innate and adaptive immune responses. TLR-mediated pathways play an important
role in modulating these immune responses, e.g. through the induction of cytokines. MAPKs,
which are activated by phosphorylation of specific amino acid residues are involved in this
TLR signaling pathways. There is also a large group of MAPK phosphatases, which
deactivate these MAPK. One of these phosphatases, DUSPS, belongs to the subgroup of
MAPK-specific dual-specificity phosphatases and has been studied in this work in more
detail. DUSP5 is specific for the MAPK ERKI1/2. Further experiments with macrophages
showed that increased DUSPS5 expression resulted in increased production of the pro-
inflammatory cytokines TNFa and IL6 after TLR stimulation. This increased expression is
dependent on the expression of DUSPS5 in the nucleus. Interestingly, it could be shown that
the TLR-mediated production of the proinflammatory cytokine TNFa is independent of the
DUSPS5 phosphatase activity and that the ERK1/2 phosphorylation levels were unchanged.
This could be shown by experiments using functional DUSPS5 mutants expressed in
macrophages. To closer investigate this relationship in vivo, a DUSP5 conditional knockout
mouse, based on the Cre/lox system was generated. The DUSPS5 deletion was confirmed by
PCR, Southern blot and on RNA level by real time PCR. The knockout mice were fertile and
developed normally. However, the observations made with DUSPS5 overexpressing
macrophages could not be extrapolated to findings with macrophages of DUSP5-knockout
mice. Loss of DUSPS5 showed no significant effects on macrophage cytokine production. This
may due to strongly redundant control systems with extensive compensatory effects. In
contrast, the investigation of other immune cells of the innate and adaptive immune system
showed that DUSPS5 knockout mice have a significantly increased number of effector/memory
T cells, which indicates a role in DUSPS5 in T-cell differentiation and therefore in adaptive
immune responses. These results and the fact there are at least ten different DUSPs which can
deactivate ERK1/2 suggest that phosphatases are responsible for the fine-tuning in the

regulation of immune responses.
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9 Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

A20/(TNF AIP3) Tumour necrosis factor a-induced protein 3

APS Ammoniumpersulfat

ARE Adenosine-Uridine-rich elements
ATF2 Activating transcription factor 2
ATP Adenosintriphosphat

Bcel3 B-cell lymphoma 3-encoded protein
bp Basenpaar(e)

BSA Bovine Serum Albumin

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
CASP Colon ascendens stent peritonitis
CD Cluster of Differentiation

CDC Cell Division Cycle

CGRP Calcitonin gene-related peptide

Ci Curie

Cre Causes recombination

CREB cAMP response element binding
DC Dendritische Zelle(n)

d.h. das heisst

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxy-ribonucleic acid

dNTP(s) deoxy- nucleotide-triphosphates (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
ds- doppelstrangig
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DUSP dual-specificity Phosphatasen

ECL enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
ERK Extracellular-signal Regulated Kinase
EyA eyes absent

F2 Filial generation 2

FCS Fetal Calf Serum (Fotales Kdlberserum)
FITC Fluoresceinisothiocyanat

GM-CSF Granulocyte-macrophage Colony Stimulating Factor
h Stunde

HAD Haloacid Dehalogenase

H,0dd didestilliertes Wasser

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IKK IxB Kinase

IKKi1 Inducible I kappa-B kinase

IL Interleukin

1.p. intraperitoneal

IRAK IL-1R associated kinase

IRF Interferon regulatory factors

JINK c-Jun N-terminal Kinase

kb Kilobasenpaar(e)

kDa Kilo Dalton

KIM Kinase-Interaktions-Motive

LB Lysogeny Broth

LIF Leukemia Inhibitory Factor
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LMWPTP
loxP

LPS

M

Mo

MAPK

MEM
MHC
Min.
MKP
mM
mRNA

MyD88

neo
NES
NF-xB
NLK
NLR
NLS
NOD2
OD

0.8.
PAMP
Pam;Cys

PBS
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low-molecular-mass PTP

locus X-ing over P1 phage

Lipopolysaccharid

Molar (mol/l)

Makrophagen

Mitogen-activated Protein Kinase

Milliampere

modified eagle medium

Major Histocompatibility Complex

Minute

Mitogen-activated protein kinase phosphatase

Millimolar

messenger RNA

Mpyeloid differentiation primary response gene (88)

Anzahl

Neomycin Phosphotransferase

Nuclear Export Signal

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NEMO-like Kinase

NOD-like receptors

Nuclear Localization Signal

Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2
Optische Dichte

oben genannt

Pathogen-associated molecular patterns
N-palmitoyl-(s)-{2,3-bis(palmitoyloxy)-(RS)-propyl] cysteine

Phosphate buffered saline
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PCR

PI3K

PRL

PRR

PTEN -like PTP

PTP
p38
RIP1
RLH
RIPA
RNA
RNase

RP105

RPMI
RT
qRT-PCR
SARM
SDS
SEM
SHP
SIGGIR
SOC
SOCS|1
SRE

SS-

Polymerase chain reaction

Pikogramm

Phosphatidylinositol 3-Kinases

Phosphatase of Regenerating Liver

Pattern recognition receptors

Phosphatase and Tensin Homologue-like PTP
Protein-Tyrosin-Phosphatase

p38 mitogen-activated Protein Kinase
Receptor interacting protein 1

RIG-like helicases
Radion-Immunoprecipitation assay
Ribonucleic acid

Ribonuklease

Radioprotective Protein 105 kDa

rounds per minute

Roswell Park Memorial Institut Medium
Raumtemperatur

Quantitative Real-Time PCR

Sterile-alpha and Armadillo motif-containing protein
Sodium-dodecylsulfat

Standard error of measurement

Src homology region 2 domain-containing phosphatase
Single-Ig-Interleukin-1 related receptor

Super optimal broth with catabolite repression
Suppressor of Cytokine Signaling 1

Serum Response Element

single strand
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SSC
STAT
ST2L /(IL1RL1)
TAE
TAKI1
TBK1
TBST
TE
TEMED
TNE
TNFa
TLR
TOLLIP
TIR

TIRAP

TRIAD3 / RNF216

TRAF
TRAM

TRIF

Uuv

ng

ul

uN
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Sodiumchlorid-sodiumcitrate

Signal Transducers and Activators of Transcription
Interleukin 1 receptor-like 1

Tris-Azetat-EDTA

Transforming Growth Factor B-activated Kinase 1
TANK Binding Kinase 1

Tris buffered saline Tween 20

Tris-EDTA

Tetramethylethylendiamin

Tris/NaC/EDTA

Tumor necrosis factor-a

Toll-like receptor

Toll interacting protein

Toll/IL-1 receptor homology

TIR domain-containing adaptor protein

Ring finger protein 216

TNF receptor associated factor

TRIF-related adaptor molecule
TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-3
Unit

Ultra Violett

Mikrofarad

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

iber Nacht

Volt
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v/v

w/v
WT
z.B.

B-ME

Volumen/Volumen
Gewicht/Volumen
Wildtyp

zum Beispiel

B-Mercaptoethanol
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9.4 Vektorkarten

Miul

Dusp5 (-1000 bp)

f1 o;i ,

Am Xhol
pGL3-Promoter_Dusp5 $V40 Promoter
(-1.000 bp)
6247 bp
luciferase
SV40 polyA
Miul Dusp5 (-600 bp)
Xhol
SV40 promoter
Amp pGL3-Promoter_Dusp5
(-600 bp)
5759 bp
luciferase
SV40 polyA
Miul Dusp5 (-400 bp)
Xhol
SV40 promoter
Amp pGL3-Promoter_Dusp5
(-400 bp)
5566 bp

luciferase

SV40 polyA
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7014 bp —NLS Mutation
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[X Notl
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1 ori
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