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1 Zusammenfassung

Interleukin (IL)-22 ist ein Zytokin, das von Immuellen gebildet wird und auf
Epithelzellen wirkt. Es besitzt SchltisselfunktiomenZellschutz, in der
Zellregeneration sowie in der Starkung des angeleorédmmunsystems. IL-22 entfaltet
seine Wirkung hauptsachlich Uber die Phosphorytignonsignal transducer and
activator of transcription 3STAT3). Es besitzt Tumor-férdernde Wirkungen,tauc
wenn die Frage, auf welchen Schritten der Tumoriektung IL-22 einen Einfluss hat,
umestritten bleibt. Die zellularen Quellen von IL-B2Tumoren sind weitestgehend
beschrieben, doch die Mechanismen der IL-22-Indukithn diesem Kontext sind bisher

wenig untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation Vior22 in Immunzellen durch
|6sliche Tumor-produzierte Faktoren untersucht. Mémnten zeigen, dass die murinen
Tumorzelllinien 4T1 (Mammakarzinom), B16 (Melanorgwis Lung Carcinoma
(LLC; Lungenkarzinom) und Panc-02 (Pankreaskarzindien Interleukin-22-
Rezeptora-1-Untereinheit (IL-22RA1) exprimieren. Durch Stikation dieser Zellen

mit IL-22 konnten wir dort eine Aktivierung von STA& nachweisen. In einem-vitro
scratch assayerzeichneten wir durch IL-22 eine Uber 30 Probasichleunigte
Wiederbesiedelung des zellfreien Areals bei der dnzeillinie 4T1. Tumorzellen
produzieren selbst kein IL-22. Im subkutanen 4T usB«rebsmodell konnten wir IL-22
nachweisen, das von infiltrierenden Zellen stamiitech Kokultivierung von Tumor-
und Milzzellen konnten wir IL-22 in der Kultur déteeren. Wir konnten erstmalig
In-vitro eine Ausschuittung von IL-22 durch Milzzellen n&thmulation mit
verschiedenen Tumorzellkulturiiberstdnden nachwedgmkonnten damit belegen,
dass Tumorzellen direkt in die Regulation von ILe2@greifen. Mithilfe einer
Zytokinreihentestungrenzten wir die Zytokine im Tumorzellkulturtiberstieein, die in
unseren Versuchen IL-22 induzierten. Durch Stimoites- und Neutralisationsversuche
konnten wir neben IL-23 erstmalig Ileefals relevanten IL-22-Induktor im murinen
Tumormilieu identifizieren. Dieses konnte Ansatziterfir mogliche zuklnftige

therapeutische Interventionen liefern.



2 Einleitung
2.1 Biologie und Signaltransduktion von Interleukin-22

IL-22 gehort zu dem-helikalen Klasse-1l-Zytokinen der IL-10-Familiesiehend aus
IL-10, IL-19, IL-20, IL-24 und IL-26 (Wolk et al2010). Der heterodimere
IL-22-Rezeptor setzt sich aus den membranstandigeereinheiten Interleukin-22-
Rezeptora-1 (IL-22RA1) und Interleukin-10-Rezept@{IL-10RB) zusammen.
Wahrend IL-10RB ubiquitar exprimiert wird, ist IL2RA1 physiologischer Weise fast
ausschlieflich auf Epithelzellen zu finden und ibesitt somit die Zellspezifitat von
IL-22. IL-10RB besitzt keine Affinitat zu IL-22, srder IL-22-IL-22RA1-Komplex, der
aus der Bindung von IL-22 an IL-22RA1 entstehtyuglert IL-10RB. Die
Signaltransduktionskaskade von IL-22RA1 lauft Utben Janus-Kinasen (JAK)-STAT-
Signalweg der zur Phosphorylierung von JAK1 undosyrkinase (TYK) 2 sowie
STAT3 und zu geringerem Ausmald auch STAT1 und STHWR&. Zusatzlich wurde
die Aktivierung von AKT undnitogen-activated protein kinag®lAPK), in
Abhangigkeit des Gewebes, in der Literatur besblengLejeune et al., 2002;
Sonnenberg et al., 2011). An der Feinregulationlie2? ist das

IL-22-BindingProtein (IL-22BP) beteiligt. IL-22BP ist ein I6dhier IL-22-Rezeptor,
der IL-22 mit einer bis zu 1000-fach hoheren Affinials der membrangebundene
Rezeptor IL-22RA1 bindet und neutralisiert (Joniesl¢ 2008).
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Abbildung 1: IL -22 und seine Rezeptorer IL-22 vermittelt seine Wirkung tber den
Rezeptorkomplex bestehend aus IL-22RA1 und IL-10RE2 kann durch seinen hochaffinen
natirlichen Inhibitor IL-22BP neutralisiert werdéAbbildung modifiziert nach (Sabat et al., 2014))
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Abbildung 2: IL -22-Signaltransduktion: STAT3 kann bereits an IL-22RA1 assoziiert
vorkommen. IL-22 geht durch die Bindung an IL-22Rditte Konformationsdnderung ein, erst
dann ist die Bindung an ILLORB mdglich. Die Nahe deei Rezeptorbestandteile aktiviert die
beiden rezeptorassoziierten Kinasen Jakl und Tdik2yiederum STAT3 phosphorylieren. Dieses
dimerisiert, wandert in den Nukleus und fuhrt zueeiGeninduktion. Zusétzlich wurde die
Aktivierung von MAPK, AKT, STAT1 und STAT5 beobaeht * Nur in ausgewahlten Zelllinien
(Abbildung modifiziert nach (Sabat et al., 20114)

2.1.1 Zellulare Quellen

Es gibt in der Literatur Hinweise, dass die zeli@faQuellen von IL-22 von der
Gewebeart und der Erkrankung abhéngig sind. Maidtjedoch T-Zellen unthnate
lympoid cell§(ILC) die wichtigsten Produzenten (Sabat et &14). ILC sind Zellen,
die aufgrund ihrer Oberflachenmarker keiner bestiemmimmunzelllinie zugeordnet
werden kénnen und vermehrt in Schleimhauten gefumgden (Pearson et al., 2012;
Walker et al., 2013). Sie besitzen daher keine lelafilir T-Zellen (Cluster-of-
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differentiation-3, Abkirzung CD3), B-Zellen (B220hyeloide Zellen (CD11b/c) oder
den T-Zell-Rezeptor (TCR). Die ILC werden in dreu@pen eingeteilt (Spits et al.,
2013). Zur Gruppe 3 zadhlen alle ILC, die IL-22 otlefl7 exprimieren sowie abhangig
von den Transkriptionsfaktorertinoid acid receptor-related orphan receptol
(RORYT) und Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AHR) sind (Roltteeet al., 2015; Spits et
al., 2013; Walker et al., 2013). Als IL-2.C wurden unter anderem natiirliche
Killerzellen (NK) (Xu et al., 2014bjymphoid tissue inducer-likg.Ti-like) Zellen
(Cupedo et al., 2009atural cytotoxicity triggering receptqNCR)-Zellen (Cella et
al., 2009) und CD4ANCR-Zellen (Buonocore et al., 2010) identifiziert. den 1L-22-
bildendenT-Zellen gehéren die CD4T-Helfer (Th)1- (Wolk et al., 2002), Th17-
(Zheng et al., 2007) und Th22-Zellen (Duhen et241Q9) sowied-T-Zellen (Li et al.,
2011), natiirliche Killer-T-Zellen (NKT) (Doisne at, 2011) und CD8zytotoxische
T-Zellen (Ortega et al., 2009). Th1l-Zellen, die Btkennungsmerkmal Interferon
(IFN)-y sezernieren, waren die erste Untergruppe der TlefZén denen IL-22
nachgewiesen wurde (Wolk et al., 2002). Zwischeemi und zwei Drittel aller IL-22-
produzierenden T-Zellen im Menschen sind Th22-Zeflem et al., 2014). Sie bilden
eine eigene Subpopulation, da sie neben IL-22 keaiteren T-Helfer-Zell-
spezifischen Zytokine sezernieren (Leung et all42®amirez et al., 2010). Die
Schlusselrolle tbernimmt AHR, dessen Liganden inm$dben zur Differenzierung von
Th22-Zellen fuhren (Ramirez et al., 2010). AHRaath fiir die Differenzierung von
Th17-Zellen in der Maus verantwortlich und eine Mmssetzung fir die Sekretion von
IL-22 ausyd-T-, Th1l7- und Th22-Zellen. In der Maus geht die2R-Produktion vor
allem von der Th17-Zellpopulation aus (Zheng et2007). Die Differenzierung zu
Th17-Zellen wird vom Transkriptionsfaktor R@Rkontrolliert und steigert bei
Aktivierung die Bildung von IL-22 (lvanov et al.0@6). Fast alle IL-22-produzierenden
Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystepnsreeren RORT (Rutz et al.,
2013). In Thl- und Th22-Zellen ist dieser Transkoipsfaktor dagegen nicht oder nur
in geringem Mal3e detektierbar (Duhen et al., 200@ari et al., 2009). Die
Mechanismen der Induktion von IL-22 unterscheideh gwischen den Zelltypen. Sie
kann durch IL-B, IL-6, IL-12, IL-18, IL-21, IL-23 oder Tumornekrossftor (TNF)e
erfolgen. Transformierender Wachstumsfaktor (T@Bupprimiert dagegen in allen
T-Zellen die IL-22-Synthesg@.im et al., 2014; Rutz et al., 2013; Sabat et2014;

Wolk et al., 2002). IL-23 scheint eine wichtige Rah der Regulation von IL-22



einzunehmen und ist insbesondere fur die IL-22-4tida bei Entziindung und
Infektionen unverzichtbar (Rutz et al., 2013).

Tabelle 1: IL-22-produzierende Zellen und ihre Indiktoren in der Maus

Zelltyp Thl-  Thl7- Th22- CD8+T- 7-8T- ILC
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
Zytokine die zur | [L-12  IL-1B IL-6 IL-1B IL-1B IL-1p
IL-22-Produktion | |L-18  IL-6 IL-23 IL-6 IL-23 IL-23
fuhren IL-21 IL-23 IL-18
IL-23
TNF

2.1.2 Physiologische Funktionen von IL-22

Zellregeneration und Wundheilung

IL-22 fordert das Wachstum, die Widerstandsfahigg&eiwiedie Wiederherstellung von
Epithelzellen der Haut, Luftwegen und inneren OsgafAujla et al., 2008; Pickert et
al., 2009; Wolk et al., 2004; Wolk et al., 2006né&n wichtigen Einfluss auf die
physiologische Wundheilung besitzen die Matrix-Mefaroteinasen (MMP), die durch
IL-22 induziert werden kdnnen. Sie bauen die extalére Matrix ab und erméglichen
die Geweberestrukturierung (Boniface et al., 2@8tard et al., 1999; Nagase et al.,
1999). Das Zellwachstum wird maf3geblich durch dauktion anti-apoptotischer und
mitogener Proteine bestimmt. Dazu zahlen deeBlymphomdBCL) und diemyeloid
cell leukemia sequen¢MCL) Gruppen sowie Cyclin D (Brand et al., 200#geg! et

al., 2011), die durch IL-22 induziert werden. Augske Weise schutzt IL-22
beispielsweise Hepatozyten vor Zellschadigung legdtitis (Radaeva et al., 2004;
Zenewicz et al., 2007) und verhindert die Autopbaips Gewebes bei einer
Pankreatitis (Feng et al., 2012).

IL-22 in Infektionsprozessen

Durch die IL-22-induzierte Expression anti-mikrdlee Peptide def-Defensin-,
S100A- und REG-Protein-Familien konnen Erregerkdiadvgewehrt werden (Wolk et
al., 2006; Zheng et al., 2008). Darlber hinaustfliRR2 in verschiedenen Zellen zur
Expression von Akute-Phase-Proteinen wie Serum-Aitdglals auch Zytokine, wie
IL-6 und TNF+, die proinflammatorisch wirken (Aujla et al., 2Q08agalakshmi et al.,
2004). Chemokine mit der positiv geladenen Glu-keg-Sequenz (ELR sind fiir die
Chemotaxis neutrophiler Granulozyten verantwort{ibgrales et al., 2008). IL-22

steigert die Expression der E[®Rhemokine CXQmotif-Chemokin-Ligand (CXCL) 1,
-5-



CXCL2, CXCLS5 und CXCLS8 und fuhrt somit zur Rekrutiag von neutrophilen
Granulozyten an den Infektionsherd (Aujla et @00&, Wolk et al., 2009). In
unterschiedlichen Mausversuchen wurde gezeigt, Itia®2 entweder vor der Infektion
oder vor den Folgen einer Infektion mit Viren o@#zen schiitzte (De Luca et al.,
2010; Hernandez et al., 2015; Kumar et al., 20¥8jgleichsweise flhrte eine
Infektion mitKlebsiella pneumoniaederCitrobacter rodentiumbei gleichzeitiger
Inhibition von IL-22 zum Tod der Versuchstiere (kugt al., 2008; Zheng et al., 2008).

2.1.3 Funktion von IL-22 in Krebserkrankungen

Die Effekte, die IL-22 physiologisch vermittelt, iden auch von entarteten Zellen mit
IL-22RA1-Expression ausgenutzt werden. IL-22 kanm®ren dazu verhelfen, eine
StemnesgStammezellfahigkeit) aufrechtzuerhalten oder zuverkeln und dadurch ein
aggressiveres Erkrankungsverhalten begunstigercg€kyet al., 2014). Die verstarkte
Tumormanifestation durch den Einfluss von IL-22nkte auch durch Mausversuche
mit induzierten hepatozellularen Karzinomen (HCE3thtigt werden. Jeweils im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen, wurde bei der Uberegsion von IL-22 eine erhohte
Tumorinzidenz festgestellt, wahrend diese bei Il=A24ausen niedriger ausfiel (Jiang
et al., 2011; Park et al., 2011). Auch in gastestinalen Tumoren, insbesondere bei
Kolonkarzinomen besitzt IL-22 eine wiederholt besabene tumorfordernde Rolle
(Djaldetti et al., 2014; Huber et al., 2012; Jiat@l., 2013; Kirchberger et al., 2013;
Koltsova et al., 2014; Kryczek et al., 2014; Sohgle 2015). Bei Patienten, die unter
einem Magenkarzinom litten, korrelierte die AnzahllL-22-produzierenden Zellen
mit dem Tumorstadium sowie der Lebenserwartung étial., 2012; Zhuang et al.,
2012). Zusatzlich wurde bei vielen weiteren Tumaosés Haut-, Lungen- und
Leberkrebs sowie dem Glioblastom lber eine IL-2flsmerte STAT3-vermittelte
Tumorprogression berichtet (Akil et al., 2015; @at al., 2011; Nardinocchi et al.,
2015; Zhang et al., 2008). Es ist anzumerken, dasls einige wenige Publikationen
existieren, die eine Hemmung des Tumorwachstumshdiur22 beschreiben. Dies ist
der Fall bei EMT6-Brustkrebs- und A498-Nierenkrediken. In beiden Zelllinien wird
vermutet, dass dieser Effekt tiber den IL-22-STATgR&lweg, durch einen Arrest im
Zellzyklus, vermittelt wurde (Weber et al., 20061ang et al., 2011).



Proliferation, Chemoresistenz, Metastasierung amdsives Wachstum

Sowohl bei hepatozellularen Karzinomen als auctKbénkarzinomen wird neben der
erhohten Proliferationsrate gleichzeitig eine \@mge Metastasierung durch IL-22
vermutet (Jiang et al., 2011; Jiang et al., 2003 invasive Wachstum konnte bei
Pankreas- und Magenkarzinomen auf IL-22-induzidvtbd9 zurtickgefuhrt werden

(Ji et al., 2014; Wen et al., 2014). Wahrend deagetrung des Zellwachstums durch die
IL-22-induzierten mitogenen und anti-apoptotisckaktoren bestimmt wird, kdnnen
sie ebenfalls ursachlich fir die Resistenz gegéntayische Medikamente sein. Dabei
korrelierte die Hohe des Serum-IL-22, bei PatiemeginZustand nach Kolonkarzinom-
Resektion, mit einer Resistenz gegen das adjuvMdrdgepieregime bestehend aus
Folsaure, 5-Fluorouracil und Oxaliplatin (FOLFOX).experimentellemn-vitro
Versuchen konnte eine durch IL-22-Stimulation esked Widerstandsfahigkeit
gegeniber den Chemotherapeutika 5-FluorouraciQualdiplatin in verschiedenen
Kolonkarzinomzelllinien bestatigt werden (Wu et @D13a). Zuséatzlich zeigte unsere
Arbeitsgruppe, dass chemoresistente Lungenkarziellimen eine erhohte Expression
an IL-22RA1 aufweisen und dadurch verstarkt aufpd@iferativen Signale von IL-22
reagierten (Kobold et al., 2013).

Angiogenese
ELR'-CXC-Chemokine werden physiologischer Weise im Raier

Pathogenabwehr durch IL-22 induziert. Diese Chemmgielten jedoch auch als starke
Promotoren der Angiogenese, die somit durch IL-@@&glert wird (Strieter et al.,
1995). IL-22-induzierte MMP, die mit ihren protetgchen Eigenschaften einen
wichtigen Platz in der Wundheilung einnehmen, dréauebenso das Einspriel3en von
Blutgefal3en in das Interstitium. Den hohen Stellemder MMP in der Angiogenese,
demonstrierten Haas et al., in deren Versuchentibition von MMP die Neubildung
von Kapillaren unterbinden konnte (Haas et al. @0@ascular endothelial growth
factor (VEGF), mitunter das bekannteste Signalmolekil degidgenese, zeigte
ebenfalls in verschiedenen murinen Tumorversuchrenle-22-induzierte Expression
(Curd et al., 2012; Jiang et al., 2013). Allgemisirfur das Grélienwachstum von
Tumoren die Ausbildung eines Kapillarnetzes essdinfdhne die Angiogenese
respektive Angioneogenese kdnnen sich solide Tummicht ausbreiten (Gimbrone et
al., 1972; Holmgren et al., 1995). IL-22 beeinfludi®sen Regelkreis unter anderem
durch die Induktion von ELRCXC-Chemokine, MMP sowie VEGF und kann auf

diese Weise die Expansion von Tumoren fordern.
-7-
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Abbildung 3: Funktionen von IL-22 im gesunden Gewebe und im Tum: IL-22 ist in Prozesse
der Immunabwehr und Inflammation sowie in der Intehrkvon mitogenen und anti-apoptotischen

Faktoren beteiligt. Diese flhren im Tumor und isgeden Gewebszellen zu unterschiedlichen
Effekten. MMP = Matrix-Metalloproteinasen).



3 Zielsetzung

Aus der Literatur wird deutlich, dass IL-22 bei malen Tumorerkrankungen eine
besondere Rolle einnimmt. Nicht alle epithelialenmbrzelllinien besitzen den
IL-22RA1-Rezeptor und die, die ihn exprimieren,ulgren nach Stimulation mit IL-22
nicht zwangslaufig STAT3 hoch (Kobold et al., 2013jn die Bedeutung von IL-22 in
Erkrankungen und Erkrankungsmodellen zu verstabeas wichtig zu definieren, ob
Zellen auf IL-22 reagieren kdnnen und wie diesekitea von statten geht. Die Effekte
von IL-22 scheinen gewebeabhangig zu sein, wolgeMgihrzahl der bisherigen
Publikationen einen tumorfordernden Effekt besditré{lrzlich berichteten Akil et al.
von der Vermutung, dass IL-22-produzierende Immliezenit Tumorzellen
interagieren (Akil et al., 2015). Daraus wurde jgdauch klar, in welchem geringen
Umfang die Regulation von IL-22 in Tumoren bishdoescht wurde. Weiter ist es
nicht gesichert, ob und wie Tumorzellen die IL-2®dRuktion von Immunzellen

beeinflussen kdnnen.

In dieser Arbeit sollen daher folgende Fragestgimbehandelt werden:

1. Wird der IL-22-Rezeptor respektive die IL-22RAhereinheit in den von uns
untersuchten Tumorzelllinien exprimiert?

2. Findet in diesen Zelllinien eine IL-22-induzeAktivierung der
STAT3-Signaltransduktion statt?

3. Besitzt IL-22 in diesen Zelllinien pro-tumordt&ggenschaften?

4. Kénnen Tumorzellen die IL-22-Synthese in Immudlereinduzieren?



4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Firma

Acrylamid Rotiphorese Gel 30

Roth, Karlsruhe, Deltand

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Roth, Karlsruhe, Dettand

Bromphenolblau

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Cell Lysis Buffer (10x) #9803

Cell Signaling Techogy, Danvers, USA

Dithiothreitol (DTT)

Sigma Aldrich, Steinheim, Deaghland

Dulbecco’s modified Eagle’s mediyBIMEM)

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Erylyse

BD Bioscienceskranklin LakeslJUSA

EDTA

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ethidiumbromid

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutscldan

Fetales Rinderserum (FBS)

Gibco by Thermo Scientialtham,
USA

Glycerol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland

Isofluran Abbott, WiesbaderDeutschland

Isopropanol Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

LE Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

L-Glutamin GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Lysis Buffer #1662002

Bio-Rad, Hercules, USA

Magermilchpulver

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Methanol

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Mini Roche Protease Inhibitor Tabletten

Roche, Maaim, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe, Deul=ct

Nitrozellulose-Membran (Hybond ECL)

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Opti-MEM

Life Technologies, Darmstadt, Deutschlar

PageRuleprestained protein ladder

Thermo Scientific, Waltham, USA

Phosphate-buffered salifEBS)

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Penicillin (100x)

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Verstarke

brMolzym, Bremen, Deutschland

Pierce ECLWestern-bloSubstrat

Thermo Scientific, Waltham, USA

d



Polyvinylidenfluoridmembran

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Protease Inhibitor CocktaiP8340

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Rinderserumalbumin (BSA)

Roth, Karlsruhe, Deutsatila

Roswell Park Memorial Institute 1640 medid
(RPMI 1640)

nsigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Salzsaure (HCI)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Streptomycin (100x)

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

TRIS Roth, Karlsruhe, Deutschland
Trypanblau Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Tween-20 Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

B-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich Steinheim, Deutantl

4.2 Gerate

Tabelle 3: Gerate

Geratebezeichnung

Firma

5415-R-Zentrifuge

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Alpha Imager

Alpha Innotech, San Leandro, USA

Axiovert-40C-Lichtmikroskop

Zeiss, Jena, Deutscldlan

CO,-Brutschrank (BBD 6220)

Heraeus, Hanau, Deutschland

LAS-4000mini

Fuji Film, Tokyo, Japan

Milipore Direct-Q3

Merck Millipore, Billerica, USA

Mini Trans-blot cell

Bio-Rad, Hercules, USA

Mithras LB 940 Multimode Plate Reader

Berthold Te&ad Wildbad, Deutschland

Multifuge 3L-R

Thermo Scientific, Waltham, USA

Nanophotometer

IMPLEN, Minchen, Deutschland

Pipettus

Hirschmann, Gundelsheim, Deutschland

Power Pac Basic

Bio-Rad, Hercules, USA

Power Pac Supply 200

Bio-Rad, Hercules, USA

RollenmischerRM 5)

Karl Hecht, Sondheim, Deutschland

Schiittler (IKA-BIBRAX-VXR)

Janke & Kunkel, Staufemeutschland

SDS-PAGE-Kammer (MGV-202)

C.B.S. Scientific Comp., Del Mar, USA

Sicherheitswerkbank (HERAsafe KS 12)

Thermo SdienWaltham, USA

TCS-SP5-Konfokalmikroskop

Leica Microsystems, WatzDeutschland

Thermocycler T3

Biometra, Goéttingen, Deutschland

ThermoMixer

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Tabelle 4: Kits

Bezeichnung

Firma

RevertAidFirstSstrand cDNA Synthesis Kit

Thermo Scientific, Waltham, USA

Tag-Polymerase

Thermo Scientific, Waltham, USA

InviTrap SpinUuniversal RNA Mini Kit

STRATEC Biomedical AG, Birkenfeld,

Deutschland

Bio-Rad DC ProteiAssay

Bio-Rad, Hercules, USA

MouselL-22 Construction Kitt RMF222CK

Antigenix America, Huntington StationSA

Phospho-STAT3 Sandwich ELISAt #7300

Cell Signaling Technology, Danvers, USA

4.3 Puffer, Gele und Zellkulturmedium

Tabelle 5: Puffer, Gele und Zellkulturmedium

4x Sammelgelpuffer Menge 4x Trenngelpuffer Menge
Tris 0,5 M| Tris 3M
SDS 0,4 % SDS 0,4 %
HCL auf pH 8,5 HCL auf pH 6,8
in H,O In H,O
5 % Sammelgel Menge 10 % Trenngel Menge
H,O 2,5 ml| H,O 2,5 ml
4x Sammelgelpuffer 1 ml4x Trenngelpuffer 2,5ml
Acrylamid 0,5 ml| Acrylamid 5 mi
10% APS 40 p| 10% APS 50 |
TEMED 4 pl| TEMED 5 ul
10x Laufgelpuffer Menge | TRIS-buffered saline (TBS) Menge
-Tween (-T) ]
Tris 0,25 M| TRIS Base pH 7,5 10 mM
Glycin 2 M| NaCl 100 mM
SDS 10g | Glycin 100 mMi
ddH,O ad 1000 m| Tween 20 0,1%
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10x Wet-Transfer pH 8,0 Menge Laemmli-Puffer (6%) Menge
Tris 0,25 M| SDS 129
Glycin 0,192 M| Bromphenolblau 0,06 ¢
Methanol 200ml DTT 0,939¢
ddH,O ad 1000 m| Glycerol 47 ml
TRIS pH 6,8 05M
ddH,0 4,1 ml
1x TAE Puffer Menge 2 % Agarosegel Menge
Tris 2 M | LE-Agarose 44
Essigsaure, 100% | 1 M1x TAE-Puffer 200 ml
EDTA-dinatriumsalz-dihydraté 0,05 MEthidiumbromid 10 p
Magermilch Blockpuffer Menge BSA Blockpuffer Menge
Magermilchpulver 5 % BSA 5%
in TBS-T in TBS-T
ELISA Waschpuffer Menge | ELISA Verdinnungsmittel Menge
Tween 0,05 % BSA 0,1 %
In PBS Tween 0,05 %
In ddH,O
DMEM Vollmedium . Menge RPMI 1640 Vollmedium Menge
Fetales Rinderserum (FBS) 10%BS 10 %
L-Glutamin | 1 mM| L-Glutamin 1mM
Penicillin 100 1U/ml| Penicillin 100 1U/ml
Streptomycin 100 pg/ml Streptomycin 100 pg/m|
DMEM 450 ml | In RPMI 1640 450 m
Opti-MEM Menge
~-Hungermedium*
L-Glutamin 1 mM
Penicillin 100 IU/ml
Streptomycin 100 pg/m|
Opti-MEM 500 ml
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4.4 Antikorper

Tabelle 6 Western blot-Antikdrper

Antikorper Verdinnung | Klon Spezies | Firma
Isotyp
Anti-p-STAT3, monoklonaler 1:200 B-7 Maus Santa Cruz, Dallas,
Antikorper 19Gop USA
Anti-STAT3, monoklonaler 1:200 F-2 Maus Santa Cruz, Dallas,
Antikorper 1gG, USA
Anti-B-Aktin, 1:500 C4 Maus Santa Cruz, Dallas,
Meerrettichperoxidase (HRP)- lgG, USA
gekoppeltmonoklonaler
Antikorper
Anti-Maus1gG, HRP-gekoppelt, | 1:2000 Poly- | Ziege Santa Cruz, Dallas,
polyklonaler Antikorper klonal | IgG USA
Anti-IL-22RA1, monoklonaler 1:500 49651 | Ratte R&D Systems,
Antik6rper 4 19Goa Minneapolis, USA
Anti-Ratte-1gG, HRP-gekoppelt, | 1:1000 Poly- | Ziege Cell Signaling,
polyklonaler Antikorper klonal | IgG Danvers, USA
Tabelle 7: Neutralisierende Antikorper
Antikorper Konzentration Klon Spezies Firma
Isotyp
Anti-Maus-IL-23 p19 0,01 -1,0 ug/ml| G23-8 Ratte Ebioscience,
functional grade purified 19G;. « San Diego, USA
Anti-Maus-IL-6 0,01 -1,0 pug/ml | MP5- Ratte Ebioscience,
functional grade purified 20F3 19G; « San Diego, USA
Anti-Maus-IL-1a 0,01 -1,0 pg/ml| ALF-161 | Hamster| Ebioscience,
functional grade purified IgG San Diego, USA
Tabelle 8: T-Zell-aktivierende Antikorper
Antikorper Konzentration Klon Spezies Firma
Isotyp

Anti-Maus- 100 ng/ml 17A2 Ratte Biolegend, San
CD3-Antikorper 19Gap « Diego, USA
Anti-Maus- 10 ng/ml 37.51 Hamster | Biolegend, San
CD28-Antikérper IgG Diego, USA
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4.5 Zytokine

Tabelle 9: Zytokine

Zytokin

Firma

Rekombinantes murines IFN-

Peprotech, Rocky Hill, USA

Rekombinantes murines ILal

Peprotech, Rocky Hill, USA

Rekombinantes murines IL-6

Peprotech, Rocky HisAU

Rekombinantes murines IL-22

Peprotech, Rocky HiBA

Rekombinantes murines IL-23

Biolegend, San DiedgAU

Rekombinanter muriner rgnulocyte colony

stimulating facto(G-CSF)

Peprotech, Rocky Hill, USA

Rekombinantes murines TNf-

Peprotech, Rocky Hill, USA

4.6 Oligodesoxyribonukleotide

Die Auswahl der Primersequenz erfolgte Uber diel@aak dedNational Center of

Biotechnology InformatiarAlle fir diese Arbeit verwendetd®rimer wurden von

Eurofins MWG Operon bezogen.

Tabelle 10;: PCRPrimer

Primer

Sequenz

IL-22RA1 vorwarts

5-CTA CGT GTG CCG AGT GAA GA-3

IL-22RA1 rickwaérts

5-AAG CGT AGG GGT TGA AAG GT-3

B-Aktin vorwarts

5’-ACC CAC ACT GTG CCC ATC TAC-3

B-Aktin rickwarts

5’-AGC CAA GTC CAG ACG CAG G-3

4.7 Versuchstiere, Zellkultur und Zellgewinnung

4.7.1 Tumorzelllinien

Tabelle 11: Tumorzelllinien

Zelllinie Ursprung | Tumorentitdt | Mausstamm Medium
4T1 Brustdrise | Karzinom BALB/c DMEM
B16 Haut Melanom C57BL/6 DMEM
Lewis Lung Carcinoma | Lunge Karzinom C57BL/6 DMEM
Lung cancer cell line 1 | Lunge Karzinom BALB/c RPMI
Panc02 Pankreas Karzinom C57BL/6 DMEM
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4.7.2 Versuchstiere

Alle Tierversuche wurden von der Regierung von Gagern genehmigt. Fir unsere
Tiermodell-Versuche wurde mit Wildtyp-Balb/c-Mausem Alter von 7 Wochen
gearbeitet. Die Tiere stammten von der Fidaavier Labs (Saint Berthevin,

Frankreich)

4.7.2.1 Tumorinduktion

Die Tumorzellen wurden zunéchst, wie in Abschnift4.1 beschrieben, gewaschen.
Dabei wurden die Zellen zur Vereinzelung mehrmatsemer 20 G-Kaniule
resuspendiert. Unter Ausschluss der toten Zellerdau Zéahlung durch den
Trypanblau-Test wurden mit einer 27 G-Kanuil& TOmorzellen in 200 pl PBS
subkutan in die rechte Flanke der Balb/c-Mauseigni. Die Versuchsgruppe und die
Kontrollgruppe bestanden aus jeweils 3 Mausen.Koatrollgruppe wurde 200 pl PBS

ohne weitere Zusatze gespritzt. Der Versuch wuesd 21 Tagen beendet.

4.7.3 Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden bei 37 °C, 95% Luftfeuchtigkemdueinem Anteil von 5% CO
inkubiert. Vor dem Erreichen der Maximaldichte wemddie Zellen subkultiviert. Falls

notig wurde das Zellmedium zwischenzeitlich erneuer

4.7.4 Tierversuche und Zellgewinnung aus Organen

Die Spendermause wurden durch Isofluran narkotisredt durch zervikale Dislokation
getotet. Daraufhin wurde das Fell der Maus desertizind die entsprechenden Organe
entnommen. Die Milz, die Leber, der Magen, die Bireund der Tumor wurden von
ventral aus dem er6ffneten Situs freiprapariert imneinem mit PBS gefulltem

50-ml-R6hrcherauf Eis gelagert.

4.7.5 Weiterverarbeitung der Zellen
4.7.5.1 Waschen, Einzelzellsuspension und Zellzéahlung

Der Uberstand in der Kulturflasche wurde verwordiex die adharenten Zellen durch
einmaliges Spulen mit PBS vom Medium befreit. Zinldsung der Zellen wurde die
restliche Flussigkeit durch 5 ml Trypsin ersetztl tir 3 bis 5 Minuten in den Inkubator
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bei 37 °C gestellt. Durch die Zugabe von 5 ml Mediwurde die Reaktion
anschlie3end gestoppt, die Zellsuspension in eimBROohrchen tberfuhrt und bei
400x g und 5 °C fur 7 Minuten zentrifugiert. Derésstand wurde restlos entfernt, das
Zellpellet in PBS resuspendiert und erneut bei 490xd 5 °C fur 7 Minuten

zentrifugiert.

Zur Einzelzellsuspension der Tumorzellen in Kuheichte in der Regel das
mehrmalige Auf- und Abpipettieren mit einem elekthen Pipettierhelfer. Milzen und
resezierte solide Tumoren aus Mausen wurden nmeneigkalpell zerteilt und mit dem
Stempel einer 5 ml Einwegspritze vorsichtig autein40 um-Zellsieb zerdrickt.
Durch Spilen des Zellsiebes mit PBS (Milz) oder Med(Tumoren) wurden die
vereinzelten Zellen in einem 50-ml-R6hrchen aufggém. Die Milzzellen wurden

zusatzlich erylysiert und anschliel3end wie obewrlgsben gewaschen.

Die Zellzahl wurde anschlieRend mithilfe einer Nawdr-Zahlkammer unter einem
Lichtmikroskop ermittelt. Durch die Zugabe von Tayiblau im Verhéltnis 1 : 10
wurden tote Zellen blau angefarbt und von der Zédlausgeschlossen.

4.7.5.2 Zelllysate

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellese in Abschnitt 4.7.5.1
beschrieben, verarbeitet und eine abgezahlte Braktin %10° Zellen in 100 pl
Lysepuffer gelost. Nach 30 Minuten auf Eis wurde Erobe bei 13.200x g und einer
Temperatur von 4 °C fir 10 Minuten zentrifugiererberstand stellte das fertige

Zelllysat dar.

4.7.6 Organ- und Tumorlysate

Morser und Stol3el wurden auf -80 °C gekiihit. Aneddnd wurden die
entsprechenden Organe und Tumoren direkt nach Emmanit flissigem Stickstoff
schockgefroren und mithilfe von StoRel und Moragwerisiert. Nach Uberfiihrung in
ein 50-ml-R6hrchen und Hinzugabe von 50 bis 25Dyskpuffer, wurde das Gewebe
fur 15 Minuten auf Eis gelagert und anschlieRendlB®00x g und einer Temperatur
von 0 °C fir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberdiastellt das fertige Lysat dar.
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4.8 Proteinmengenbestimmung mittels Bradford

Die Methode wurde nach dem Bio-Rad DC Protein Asdayokoll durchgefihrt.

4.9 IL-22-Stimulationsversuche

Fur dieses Experiment wurden funf verschiedenerBgatigen getestet. Die Stimulation
erfolgte mit 100 ng/ml IL-22 fir 10, 30 und 60 Miea sowie ohne IL-22
(Negativkontrolle) und mit 100 ng/ml IL-6 (Positiwktrolle). Dabei wurden zuvor fur
jede Bedingung 1Zellen in einer 6-Loch-Platte ausplattiert. Nacteiehen einer
Konfluenz gré3er als 90 % wurde das Medium abgenemmlie Zellen zwei Mal
gewaschen und mit 1 ml Opti-MEM ohne FBS fur viaurislen kultiviert. Nach Ablauf
der Serumdeprivation wurden die Zellen wiederumimaégewaschen und fur die
oben angegebenen Zeitlangen und Konditionen stmulm Anschluss wurden die

Zellen trypsiniert, gewaschen und lysiert.

4.10 Western blot
4.10.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektropése (SDS-PAGE) dient der
elektrophoretischen GroRRenauftrennung von Proteiiggdhen nach Moleklilmasse.
Hierzu kamen ein 5-%-Sammelgel, 10-%-Trenngel whach Laufpuffer zur

Anwendung.

4.10.1.1Vorbereitung und Laden der Proben

Auf jedes Gel wurden 5 [Hageruler plus prestainedon Thermo Scientific
aufgetragen. Die Gesamtproteinmenge und das VolulmeRroben wurden
anschlie3end angepasst und mit der entsprechenedegavin 6-fachem Lammli-Puffer
versehen. Nach 5-minutiger Denaturierung auf 9¢vi@hermoMixer wurden die
Proben in die Gel-Taschen geladen. Die Elektrogeovairde mit einer Spannung von
100 V gestartet und nach circa 90 Minuten gestdpptor die gefarbte Bande das Ende
des Gels erreichte. Das gesamte Auftragungsvollregng bei groRen Kammen 30 pl

und bei kleinen Kdmmen 20 pl.
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4.10.2 Proteinanalyse

Zur Ubertragung der Proteine verwendeten wir\t¢@s Transfer-Verfahren mit einer
Stromstérke von 360 mA fur 60 Minuten in Verbindung einer Nitrozellulose-
Tragermembran. Anschliel3end wurde die Membran dkuches Schwenken in TBS-T
von dem restlichen Transferpuffer befreit und im 80-ml-Réhrchen Uberfihrt. Die
Membran wurde fir 1 Stunde in 5 ml BSA-Blockpufiiei Raumtemperatur und unter
standiger Bewegung auf deRollenmischer geblockt. Im Anschluss durchtrennten
die Membran auf Hohe der 55-kDa-Bande. Der obeienigde mit dem gewinschten
Primarantikérper und das untere Stiick zur Ladekdatmit demp-Aktin-HRP-
gekoppelten Antikérper behandelt. Beide Teile wardber Nacht bei 4 °C in
Magermilch-Blockpuffer inkubiert. Nach mindestengVaschschritten mit TBS-T zu
jeweils 5 bis 10 Minuten wurde die Membran mit degkundaren Antikérper fur 2
Stunden bei Raumtemperatur in Magermilch-Blockpufigubiert und anschliel3end

erneut 3 Mal auf die gleiche Weise gewaschen.

4.11 Enzyme-linked immunosorbent assay

Der ELISA wurde gemald dem Protokoll dédquse IL-22 construction kit
#RMF222CK durchgeflhrt.

4.12 Polymerase-Kettenreaktion

Die Isolierung der RNA und Umschreibung in cDNA demach den Anleitungen des
InviTrap Spin Universal RNA Mini Kitnd desRevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit durchgefuhrt. Die PCR erfolgte gemal des Protsld®dl Tag-DNA-Polymerase
von Thermo Scientific. Zusatzlich wurden 2 pl Mgltain PCR-Verstarker der Firma
Molzym, pro 50 pl Reaktionsvolumen hinzugefuigt. Breplifizierte DNA wurde mit
Hilfe eines 2 % Agarosegel nach GroRRe aufgetrendtinn Alpha Imager der Firma

Alpha Innotech detektiert.

4.13 Scratch assay

Die Zellen wurden in 6-Loch-Platten in Zellmediunsplattiert und im Inkubator bei
37 °C und 5 % C®bis zur Konfluenz kultiviert. Die Oberflache wurdaeschliel3end
mit einer 1 ml Pipettenspitze angeritgtiatch, drei Mal gewaschen und durch

Opti-MEM mit 0 ng/ml oder 100 ng/ml IL-22 ersetitie Wundstellen wurden mit
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einem Leica TCS SP5 Konfokalmikroskop digital abiglt und direkt nach
Wundsetzung (0 Stunden), 24 Stunden und 48 Stuerdésllt. Die Positionen wurden
mit dem ersten Bild gespeichert und konnten zuspétteren Zeitpunkten durch die
Software Leica LAS AF automatisch angefahren wer@ea Wundflache wurde mit
der Software ImageJ berechnet. Mit Hilfe der uraegegebenen Formeln konnte aus
der Wundflache die verheilte Flache nach 24 Stunchehdaraus folgend ein

Wundheilungsunterschied in Prozent nach 24 Stuedechnet werden:

Verheilte Fliche (24 h) = Wundfliche (0 h) — Wundfliche (24 h)

Verheilte Fliche (24 h; stimuliert) x 100

Wundheil %] =
undheilung [%] Verheilte Fliche (24 h; unstimuliert)

Abbild ung 4: Berechnung derverheilten Flache descratch assay: Die Wundréander sind rot
umrandet. (A) Wundflache zum Zeitpunkt O direktm@¢undsetzung. (B) Wundflache Stunden
nach Wundsetzung. (C) Darstellung der verheiltéictié durch Uberlagerung der Wundflachen.
Der schwarz-schraffierte Bereich ist die verhdilli&&che nach 24 h.

4.14 Zytokinreihentestung

Der ZytokinArray der Firma R&D Systems ist ein Verfahren, das esgticht, 40
Zytokine semiquantitativ in einer einzelnen Messaangestimmen. Das Ergebnis
wurde durch den LAS-4000mituminescent image analyzéigitalisiert. Die
Auswertung erfolgte durch die Densitometrie mitlatsgeJ. Hierfir wurde eine

45x45 Pixel grol3e kreisrunde Maske Uber jeden Plahdés zu bestimmenden
Proteins gelegt und der mittlere Grauwert ermittééich Abzug des durchschnittlichen

Hintergrundrauschens wurden die verschiedenen Konén miteinander verglichen.

4.15 Stimulation von Splenozyten

Aus dem Milzgewebe gewonnene Zellen werden nacefal@ls Milzzellen oder

Splenozyten zusammengefasst. Die Milz wurde wigliachnitt 4.7.4f beschrieben
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entnommen und verarbeitet. Darauf folgte die Stanoih der Splenozyten in der
gewinschten Kondition fiir eine Dauer von 2 bis §éra

4.15.1 Kokultur von Tumor- und Milzzellen

In der Kokultur wurden Splenozyten mit TumorzelienVerhaltnis 2 zu 1 ausplattiert.
Die Zellzahl betrug fiir die Splenozyter1®® pro ml und fiir die Tumorzellen i@ro
ml. Die Versuche wurden je nach erforderlicher [$bmrdsmenge in 96-Loch-Platten
mit 200 pl oder in 6-Loch-Platten mit 1 ml durchigett. Als Medium wurde zur einer
Halfte RPMI und zur anderen Halfte das entsprecadnanorzellmedium verwendet
(Tabelle 11).

Kokultur IL-22 ELISA

Uberstand

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Kokulturvon Tumor- und Milzzellen

4.15.2 Stimulation von Splenozyten mit Tumorzellkulturiberstand

Gewinnung des Tumorzellkulturibertandes

Die Tumorzellen wurden bei hoher Konfluenz von >80n einer 175 cm?2
Zellkulturflasche auf 1 : 10 geteilt und mit frissh Zellmedium (siehe Tabelle 11)
versetzt. Nach 3 Tagen wurde das Zellmedium abgeremfur 7 Minuten bei 400x g
zentrifugiert und als Tumorzellkulturiiberstand bzhu

Stimulation mit Tumorzellkulturtberstand

Die Splenozytenkonzentration betrugl®® pro ml. Als Medium wurde zu einer Halfte
RPMI und zur anderen Halfte der gewonnene Tumdwkdliriberstand eingesetzt. In
96-Loch-Platten betrug das Gesamtvolumen 200 pl,liodh-Platten 1 ml.

Tumorzellkultar Milzzellkultur [L-22 ELISA

Tumoriberstand 5 Uberstand |

Abbildung 6: Stimulation von Splenozyten mit Tumorzllkulturiberstand
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4.15.3 Zytokinstimulation von Splenozyten

Zur Zytokinstimulation der Splenozyten wurderl® Splenozyten in 100 pl RPMI mit
der gewiinschten Zytokinkonzentration in 100 pul RRVI6-Loch-Platten vermischt.
Die Gesamtzellzahl der Splenozyten betrufj® in 200 pl Gesamtvolumen.

4.16 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen erfolgten mit der SofevM@raphpad Prism Version 5.0 fur
Microsoft Windows (GraphPad Software, Inc., LadpCA, USA). Die
experimentellen Daten wurden als Mittelwert mitristardfehler dargestellt. Zur
Berechnung der statistischen Signifikanz wurdeuthgiepaarte Student's T-Test
herangezogen. Unterschiede wurden als signifikammabhtet bei g 0,05.
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5 Ergebnisse
5.1 Effekte von Interleukin-22 auf Tumorzellen

Zunachst sollte die Expression der IL-22RA1-Untehneit auf den zu verwendenden
Tumorzellen geprift werden, als Voraussetzung éiienl Reaktivitat auf 1L-22. Ziel
des nachsten Schrittes war es, die Wirkung von2laf die Phosphorylierung von
STAT3 nachzuweisen und damit die Auswahl der Zedéh fur die nachfolgenden

Experimente einzuschranken.

5.1.1 Untersuchung der Tumorzelllinien auf IL-22RA1-Expression

Um funktionelle Versuche mit IL-22 durchzufuhrenjissen die Tumorzellen den
IL-22-Rezeptor besitzen. Hierflr haben wir zunachstExpression der
Tumorzelllinien 4T1, B16, LLC und Panc02 auf IL-BRA1-mRNA untersucht. Die
erfolgreiche Amplifikation zeigte die Expressiomvib-22RA1 auf RNA-Ebene an.
Durch den Proteinnachweis von IL-22RA1, mithilfe ¥éestern-blotMethode, haben

wir das Ergebnis in drei voneinander unabhangigersdhen validiert.

A 4T1 B16 LLC Panc02

B

IL-22RA1 _—-—-———
B A KN I —— ——

Abbildung 7: Nachweis der IL-22RA1-Untereinheit inmurinen Tumorzelllinien: (A)
Agarose-gelelektrophorese: Nachweis der IL-22RAINARIurch PCR-Amplifikation der cDNA
aus Zelllysaten der murinen Tumorzelllinien 4T16BILLC und Panc02. Die Visualisierung
erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Die l#migrte Sequenz betrug fiir IL-22Ral 189
Basenpaare (bp) und firAktin 66 bp.Alle Banden stammen aus demselben Versuch und w
nachtraglich mit Microsoft Paint in alphabetiscRaihenfolge, ohne weitere Nachbearbeitung,
angeordnet. Der Versuch wurde ein Mal durchgefiiBjtWestern blatNachweis der Expression
von IL-22RA1 in den Tumorzelllinien 4T1, B16, LLGd Panc02. Je Probe wurde 50 pg
Gesamtprotein aufgetragehrAktin diente als Ladekontroll®ie Banden stammen aus demsel
Versuch und wurden nachtraglich mit Microsoft Painalphabetischer Reihenfolge, ohne weitere
Nachbearbeitung, angeordrGezeigt ist das reprasentative Ergebnis aus draimander
unabhangigen Versuchen.
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5.1.2 Evaluation der Funktionalitat des IL-22-Signalwegesn den

Zelllinien

Die IL-22-Signaltransduktion verlauft hauptsachlidber die Phosphorylierung von
STAT3. Durch die Stimulation mit IL-22 soll gezeigerden, dass dieser
Hauptsignalweg in unseren getesteten Tumorzellaniait wird. Gleichzeitig ist die
Phosphorylierung von STAT3 ein Nachweis eines fiomilen IL-22RA1-IL-10RB2-
Rezeptorkomplexes.

In allen getesteten Tumorzelllinien wurde nachSkmulation mit IL-22 die
Aktivierung von STATS3 durch die Detektion von p-STabeobachtet (Abbildung 8;
Tabelle 12). Da 4T1 im Durchschnitt den gré3temgjéiaierbaren Intensitatssprung in
der Phosphorylierung zeigte (Abbildung 8 und 9; dlEb12), wurde diese Zelllinie
bevorzugt fur unsere nachfolgenden Versuche ausgewa

IL-22 IL-6 IL-22 IL-6
timin] - 10 30 60 20 tfmin] - 10 30 60 20
P-STAT-3 > — S P sTAT-3 > —
STAT-3 5[ ' | staT3» - —
Aktin » Aktin » M
A B

Abbildung 8: Phosphorylierung von STAT3 durch IL-22-Stimulation in (A) 4T1- und (B)
LCCL1-Tumorzellkulturen ( Western blot): Die Tumorzellen wurden 4 Stunden@pti-MEM
inkubiert. AnschlieBend wurden sie unstimuliert ofiie die Zeitspanne von 10, 30 oder 60
Minuten mit 100 ng/ml IL-22 stimuliert und die Plpb®rylierungszustande von STAT3 im
Western blotetektiert. IL-6 diente als Positivkontrolle. Aladekontrolle wurden STAT3 und
B-Aktin verwendet. Anti-p-STAT3-Antikdrper wurde iz entweder von der Membrgestrippt
oder ein separater STAMestern blotnit gleicher Proteinmenge geladen. Die
Gesamtproteinmenge betrug pro Probe 50 g+ (B) Die Abbildungen zeigen reprasentative
Western blotsler Tumorzelllinien 4T1 und LCCL1 aus zwei vonegidar unabhangigen
Versuchen. Im unstimulierten Zustand war in beideliinien kein phosphoryliertes STAT3
detektierbar. Die Stimulation der Zellen mit IL-2% 10 und 30 Minuten resultierte in einer
deutlichen Phosphorylierung von STAT3. Im Vergledidzu nahm die Intensitat der p-STAT3
Bande nach 60 Minuten wieder ab. (A) 4T1-Zellerytam eine deutliche Phosphorylierung nach
Stimulation mit IL-6. (B) LCCL1-Zellen zeigten kedrPhosphorylierung im Sinne einer
Aktivierung von STAT3 nach Stimulation mit IL-6.
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Abbildung 9: Phosphorylierung von STAT3 durch IL-22-Stimulation in (A) 4T1- und (B)
LCCL1-Tumorzellkulturen (ELISA): Die 4T1- und LCCL1-Tumorzellen wurden fir 4 Stundien
Opti-MEM inkubiert. Danach wurden die Zellen fir 10 Minutait 100 ng/ml IL-22 stimuliert. Die
unstimulierte Probe wurde fiir diesen Zeitraum imtBchrank gelagert. Im Anschluss wurde der
relative Gehalt an p-STAT3 durch einen ELISA bestimDer einmalige Versuch diente der
Validierung der Ergebnisse der p-STAW&stern blotsit der Hilfe eines anderen VerfahrebBas
Hintergrundsignal des Lysepuffers wurde von dentéfeder optischen Dichtemessung abgezogen
und das Ergebnis auf 1 pg Protein korrigigk). p-STAT3 stieg nach der Stimulation mit IL-22, im
Vergleich zur unstimulierten Probe, auf mehr als ta-Fache des Ausgangswertes an. Das Ergebnis
stimmt mit derWestern blotslieser Zelllinie aus Abbildung 8 Ubere{B) p-STAT3 war im
unstimulierten Zustand der Zellen nicht detektierbtbereinstimmend mit unsergvestern blots
wurde STAT3 durch die Stimulation mit IL-22, in Forvon p-STAT3, aktiviert.

Tabelle 12: Densitometrie deMWestern blots von 4T1, B16, LCCL1, LLC und Panc02

p-STAT3

Relative Dichteverteilung genormt auf die unstimulerte Probe
Stimulation [min] | 0 | 10 (IL-22) 30 (IL-22) 60 (IL-22) 20 (IL-6)
4TI (n=2) 1| 295 26,6 11,9 125,1
B16 (n = 3) 1| 14 2,4 2,7 1,5
LCCL1 (n=2) 1] 219 18,2 6,0 1,6
LLC (n=2) 1) 17 2,3 15 31,3
Panc02 (n=3) 1| 24 2,3 1,2 7,5

Beschreibung Tabelle 12Zum Vergleich der p-STAT3-Intensitat nach IL-28r3ulation wurde

die Dichtverteilung der einzelnailestern-bloBBanden Uber die integrierte Gelanalysenfunktiom vo
ImageJ berechnet. Die stimulierten Zustadnde wumdeiieser Funktion automatisch auf die
unstimulierte Probe normalisiert. Angegeben istMitelwert aus 2 (n = 2) oder 3 (n = 3)
voneinander unabhéngigen Versuchen.

5.1.3 Scratch assay mit 4T1-Tumorzellen

Durch die Stimulation mit IL-22 waren unter dem ktikkop, bereits per Augenmal3,
deutliche Unterschiede in der Wundheilung sich{dbildung 10A). Dieser Effekt
war sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden zmmeeke Die Aufnahmen nach 24
Stunden wurden zur Berechnung herangezogen. Dieiten Flachen mit und ohne
IL-22-Stimulation zeigten zueinander einen sigrafiken Unterschied (Abbildung 10B).
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Abbildung 10: IL -22 stimuliert die Wundheilung im Scratch assay: Die konfluierte 4T1-
Zellschicht wurde mit einer Pipettenspitze anggritit Opti-MEM versehen und mit einem
Leica-TCS-SP5-Konfokalmikroskop digital gespeich@rschlie3end wurden die Zellen mit oder
ohne IL-22 (100 ng/ml) stimuliert. Weitere Fotofodgten Uber einen Zeitraum von 48 Stunden im
Abstand von ca. 24 StunddgA) Die Abbildung zeigt jeweils einerciatch ohne Stimulation

(oben) oder mit IL-22-Stimulation (unten). Die lek Bilder sind direkt nach Wundsetzung
entstanden. Die rechte Seite zeigt den Zustand 4&&iunden. Die Wundré&nder wurden farblich
rot markiert.(B) Der Vergleich zwischen den verheilten Flachentzgige signifikante Steigerung
des Wundschlusses nach IL-22-Stimulation. Angegéietas Ergebnis aus 3 voneinander
unabhangigen Versuchen, bestehend aus insgesdfniZzimessungen nach 24 Stunden.

5.2 IL-22-Gehalt muriner Organe und Tumoren

In den Versuchsméusen erfolgte die Tumorinduktiod Weiterverarbeitung wie in
4.7.2.1f beschrieben. Anschliel3end wurde ein Tied4T1- und eines
LCCL1-Tumorresekates fur 3 Tage kultiviert. Obwdldse Tumorzelllinien selbst kein
IL-22 produzieren, wiesen wir in den Uberstandenkagtivierten Tumorresektate
IL-22 nach (Abbildung 11). In der zusatzlichen Qrgaalyse sahen wir zudem eine
Divergenz des IL-22-Gehaltes zwischen den unstenigin Organlysaten von tumor-
tragenden Mausen und gesunden tumorfreien Maudanl@ng 12). Wahrend jeweils
die Magen- und Nierenlysate von tumortragenden KEidusd den Kontrollmausen
ahnliche IL-22-Konzentrationen aufwiesen, detekéiemwir in den Milzen

tumortragender Mause geringere IL-22-Konzentraticas in der Kontrollgruppe.
150~

1004

IL-22 [pg/ml]

Abbildung 11: IL -22-Gehalt resezierte Tumoren: Den Versuchstieren wurden®4T1- oder 10
LCCL1-Zellen subkutan injiziert. Die Kontrollmausairden mit PBS behandelt. Nach 21 Tagen
wurden die Tumore, Milzen und weitere Organe entmem Teile eines resezierten 4T1-Tumors
und eines resezierten LCCL1-Tumors wurden nachikzgking der Zellen auf eine 96-Loch-Platte
mit 200 pl RPMI (Gesamtzellzahl 4x%)0n einer Mono- oder Duplikatkultur ausplattiertd fiir
drei Tage kultiviert. AnschlieBend wurde der IL-3giegel mit einem IL-22-ELISA bestimmt.
Angegeben ist der Mittelwert. Im Vergleich war inbé&fstand von mindestens 2 voneinander
unabhéangigen Versuchen kultivierter 4T1-Zellen @)=xind kultivierter LCCL1-Zellen (n = 2)
keine IL-22-Sekretion messbar. n.d., nicht detelisie
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Abbildung 12: IL -22-Gehalt muriner Organe: Den Versuchstieren wurden®4T1-Zellen
subkutan gespritzt. Die Kontrollmause wurden miSRi&handelt. Nach 21 Tagen wurden die
Tumoren, Milzen und weitere Organe entnommen. Dga6lysate von tumortragenden
4T1-Méausen (n = 3) und Kontrollmausen (n = 3) warde ELISA als Triplikat aufgetragen und
auf IL-22 analysiert. In Magen und Niere war dathaltene IL-22 in beiden Gruppen auf einem
ahnlichen Niveau. In der Milz tumortragender Mause IL-22 in geringerem Umfang detektierbar.

5.3 Stimulation von Milzzellen durch Tumorzellen

Obwohl 4T1- oder LCCL1-Tumorzellkulturen kein IL-p2oduzieren, konnten wir in
unserem vorausgegangen Versuch IL-22 in resezidfié¢hund LCCL1-Tumoren
detektieren. IL-22-produzierende Zellen missen ddée Tumor infiltriert haben.
Durch die Organlysate der Kontrollmause und tunagender Mause erhielten wir den
Hinweis, dass die IL-22Zellen moglicherweise aus der Milz rekrutiert whach
Tumorzellen zur IL-22-Produktion stimuliert wurdddiese Annahme haben wir durch

eine Kokultur aus Tumorzellen und Splenozyten sienul

Ohne Stimulus setzen Splenozyten kein IL-22 fredeér Kokultur, bestehend aus
Splenozyten und 4T1- oder LCCL1-Tumorzellen, konmar IL-22 im Uberstand
nachweisen (Abbildung 13A und 13B). In weiterfitden Versuchen inkubierten wir
Splenozyten mit dem Uberstand aus Tumorzellkulturedieser Versuchskonstellation
detektierten wir hhere Mengen an IL-22 als inkekultur (siehe Abbildung 14A und
14B). Eine ahnliche Beobachtung haben wir fiir diendrzelllinie Panc02 festgestellt

(Ergebnis nicht gezeigt).

Daraus ergibt sich fur unsere weiteren Versuchgs dg Tumorzellen Splenozyten
stimulieren kénnen und dies zur Sekretion von ILf&#&en kann und 2.) die
Stimulation der Splenozyten durch Tumorzellen arf$Sekretion von Molekilen
beruht und kein Zell-Zellkontakt notwendig ist {g@eAbbildung 14).
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Abbildung 13: Induktion von IL-22 in Splenozyten durch (A) 4T1- und (B) LCCL1-
Tumorzellen: Fir die Kokultur wurden 0,5x£0oder 1x18 Tumorzellen in 500 ul RPMI oder
DMEM und 2x18 Splenozyten in 500 pl RPMI zusammengemischt uredriar 6-Loch-Platte
kultiviert. Fr die Stimulation der Splenozyten mitmorzellkulturiiberstand wurden 2510
Splenozyten in 500 pul RPMI und 500 pl Tumorzelldtiiberstand ausplattiert. In beiden
Versuchen wurde der Uberstand nach zwei Tagen emben, 7 Minuten bei 400x g zentrifugiert
und mit einem IL-22-ELISA analysiert. Zur Gewinnudgs Tumorzellkulturiiberstandes wurden
die Tumorzellen passagiemd in 20 ml Medium Uberfiihrt. Nach drei Tagen witir wurde der
Uberstand abgenommen und fir 7 Minuten bei 400xngrifugiert. Die Ergebnisse fir 4T1 und
LCCL1 zeigen das kumulative Ergebnis aus zwei B$wbneinander unabhéngigen Versuchen.
(A) + (B) Unstimulierte Splenozyten, 4T1- oder LCCL1-Tumolalsezernieren kein IL-22. In
der Kokultur von Tumorzellen mit Splenozyten, alsfain der Stimulation von Splenozyten durch
Tumorzellkulturiiberstand war eine Sekretion vor2B.messban.d., nicht detektierbar.

5.3.1 Zytokinreihentestung

Durch denMouse Cytokine Array Panelder Firma R&D Systems konnten wir parallel
die relative Menge an 40 vordefinierten Zytokinesiimmen. Damit erhofften wir uns
Hinweise auf diejenigen Zytokine zu erhalten, dieinseren Tumorzellkulturiberstand-
Splenozytenkulturen zu einer IL-22-Induktion fulmitélierzu verglichen wir das
Zytokinmuster der Uberstande der mit 4T1- und LCQlumoriiberstand-stimulierten
Splenozyten. Es zeigte sich eine messbare gemesnSapression von 15 aus 40
Zytokinen unter Exklusion der Chemokine (Abbildul).
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Abbildung 14: Zytokinreihentestung: Es wurde die relative Zytokinexpressieon Splenozyten,

die mit LCCL1- oder 4T1-Tumorzellkulturiberstanavrailiert wurden, verglichen. Aus den 40
messbaren Zytokinen zeigte sich eine gemeinsameegsipn von 14 Zytokinen unter Exklusion
der Chemokine. Die relative Expression wurde daliehGrauwertmessung mit ImageJ bestimmt.
Jedes Zytokin verfugte in diesem vordefiniertent Tier zwei Detektionsplatze. Angegeben ist der
Mittelwert.

5.3.2 Uberpriifung der Zytokine auf ihre Fahigkeit zur IL- 22-Induktion in
Splenozyten

Unter Berucksichtigung unserer Ergebnisse und ddyeschriebenen Literatur
untersuchten wir G-CSF, TNé-IFN-y, IL-6, IL-23 und IL-1o auf ihr Potenzial IL-22
in Splenozyten zu induzieren. Zytokine, die alldieee IL-22-Induktion bewirkten,
wurden durch die Zugabe von Anti-CD3-Antikdrper ukati-CD28-Antikorper auf
eine IL-22-Induktion gepruft. IL-d und IL-23 zeigten unabhangig von anderen
Faktoren eine Induktion von IL-22. IL-6 erh6hteiombination mit anti-CD3/CD28-
Antikérpern die IL-22-Ausschittung im Vergleich anti-CD3/CD28-Antikdrpern
alleine. G-CSF, TNFeund IFN« fuhrten in beiden Versuchskonstellationen zu keine
messbaren IL-22-Induktion (Abbildung 15A und 15B).
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Abbildung 15: Uberpriifung der Fahigkeit der identifizierten Zytokine 1L-22 in Splenozyten

zu induzieren: Fir diesen Versuch wurden Splenozyten (256 ml) mit20 ng/ml G-CSF,

TNF-0, IFN-y, IL-6, IL-1a oder IL-23 fur 4 Tage in 200 pl RPMI stimuliertiZytokine die

alleine keine Induktion von IL-22 zeigten, wurdarter den gleichen Bedingungen zusammen mit
100 ng/ml anti-CD3-Antikérper und 10 ng/ml Anti-CB-Antikorper getestet. Jede Kondition
wurde in zwei unterschiedlichen Loch-Kulturen Gb&fp Die Abbildungen zeigen die Analyse des
Uberstandes durch Einzelmessung jeder Loch-Kulh&seVersuches mit einem IL-22-ELISA.
Angegeben ist der Mittelwe(A) IL-1o und IL-23 induzierten 1L-22 aus Splenozyten. G-CSF
TNF-0, IFN-y, IL-6 fuhrten alleine zu keiner Sekretion von I1R-ZB) Die Stimulation der
Splenozyten mit anti-CD3/CD28-Antikorpéihrte zur Sekretion von IL-22. In der Kombination
mit den zu untersuchenden Zytokinen, filhrte nué i einer gesteigerten IL-22-Sekretion.
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5.3.3 Bedeutung von IL-1a, IL-6 und IL-23 in der IL-22-Induktion

in einer 4T1-Tumorzellkulturiberstand-Splenozyten-Kultur

Durch unsere Vorversuche konnten wir eruieren, dads, IL-6 und IL-23 prinzipiell
in der Lage sind, IL-22 zu induzieren, beziehungsevdessen Sekretion zu steigern.
Um in diesem Zusammenhang die Bedeutung diesekiygan unserem

Versuchsmodell zu bestimmen, benutzten wir nesteaiknde Antikdrper.

In unserem Versuchsmodell hatte die Inhibition Uo®% keinen signifikanten Einfluss
auf die Induktion von IL-22 in Splenozyten (Abbiltly 16). Dagegen erzielte die
alleinige Inhibition von IL-23 in der héchsten getieten Antikérperkonzentration eine
signifikante Reduktion von IL-22 (Abbildung 17). tén den getesteten Zytokinen hatte
IL-1a den groRten Einfluss auf die IL-22-Sekretion (Abbing 18). Das im Uberstand
gemessene IL-22 nahm bis zu der hochsteroHAdtikGrperkonzentration von 1 pg/ml
ab. Die Kombination aller Anti-Interleukin-Antikoep zeigte sich in ihrer Wirkung
additiv (Abbildung 19). Diesbeziiglich wurde die 22-Sekretion, wie bei der
alleinigen Neutralisation von IL-23 (Abbildung 1bgreits in der geringsten
Antikérperkonzentration von 0,01 pg/ml sichtbareggg (Abbildung 19). Ahnlich wie
bei der Neutralisation von ILel(Abbildung 18), nahm die IL-22-Konzentration, bei
steigender Antikérperkonzentration, kontinuierladth (Abbildung 19). Die kombinierte
Neutralisation der Zytokine war den Einzelversucimeallen Antikorper-
konzentrationen im Mittelwert Uberlegen (Vergleidkgbildungen 16-19).
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Abbildung 16: Neutralisation von IL-6 in der Tumorzellkulturiiberstand-Splenozytenkultur:

Nach Vorinkubation des Turnrzellkulturiiberstandes mit Anti-IL-6-Antikdrpern fdé Minuten,
wurden jeweils 100 pl Tumorzellkulturtiberstand &@0 pl Splenozyten (4x2@ro ml RPMI)
vermischt und in 96-Loch-Platten drei Tage langitgrt. Die Vergleichsgruppe enthielt keine
neutralisierenden Antikorper. Die Endkonzentratien Antikorper betrug jeweils 0,01 pg/ml, 0,1
pg/ml oder 1 pg/ml. Jede Kondition mit Antikdrpevarde in jeweils drei unterschiedlichen Lech
Kulturen getestet. Die Tumorzellkulturiberstande®plzytenkultur ohne Antikdrper wurde in sechs
unterschiedlichen Loch-Kulturen getestet. Die Besiung der IL-22-Sekretion erfolgte durch eine
Einzelmessung jeder Lochkultur mittels ELISA. Davigdlt ist das reprasentative Ergebnis aus zwei
voneinander unabhéngigen Versuchen. Die Neutralisabn IL-6 zeigte keine signifikante
Reduktion der IL-22-Konzentration. Hohere Konzetibraen an Anti-1L-6-Antikdrper konnten die
Sekretion an IL-22 nicht weiter senken. Der Tumitkméturiiberstand der 4T1-Kultur enthielt keine
detektierbaren Mengen an IL-22. n.d., nicht detektr
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Abbildung 17: Neutralisation von IL-23 in der Tumorzellkulturiberstand-Splenozytenkultur:
Nach Vorinkubation des Tunrzellkulturiiberstandes mit Anti-IL-23-Antikbrpernrféd5 Minuten,
wurden jeweils 100 pl Tumorzellkulturiiberstand &0 pl Splenozyten (4x@ro ml RPMI)
vermischt und in 96-Loch-Platten drei Tage langikgrt. Die Vergleichsgruppe enthielt keine
neutralisierenden Antikorper. Die Endkonzentratien Antikorper betrug jeweils 0,01 pg/ml, 0,1
pa/ml oder 1 pg/ml. Jede Kondition mit Antikdrpavarde in jeweils drei unterschiedlichen Loch-
Kulturen getestet. Die TumorzellkulturiiberstandeBplzytenkultur ohne Antikérper wurde in sechs
unterschiedlichen Loch-Kulturen getestet. Die Bestung der IL-22-Sekretion erfolgte durch eine
Einzelmessung jeder Loch-Kultur mittels ELISA. Destgellt ist das repréasentative Ergebnis aus
zwei voneinander unabhéngigen Versuchen. Die N&at@an von IL-23 fihrte zu einer
signifikanten Reduktion an sezerniertem IL-22. &t niedrigsten Antikdrperkonzentration von
0,01 pg/ml war das sezernierte IL-22 deutlich résltizSteigende Antikdrperkonzentrationen
fuhrten zu einer geringen jedoch stetigen ReduldioihlL-22. Der Tumorzellkulturiiberstand der
4T1-Kultur enthielt keine detektierbaren Mengerla@?2. n.d., nicht detektierbar
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Abbildung 18: Neutralisation von IL-1a in der Tumorzellkulturiiberstand-Splenozytenkultur:
Nach Vorinkubtion des Tumorzellkulturiiberstandes mit Anti-lk-JAntikorpern fir 45 Minuten,
wurden jeweils 100 pl Tumorzellkulturiiberstand &0 pl Splenozyten (4x@ro ml RPMI)
vermischt und in 96-Loch-Platten drei Tage langitgrt. Die Vergleichsgruppe enthielt keine
neutralisierenden Antikorper. Die Endkonzentratien Antikorper betrug jeweils 0,01 pg/ml, 0,1
pag/ml oder 1 pg/ml. Jede Kondition mit Antikdrpaevarde in jeweils drei unterschiedlichen Loch-
Kulturen getestet (n = 3). Die Tumorzellkulturibarsl-Splenozytenkultur ohne Antikbrper wurde
in sechs unterschiedlichen Loch-Kulturen getestet §). Die Bestimmung der I1L-22-Sekretion
erfolgte durch eine Einzelmessung jeder Loch-Kuttittels ELISA. Dargestellt ist das
reprasentative Ergebnis aus zwei voneinander unglden Versuchen. Die Neutralisation von IL-
1o besal’ den grof3ten inhibitorischen EinzeleffeklenAusschittung von IL-22. Die niedrigste
Antikérperkonzentration zeigte nur eine minimalerfding auf die IL-22-Sekretion. Die Erh6hung
der Antikdrperkonzentration auf bis zu 1 pg/ml tesrte in einer kontinuerlichen Abnahme der
IL-22-Freisetzung. n.d., nicht detektierbar

p = 0.0004
4001 [ {
__, 3001
£
=)
£ 200-
N
N
=
100+
n.d.
0_
Splenozyten + + + + +
4T1-Uberstand - + + + +
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Anti-IL-1a/6/23-Antikdrper
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Abbildung 19: Neutralisation von IL-1a, IL-6 und IL-23 in der Tumorzellkuluturtiberstand-
Splenozytenkultur: Nach Vorinkubation des TumorzellkulturiiberstandésAmti-IL-1 o/-IL-6/
-IL-23-Antikorpern fur 45 Minuten, wurden jeweil®Q pl Tumorzellkulturtiberstand mit 100 pl
Splenozyten (4xX0pro ml RPMI) vermischt und in 96och-Platten drei Tage lang kultiviert. Die
Vergleichsgruppe enthielt keine neutralisierendetik®rper. Die Endkonzentration der Antikorper
betrug jeweils 0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml oder 1 pglelde Kondition mit Antikrpern wurde in jeweils
drei unterschiedlichen Loch-Kulturen getestet. Dignorzellkulturiiberstand-Splenozytenkultur
ohne Antikdrper wurde in sechs unterschiedlichechkKulturen getestet. Die Bestimmung der
IL-22-Sekretion erfolgte durch eine Einzelmessiwedgy Loch-Kultur mittels ELISA. Dargestellt ist
das reprasentative Ergebnis aus zwei voneinanaddrhamgigen Versuchen. Die kombinierte
Neutralisation von I-1a, IL-6 und IL-23 zeigte additive Effekte im Vergbbi zu den
Einzelversuchen. Bei 0,01 pg/ml Antikdrpern wareedieutliche Abnahme in der IL-22-Sekretion
erkennbar. Bis zu der Antikorperkonzentration vauogIml zeigte sich eine kontinuierliche
Reduktion. Die IL-22-Sekretion war in diesem Veisim Mittelwert starker eingeschrankt als in
den Einzelversuchen.d., nicht detektierbar

5.3.3.1 IL-1 @ im reinen Tumorzellkulturtiberstand

Nachdem die vorangegangen Ergebnisse eine besdrdieeson IL-1o in der
tumorinduzierten IL-22-Induktion darstellten, arsagrten wir die relativen
IL-1a-Spiegel im reinen Tumorzellkulturiberstand von 4didd LCCL1-Zellen. IL-&
im Uberstand der 4T1-Zellen war deutlich erhéhMargleich zum LCCL1-
Zelluberstand. IL-23 war in diesem Versuch durck Batektionslimit nicht

aussagekraftig und zeigte keinen signifikanten tsetaed (Ergebnis nicht gezeigt).

15000
H L-1a

Grauwert

Abbildung 20: IL -1a im Tumor zellkultur Uberstand: Zum Vergleich des relativen ILetGehalte:
der 4T1- und LCCL1-Tumorkulturen wurde der gleidhemorzellkulturiberstand waendet, der il
Versuch 5.2.2 IL-22 in Splenozyten induzierte. Blative Expression wurde durch die
Grauwertmessung mit ImageJ bestimmt. Jedes Zyiakiiigte in diesem vorkonfigurierten Test
Uber zwei Detektionsplatz&ngegeben ist der Mittelwert eines Versuches.
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5.3.3.2 Titration von IL-1 a und IL-23

Aus unseren Versuchen war uns bekannt, dass Wadl IL-23 getrennt voneinander
und ohne weiteren Stimulus IL-22 induzieren kdnnerden Neutralisationsversuchen
konnten wir auf3erdem einen kumulativen Effekt bebben. Diesen wollten wir in
einem Stimulationsversuch mit Splenozyten untersncBAusatzlich sollte die Titration
Aufschluss Uber das Ansprechen auf die Zytokineegebr die Titration wurde die
Konzentration des einen Zytokins konstant gehaltehdie des anderen in

Zehnerpotenzen verdinnt.

Die Kombination von IL-& und IL-23 zeigte sich in der Sekretion von IL-2&a
Splenozyten deutlich synergistisch (Abbildung 21B¢i konstanter IL-d-
Konzentration nahm die Induktion von IL-22 mit semider IL-23-Konzentration stetig
ab (Abbildung 21A). Die Induktion von IL-22 blielebgleichem IL-23-Gehalt und
100-facher Verdinnung von ILelkonstant (Abbildung 21B).

Mit diesen abschlieRenden Versuchen konnten wiyezeidass die Kombination von
IL-1a mit IL-23 zu einer Ausschuttung von IL-22 fuhrugatzlich konnten wir eine
sehr niedrige Stimulationsschwelle von Splenozgrch IL-1o nachweisen. IL-4
besal’ bis in den Pikogramm-Bereich sein vollesrRakin der Induktion von IL-22,

wéahrend IL-23 deutlich héhere Konzentrationen eldote.

3004 300-
E 2001 T 200
g 2
& S
:|' 1004 :|' 1004
n.d. n.d.
0- 0-
IL-1a -+ f o+ o+ L3 s s s
IL-23 - - + + - - IL-1a - - + + - -
IL-23 (1/10) - - - + - IL-1a (1/10) - - - - + -
- - - - - + - - - +

IL-23 (1/100) IL-1a (1/100) -

A B

Abbildung 21: Einfluss der Titration von IL-23 und IL-1 e auf die IL-22-Sekretion in
Splenozyten:Es wurden 4x10Splenozyten in 200 pl RPMI mit jeweils 20 ng/mi2B und IL-1u
stimuliert. Zusatzlich wurde eines der beiden Zyiekn Zehnerpotenzen von 20 ng/ml auf 2 ng/ml
und 0,2 ng/ml verdiinnt, wahrend die Konzentraties @anderen konstant auf 20 ng/ml gehalten
wurde. Jede Kondition wurde in diesem Versuch @i derschiedenen Loch-Kulturen untersucht.
(A) IL-10 und IL-23 induzieren alleine nur wenig IL-22. Idembination der beiden Zytokine
vervielfacht das sezernierte IL-22. Bereits in @eten Verdinnungsstufe von IL-23 auf
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2 ng/ml sank die Sekretion von IL-22. Bei Steiggraer Verdinnung von IL2auf 0,2 ng/ml san
IL-22 fast auf das Ausgangsniveau der tLitiduzierten IL-22-Sekretior{B) Die Ausschittung
von IL-22 zeigte sich in allen Verdinnungsstufes hi einer IL-k-Konzentration von 0,2 ng/ml
konstant.
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6 Diskussion

In dieser Arbeit konnten wir in allen untersuchiamorzelllinien die Expression der
IL-22RA1-Untereinheit nachweisen. Anschliel3end gtle wir durch
Stimulationsversuche mit IL-22 die Aktivierung v8 AT3 und damit zugleich die
Funktionalitat des IL-22-Rezeptors in unseren detes Tumorzelllinien. Zusatzlich
bestatigte dercsatch-assaydie pro-tumorale Wirkung von IL-22. Im Verlauf katen
wir zum ersten Mal zeigen, dass l6sliche FaktorenTaimorzellen zur Produktion von
IL-22 in Splenozyten fiihren. In diesem Zusammenhdentifizierten wir neben IL-23
zum ersten Mal IL-& als IL-22-Induktor im Tumormilieu. In unserem Tumwdell

nahm IL-1u die bedeutsamste Rolle in der IL-22 Induktion ein.

6.1 Expression des IL-22-Rezeptors in Tumorzellen

Die IL-22-Rezeptoruntereinheit IL-22RA1 wird phykigischer Weise, weder von
humanen, noch murinen Immunzellen exprimiert (Nagaket al., 2004; Wolk et al.,
2002). Es wurde jedoch in einer Vielzahl anderdleigvornehmlich Epithelzellen,
nachgewiesen. Darunter befanden sich beispielswWessinozyten, Hepatozyten,
Zellen der Lunge, der Niere, des Kolons und dekifeas (Wolk et al., 2004).
Entsprechend konnte IL-22RAlauf Proteinebene iardieihe humaner Tumorzellen
nachgewiesen werden, wie dem Nierenzell-, PankrteabKolonkarzinom (Jiang et al.,
2013; Wen et al., 2014; Zhang et al., 2011). Egustrwéhnen, dass IL-22RAlauf
MRNA- und Proteinebene auch vereinzelt in humangndhomen gefunden wurde.
Diese produzierten gleichzeitig endogenes IL-22{R al., 2008). Die Expression von
IL-22RA1 in murinen Tumorzelllinien, die fur weitéhrendeln-vivo-Versuche
grundlegend ist, ist dagegen kaum untersucht. @nsdyeitsgruppe konnte im Jahr
2013 durch einen Versuch mit sieben verschiedenarahen Lungenkarzinom-
zelllinien zeigen, dass nicht alle Karzinomzelkinidie IL-22RA1-Untereinheit
exprimieren (Kobold et al., 2013). Zusatzlich kannach der Stimulation mit IL-22 nur
bei vier der sechs IL-22RA1-exprimierenden Zel#midie Phosphorylierung von
STATS3 detektiert werden. Dies kdnnte auf eine Matatles Korezeptors IL-10R2 oder
auf die nachgeschaltete Signalkaskade zurtckzuifige®m (Kobold et al., 2013). Die
im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten nemriiumorzelllinien wurden
daher auf die Expression von IL-22RA1 Western blogetestet. Zusatzlich wurde die
Funktionalitat der IL-22RA1 und IL-10R2 Rezeptotieet durch die Phosphorylierung
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von STAT3 nach Stimulation mit IL-22 sichergestélezogen auf die Aktivierung von
STAT3, konnten wir in diesen Versuchen ein untaestiich starkes Ansprechen auf
die Stimulation mit IL-22 beobachten. In diesem aumenhang wird vermutet, dass
die Wirkung von IL-22 auch von der Expressionsstarin IL-22RA1 abhangen kdnnte
(Akil et al., 2015; Kobold et al., 2013).

Im Allgemeinen wird IL-22RA1 von der Uberwiegenddehrheit der Karzinome stark
exprimiert (Akil et al., 2015; Jiang et al., 20Zhang et al., 2008). Damit
Ubereinstimmend konnten wir in all unseren getest&umorzelllinien IL-22RA1
nachweisen (s. Abschnitt 5.1.2 und 5.1.3). Aufgrumaersprichlicher Ergebnisse in
der Literatur, ist die Uberpriifung der Funktioritlitles IL-22-Rezeptors und der
nachgeschalteten Signalkaskade fur die EvaluagoiBddeutung von IL-22 fir diese
Modelle wichtig (Bard et al., 2008; Kobold et &Q13).

6.2 Wirkung von IL-22 auf Tumoren

Die pro-tumorale Rolle von IL-22 wurde durch untdnigdliche Effekte, wie der
IL-22-induzierten Angiogenese, Anti-Apoptose, Invéét, Metastasierung und
Proliferation belegt (Akil et al., 2015; Curd et,&012; Jiang et al., 2011; Wu et al.,
2013b; Zhuang et al., 2012). Da zum MammakarzinammkDaten in Bezug auf IL-22
vorlagen, war unser Ergebnis, dass IL-22 die Rn@tion der murinen 4T1-
Brustkrebszelllinie fordert, von besonderem Intsee®ies konnte einen Hinweis auf
die Rolle von IL-22 in der Tumorprogression in éesModell darstellen. Die
proliferative Wirkung von IL-22 wurde in der Vergganheit unterschiedlich bewertet.
Theoretisch induziert IL-22 eine Vielzahl an preiitiven Faktoren und sollte dadurch
das Zellwachstum fordern. Dies spiegelte sich irsMehen mit Karzinomzellen
allerdings nicht einheitlich wieder. Nagakawa é€kannten in ihremnin-vivo-Modell
zwischen IL-22-transduzierten Colon-26-Zellen ued garenteralen Colon-26-Zellen
keinen Unterschied in der Tumorgrof3e feststelleag@kawa et al., 2004). In einem
anderen Modell, war das Tumorwachstum von HCC-Aedh als auch von
Kolonkarzinom-Zelllinien in Mausen signifikant ettt wenn den Versuchstieren
zusatzlich IL-22-Tumor-infiltrierende Leukozyten (IL-2Z2TIL) injiziert wurden (Jiang
et al., 2011; Jiang et al., 2018)-vitro waren die Ergebnisse uber die proliferative
Funktion von IL-22 in Karzinomzellen ebenfalls umeeitlich. Es wurde ein erhéhtes
Zellwachstum (Akil et al., 2015), kein Unterschied Zellwachstum (Fukui et al.,
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2014), sowie ein reduziertes Zellwachstum (Webat.eP006) beobachtet. In letzterem
Fall sahen Weber et al., dass trotz der IL-22-inglten Aktivierung von STAT3, das
Zellwachstum in der murinen EMT6-Brustkrebszeldigehemmt wurde (Weber et al.,
2006). Das Ergebnis wurde auf die zusatzliche Adéttiing der STAT1-Signalkaskade
zurtckgefuhrt. Folglich ist der Nachweis einer Ritasylierung von STAT3 kein
Beweis, dass STAT3-vermittelte Effekte auch tatbélcliiberwiegen.

Insgesamt sind Berichte, die IL-22 eine anti-peshtive Wirkung zuschreiben,
Einzelfalle. Der in der Literatur diskutierte watlnsfordernde Effekt von IL-22 wird
insgesamt tendenziell zu Gunsten einer pro-pralifeen Wirkung bewertet. Weitere
pro-tumorale Effekte, wie eine durch IL-22-vermlitteerhOhte Metastasierungsrate,
sind inzwischen mehrfach belegt (Ji et al., 20iahglet al., 2011; Jiang et al., 2013,
Wen et al., 2014). In der Summe betrachtet, Ubgpvade pro-tumorale Rolle von
IL-22. In unserem Versuchsmodell konnten wir ebksfanen tumorfordenden Effekt
von IL-22 beobachten (Abschnitt 5.1.3).

6.3 Zellulare Quellen und Induktion von IL-22

Zellulare Quellen von IL-22

Im Wesentlichen wird IL-22 von T-Zellen und ILC glelet, die sich beide in mehrere
Subpopulationen unterteilen lassen. Zu den [I=PZellen gehoren die CD4Th1-,
Th17- und Th22-, NKT+y$-T-, sowie CD8 zytotoxische T-Zellen (Doisne et al., 2011;
Duhen et al., 2009; Li et al., 2011; Ortega et200Q9; Wolk et al., 2002; Zheng et al.,
2007). Als IL-22 ILC wurden NK, CD4- und CD4-LTi-like Zellen,NCR'-ILC und
CD4-NCR-Zellen identifiziert (Buonocore et al., 2010; Gedit al., 2009; Cupedo et
al., 2009; Xu et al., 2014b). Bis auf die NK werdes22*-ILC den ILC der Gruppe 3
zugeordnet (Spits et al., 2013). NGRC dhneln mit ihren Effektorzytokinen den
Th22-Zellen, wahrend LTi-like-Zellen und CBMICR-Zellen durch ihre Sekretion von
IL-17 und IL-22 Ahnlichkeiten zu den Th17-Zellenfaeisen. In der Literatur werden
im murinen System aufRerdem CD1#lendritische Zellen (DC), sowie Makrophagen
und neutrophile Granulozyten als IL-22-Quellen Ieigben (Hansson et al., 2013;
Pickert et al., 2009; Zheng et al., 2008; Zindhlet2013).

Induktion von IL-22
Die Induktion von IL-22 wird maf3geblich Uber die tAMkerung von STAT3 durch
Zytokine wie IL-23 und IL-6 gesteuert. In der Lisdur nimmt IL-23 bisher die
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wichtigste Rolle ein. In der Maus wirkt IL-23 auhTI7-Zellen, Th22-Zellen,
CD8'-T-Zellen,y-5T-Zellen als auch dit.C der Gruppe 3 und fiihrt zur Bildung von
IL-22 (Buonocore et al., 2010; Ciric et al., 20@horeschi et al., 2010; Rutz et al.,
2013; Sutton et al., 2009). Auch in murinen nethitgm Granulozyten und CD11®C
konnte IL-22 durch IL-23 induziert werden (Zhengkt 2008; Zindl et al., 2013).
Durch IL-6, einem weiteren STAT3-Aktivator, zeigieh die IL-22-Synthese in
Thi7-Zellen, Th22-Zellen und CDg-Zellen verstérkt (Ciric et al., 2009; Ghoresehi
al., 2010; Zheng et al., 2007). Im Gegensatz dagkt W.-1 Uber andere
Transkriptionsfaktoren wiauclear factor kappa-light-chain-enhancer of actedB-
cells (NF«B) und Aktivator-Protein-1 (AP-1) (Reynders et 2D11; Werman et al.,
2004).

IL-1 gehort zu den wichtigsten 1L-22-Induktoren uedjuliert zusammen mit IL-23
vornehmlich die IL-22-Synthese in Th17-ZellgmT-Zellen und den ILC der Gruppe 3
(Ghoreschi et al., 2010; Reynders et al., 2011o8t al., 2009). Gerade in der
Differenzierung von Th17-Zellen nimmt es eine Sekklfunktion ein (Chung et al.,
2009). Fiir NKp46- und NKp46-ILC wurde gezeigt, dass der IL-1-Rezeptor sowie
downstreandessen Signalkaskadeyeloid differentiation primary response geée
(MyD88) fur eine basale IL-22-Expression und zudéneine IL-23-induzierte
IL-22-Produktion notwendig ist (Reynders et al.12D In unseren Versuchen
beobachteten wir bei der Stimulation von Splenazgieenfalls eine Synergie zwischen
IL-1a und IL-23. Wahrend beide Zytokine alleine nur gge Mengen an IL-22
induzierten, multiplizierte sich die Sekretion dn22 bei der Kombination beider
Zytokine (Abbildung 20).

Die Regulation von IL-22 durch Transkriptionsfaldnrist nicht abschliel3end geklart.
Allgemein wird jedoch, neben STATS3, den Transkdpsfaktoren AHR und ROR

eine besondere Rolle in der Induktion von IL-22leenessen. Die IL-22-Induktion
wird durch eine Koexpression beider Faktoren véfacat (Qiu et al., 2012). Die Daten
von Qiu et al. weisen darauf hin, dass auf GeneB¥igyt direkt an den
IL-22-Promotor bindet. Zudem férdert R@Rauch die Bindung von AHR an den
IL-22-Locus. Dementsprechend zeigten unabhéngigimander sowohl ROR’- als
auch AHR-Zellen eine signifikante Reduktion in der Induktigon IL-22 (Qiu et al.,
2012; Yeste et al., 2018 er definitionemst die Zelldifferenzierung und Funktion,
einschlieRlich der IL-22-Induktion, aller IL-22L.C der Gruppe 3 von RORund AHR
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abhéangig (Spits et al., 2013). Bis auf wenige Atsmen, wie den Thl-Zellen, sind
RORyt und AHR auch fur die Zelldifferenzierung, sowie thduktion oder Sekretion
von IL-22 aus verschiedenen T-Zellen verantwort{idhhhen et al., 2009; Matrtin et al.,
2009; Quintana et al., 2008). R@Rind AHR werden durch STAT3 reguliert (lvanov
et al., 2006; Stobbe-Maicherski et al., 2013) und shdglicherweise gleichzeitig auch
fur die Expression von IL-23R notwendig (Ivanowakt 2006; Yeste et al., 2014; Zhou
et al., 2008). Dass Th1-Zellen durch IL-12 und B,-fledoch nicht durch IL-23
stimuliert werden, ist daher moglicherweise auffdldende ROR-Expression

zuruckzufiahren (Liang et al., 2006).

6.3.1 Zelluldre Quellen und Induktion von IL-22 im Tumorm ilieu

Zellulare Quellen von IL-22 in Tumoren

In verschiedenen Tumorgewebeproben wurden wieddnbbere Mengen an IL-22
detektiert als im peritumoralen Gewebe (Kirchbewgeal., 2013; Qin et al., 2014;
Zhang et al., 2008). Wir detektieren in dieser Arbbenfalls IL-22 in resezierten
murinen Tumorgewebeproben, obwohl die injiziertetilibien selber kein IL-22
synthetisierten (Siehe Abschnitt 5.2.1). Bis aef Ausnahme, dass Zhang et al. in der
Lungenkarzinomzelllinie A549 die Expression von22-mRNA nachwiesen (Zhang et
al., 2008), wurden Karzinomzellen bisher nie atekte IL-22-Quelle beschrieben. Es
ist anzumerken, dass in dem Versuch von Zhang kel IL-22-Nachweis auf
Proteinebene erfolgte und das Ergebnis der Expressin IL-22-mRNA in der
Lungenkarzinomzelllinie A549 durch unsere Arbeitggpe nicht bestatigt werden
konnte (Kobold et al., 2013). Die oben genanntédleien IL-22-Spiegel im
Tumorgewebe sind daher nicht durch eine direkteediek aus Tumorzellen, sondern
héchstwahrscheinlich durch IL-2TIL begriindet. In diesem Zusammenhang sahen wir
in unseren Experimenten auch eine Reduktion d&HGehaltes in den Milzen
tumortragender Mause im Vergleich zur tumorfreiemtfoligruppe. Da die Milz ein
lymphatisches Organ darstellt, ware diese Beobaghdurch die Rekrutierung 1L-22
Immunzellen in das Tumorgewebe erklarbar. In humate@onkarzinomresektaten
identifizierten Kirchberger et al. hauptsachlich £ECD4™-T-Zellen als IL-22-Quelle.
Der Grof3teil davon war doppelpositiv fur IL-28d IL-17. Ein geringer Anteil der
IL-22%-Zellen exprimierte keine iiblichen Merkmale reifalllinien und war damit
maoglicherweise den ILC zugehdrig (Kirchberger et2013). Im murinen Bakterien-

induzierten Kolonkarzinom, waren die IL-2Zellen fast ausschlieRlich CDMICR -
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ILC (Kirchberger et al., 2013). In Gewebeproben egen- und auch
Pankreaskarzinomen wurden die erhohten Mengen-22 Huf intratumorale IL-22
CD4'-T-Zellen zuriickgefiihrt (Xu et al., 2014a; Zhuangle 2012). Bei Patienten mit
einem HCC oder Magenkarzinom wurden im Vergleiclhzar gesunden
Kontrollgruppe erhdhte zirkulierende Mengen an Fh2#d Th17-Zellen
nachgewiesen, die auch mit einer erhbhten Tumorpss@n korrelierten (Liu et al.,
2012; Qin et al., 2014).

Ubereinstimmend zeigten unsere Ergebnissen, dassaren Modellen nicht die
getesteten Tumorzellen, sondern Splenozyten ILr@8yzieren. In der Milz sind unter
anderem ILC, T-Zellen und verschiedene Antigengméisrende-Zellen (APC)
maogliche IL-22-Quellen (Cesta, 2006; Hey et al120Robinette et al., 2015). In einer
Voruntersuchung fanden wir einen Hinweis, dass #uirorzellkulturiiberstand,
sowohl in CD3- als auch CD3Zellen, zur Induktion von IL-22 fiihrt (Ergebnissieht
gezeigt). Dabei schlie3en die CE22llen unter anderem ILC (Walker et al., 2013) und
die CD3-Zellen vor allem T-Zellen ein. Interessanterwealseektierten wir in unseren
Tumorzellkulturiiberstand-stimulierten Splenozytdhken, neben IL-22, erh6hte
Mengen an IL-6, TNFe und IFN+. Alle genannten Zytokine kdnnen von Th17-Zellen
sezerniert werden und liefern damit einen Hinwarsdie moéglichen Beteiligung dieser

Zellentitat in unseren Versuchen (Duhen et al. 32Wblpe et al., 2009).

Requlation von IL-22 in Tumoren

Die Induktion von IL-22 im Tumorgewebe ist bisheukn erforscht. Wie von Jiang et
al. beschrieben, ist bekannt, dass das Tumormikeandes humanen Kolonkarzinoms
und des humanen HCC Zytokine wie IB;1L-6, IL-23 und TNFe bereitstellt. Somit
ist theoretisch die Grundlage fur die Differenziegwon Th17-Zellen sowie die
Induktion von IL-22 gegeben (Jiang et al., 201&ngiet al., 2013). Das
Tumormikromilieu ist allerdings ein Uberbegriff, rdgich aus Immunzellen,
Gefal3zellen, lymphatischen Endothelzellen, Fibrstiela Tumorzellen und weiteren
umliegenden Gewebezellen zusammensetzt (Sounhj 2043). Weder der
Induktionsmechanismus von IL-22 im Tumorgewebehndie Quelle der IL-22
Induktoren sind genauer bekannt. Wir konnten iselierorliegenden Arbeit zum ersten
Mal zeigen, dass sezernierte Molekile aus Tuma@azellleine bereits zu einer
signifikanten Induktion von IL-22 in Splenozyterhfén (Abschnitt 5.2.2). Wir

identifizierten durch unsere Neutralisationsversulth23 und IL-Ix als die
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Schlusselinduktoren der tumorinduzierten IL-22-&se. IL-6, das in verschiedenen
Zellen die IL-22-Synthese erhoht (Zheng et al.,2JQfhd lange Zeit als essenziell fur
die Differenzierung von Th17-Zellen galt (Dong, 800/anov et al., 2006; Veldhoen et
al., 2006), spielte in unserer tumorinduzierter2B-Sekretion keine Rolle. Zudem
wurde inzwischen in einem Modell mit ILZ6Mausen gezeigt, dass die Beteiligung von
IL-6 in der Th17-Zelldifferenzierung durch einendsbchuss an IL-1 ersetzt werden
kann (lkeda et al., 2014). ILaldas als IL-22-Induktor bisher kaum Beachtung fand
(Hernandez et al., 2015), war in unserer tumoriratten IL-22-Synthese
bedeutungsvoller als der verbreitet-charaktersidrt22-Induktor 1L-23 (Abschnitt
5.3.3). In diesen Versuchen wurde die IL-22-Se&retlurch eine Neutralisation von
IL-1a nahezu vollstéandig aufgehoben, wahrend sich dkeefien durch Anti-IL-23-
Antikodrper nur teilweise eingeschrankt zeigte. Eimggliche Erklarung kénnte eine
groRere Abhangigkeit von IL-23 gegenuber IL-1 smehls umgekehrt. In diesem
Zusammenhang wurde gezeigt, dass IL-23 den IL-lefter (IL-1R) hochreguliert
(Doisne et al., 2011). Dadurch kann die IL-1-vetetie IL-22-Synthese durch IL-23
sowohl direkt als auch indirekt gesteigert werdenGegenzug kann IL-1 in
bestimmten Modellen zur IL-23-Synthese fuhren uiné &lockade von IL-1R die
IL-23-Sekretion inhibieren (Harris et al., 2008¢{s2 Abschnitt 6.3.2). In diesem
Zusammenhang wurde bereits fur einige ILC-Frakimodemonstriert, dass der IL-1-
Rezeptor fur eine IL-23-induzierte IL-22-Produktiessenziell ist (Reynders et al.,
2011). Zusatzlich ist IL-1 in der Lage SOCS3, dambitor von STAT3, zu
supprimieren. Dadurch wird die IL-23-vermittelte SI3-Aktivierung, die auch zur
IL-22-Synthese fuhrt, durch IL-1 verlangert undstérkt (Basu et al., 2015).

6.3.2 Zellulare Quellen und Induktion von IL-1 und IL-23

IL-1 und IL-23 sind die bedeutsamsten IL-22-Indukto Beide Zytokine waren in
unseren mit Tumorzellkulturiberstand-stimuliertgre8ozytenkulturen positiv und in
diesem Modell fur die IL-22-Induktion hauptverantihch. IL-1p und IL-23 werden

vor allem durch Makrophagen, dendritische Zellearddonozyten gebildet (Apte et
al., 2006; Magri et al., 2014; Zhang et al., 20@¢ Synthese ist prinzipiell auch durch
epitheliale Zellen mdglich, im Fall von IL-23 sifetdoch nur Einzelfalle beschrieben
(Hastie et al., 1996; Macho-Fernandez et al., 200 Produktion von IL-&, sowie in
geringerem Ausmal3 auch II3;list dagegen nicht allein von Immunzellen abhéngig

sondern auch durch Epithelzellen, Keratinozyten viak® weitere Korperzellen
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beschrieben (Dinarello, 1996; Fini et al., 1994;rkivan et al., 2004). ILdund IL-18
liegen daher in umfangreichen Mengen in der Tumgelmng vor, die durch die
Zellen des Tumormikromilieus oder oft durch die igyaén Zellen selbst gebildet
werden (Apte et al., 2008; Jin et al., 1997; Sirggal., 2006; Zhuang et al., 2015). In
unabhangigen Studien zeigten bis zu 90 % der imgadrustkarzinomzellen eine
Expression von IL-f (Jin et al., 1997; Miller et al., 2009). Dartbéndus war IL-I in
einer Studie in allen getesteten invasiven Brubtijpeoben als auch in den benignen
Brustgewebeproben detektierbar (Miller et al., 200%iederholt wurde die Sekretion
von IL-1a oder der IL-ki-Gehalt als Korrelat von aggressiven Tumorzellplgren
diskutiert (Miller et al., 2009; Ricote et al., 2D(®inger et al., 2006). Ricote et al.
fanden in gesundem Prostatagewebe (n = 20p|latter kein IL-&. Umgekehrt wiesen
sie in Prostatakarzinomen mit hoh&teasonScore(n = 11) in 50 Prozent der Falle
IL-1a nach, jedoch nie IL{1(Ricote et al., 2004). Damit Ubereinstimmend diteten
wir mit Hilfe der Zytokinreihentestung im Uberstarainer epithelialer
Tumorzellkulturen und in Tumorzellkulturiberstaridrilierten Splenozytenkulturen
IL-1a, jedoch keine relevanten Mengen an B{Ergebnis nicht gezeigt). Die
Zytokinreihentestung, die wir als Screeningmetheidsetzten, erbrachte weitere
Hinweise bezuglich der Regulation von IL-22. Inmexn Tumorzellkulturtiberstand war
IL-1a nur in der 4T1-Kultur deutlich exprimiert. Vergtisweise zeigte LCCL1 eine
sehr geringe Expression (siehe Abbildung 20). &iesSplenozyten produzierten durch
die Stimulation mit LCCL1-Zellkulturiiberstand ILein grol3erem Umfang, das wir in
diesen Versuchen als Hauptinduktor der IL-22-Sysehdentifizierten. Demnach ist es
wahrscheinlich, dass abhéngig von der Tumorzedlimisatzlich noch bislang
unidentifizierte sezernierte Molekile aus den Tureten fir die IL-h-Induktion in

den Splenozyten verantwortlich sind. IL-23 war end/on uns tUberpruften
Tumorzelllinien am unteren Detektionslimit. Eindfealente Beurteilung hinsichtlich
einer tatsachlichen IL-23-Expression war mit dieSezst durch die Limitation des
semiquantitaven Verfahrens und schwach-positivgrelsirissen nicht moéglich.
Hinweise Uber die Synthese von IL-23 durch epithellTumorzelllinien sind bisher
nicht einschlagig beschrieben. Auch die genaueuakihghsmechanismen von IL-23
sind bisher nur unzureichend geklart. Allgemeinrkin23 durch unspezifische
infektiose oder entziindliche Stimuli induziert wendLyakh et al., 2008).
Interessanterweise demonstrierten Veroffentlichardgr letzten Jahre, dass IL-1 zur
Expression von IL-23 in Fibroblasten fuhrt (Liuadt, 2007; Zhang et al., 2005). Harris
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et al. konnten mit ihren Versuchen belegen, dasdlda-System auch die Bildung von
IL-23 in mononukledren Zellen des peripheren BI(RBMC) reguliert (Harris et al.,
2008). Die Stimulation miPepsin-trypsin digest of gliadifPTG) ode3-Glucan fuhrte
in diesen Zellen zur Sekretion von IL-23. Durch Amagonisierung von IL-1R wurde
die IL-23-Ausschittung dagegen vollkommen inhibiéxi3erdem erzielte die alleinige
Stimulation durch IL-§ bereits die Synthese von IL-23 durch PBMC (Haetial.,
2008). Diese Ergebnisse sind im Hinblick auf dieesgistischen Effekte von IL-1 und
IL-23 in der IL-22-Synthese von besonderem IntegeBsunserem Versuchen zeigte
sich die IL-22-Induktion durch neutralisierende Aht23-Antikdrper nur teilweise

und durch Anti-IL-i-Antikorper fast vollstandig inhibiert. Eine IL-1bh&ngige IL-23-
Induktion bietet damit einen Erklarungsansatz daféss IL-& in unseren Versuchen
die Schlusselfigur unter den Zytokinen spielte1tl,-das in einem weitaus geringeren
Umfang als IL-B erforscht wurde, wird in Hom@ostase von einer xaél von Zellen
konstitutiv exprimiert, jedoch kaum sezerniert (Apt al., 2008; Hacham et al., 2002).
Messbare IL-&-Konzentrationen in Korperflissigkeiten sind wahisalich oft auf
Zellschaden zurlckzufuhren (Voronov et al., 20D4¢s kann z. B. auch beim
nekrotischen Zerfall von Tumorzellen auftreten. N&ceisetzung kann ILelzur
Autoinduktion, als auch zur Induktion von I13-1ftihren, das unter homdostatischen
Bedingungen nicht nachweisbar ist (Apte et al.,.2®0acham et al., 2002). Ebenso ist
eine IL-lo-abhangige Induktion von TNé&-beschrieben, das wiederrum IB-ihduziert
(Apte et al., 2002).

IL-1a
IL.-22

7N\
Produzierende
Immunzelle

\ ) /’ L

Tumorzelle

—_— IL22

Abbildung 16: Tumorinduzierte Induktion von IL-22 i n Immunzellen mit IL-1 a als
Schlusselzytokin:Unsere Versuche weisen darauf hin, dass einige magthen direkt IL-1r
sezernieren. Losliche Tumor-produzierte Faktordmeii unter anderem zu einer Ik-$ekretion
aus Immunzellen. IL-d nimmt in diesem Szenario die Schlisselrolle esinduziert IL-22 direkt
und kann zur Induktion von IL-23 aus Immunzellehrén. Da selbst die kombinierte
Neutralisation von I-1a und IL-23 die Induktion von IL-22 in der Mehrzatér Versuche nicht
vollstandig unterbinden konnte, ist anzunehmens dash weitere, bislang nicht identifizierte
Signalmolekile in der IL-22-Induktion beteiligt din
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6.3.3 Biologie von IL-1a und IL-18

IL-1a und IL-1B binden beide an IL-1-Rezeptor-Typ-I (IL-1RI) und
IL-1-Rezeptor-Typ-II (IL-1RII). Typ-I ist der funkbnelle Signalrezeptor und aktiviert
eine Reihe von Transkriptionsfaktoren wie AP-1 itekB, wahrend Typ-Il
downstreankeine Aktivitat zeigt und dbermafiig produziertiesllabfangt (Boraschi et
al., 1996; Colotta et al., 1993; Wolf et al., 200L}1-Rezeptorantagonist (IL-1RA)
bindet an beide IL-1-Rezeptoren und ist ein natkidr Inhibitor von IL-& und IL-183.
Er findet bereits im medizinischen Bereich untendéamen Anakinra Anwendung
(Abschnitte 6.4.2.1). Durch die hohere AffinitatlkulRI, besitzt IL-Jo, in direkter
Konkurrenz zu IL-B, einen Vorteil im Bindungsverhalten (Boraschilet 5996;
Boraschi et al., 1990). Zusatzlich wirkt der ingaktiL-1-Rezeptor-Typ-Il vornehmlich
als Inhibitor von IL-B, da seine Affinitat gegeniber Ilaeringer ausgepragt ist
(Colotta et al., 1993).

In Homd@ostase ist IL{f1nicht messbar und wird beim gesunden Menschemnur
geringem Mal3e exprimiert (Apte et al., 2008; Dilare2011). Es wird durch
inflammatorische Prozesse induziert und erst d&mditung seiner Vorstufe aktiviert
sowie sezerniert (Apte et al., 2008). Im Verglaiezu wird IL-J in seinen
produzierenden Zellen konstitutiv exprimiert undsswonhl in seiner Vorstufe als auch
in seiner reifen Form biologisch aktiv (Apte et 2008). Dagegen wird es in einem
weitaus geringeren Umfang sezerniert und kommt @uafdteil intrazellular oder
membrangebunden vor (Apte et al., 2008; Wermah,e2@04). Durch die
unterschiedlichen Sekretionsmechanismen istdlptiysiologisch eher lokal und IL31

vermehrt systemisch wirksam.

Die Vorstufe von IL-& kann an IL-1RI binden, oder durch Translokatioml@m

Nukleus den Transkriptionsfaktor NdB aktivieren (Werman et al., 2004). Das Zielgen
von NF«B ist wiederum IL-& und fuhrt dadurch zu einer autokrinen l&-1

Stimulation (Imaizumi et al., 2000; Jiang, 2011}1l kann dementsprechend
intrazellular wirksam sein, ohne an seinen obdnflaben Rezeptor zu binden (Apte et
al., 2008; Werman et al., 2004). Normalerweise Ulheho und IL-1B tber die Bindung
an IL-1RI die gleiche Wirkung aus. Da differenzignb Effekte in der Zellrekrutierung
und Zytokininduktion durch IL-A und der Vorstufe von IL-d entdeckt wurden (Rider
et al., 2011), ist es bislang noch nicht eindebégtatigt, ob IL-& und seine Vorstufen
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ausnahmslos dieselben Signalstrukturen verwendpte (@ al., 2006; Rider et al.,
2011).

6.3.4 Bedeutung von IL-1 in Tumorerkrankungen

IL-1 ist ein stark wirksames pro-inflammatoriscl@ggokin. Es fuhrt zur Vasodilitation,
fordert die Infiltration von Entzindungszellen, igldgrt das angeborene Immunsysten
und induziert weitere pro-inflammatorische Zytokwmie 1L-6, 1L-8 und TNFe.. Durch
diese MalRBnahmen initiiert und unterhalt es die &mirngsreaktion im betroffenen
Gewebe (Apte et al., 2002, 2008; Dinarello, 19%&Me pro-tumorale Wirkung ist
schon seit Jahrzehnten bekannt (Giavazzi et @0)1% experimentellen Versuchen
erhohte es die Tumorproliferation, Metastasierumg) Angiogenese verschiedener
Tumorentitdten, wie zum Beispiel Lungen-, Brustd iankreaskrebs (Gemma et al.,
2001; Matsuo et al., 2009; Nozaki et al., 2000jdat al., 2002; Salven et al., 2002).
IL-1a, respektive seine Vorstufen, werden physiologiattazellular gespeichert und
bei Zellnekrose in grol3eren Mengen ausgeschittetidden hypoxischen Stress wird
die IL-1la-Expression vor dem Zelluntergang nochmals geste{gete et al., 2008;
Rider et al., 2011; Werman et al., 2004). Schnedlferierende Tumoren weisen oft
Nekrosen auf (Caruso et al., 2014). Durch die Eteisig von IL-& kdnnte die
Tumorprogression daher potenziell geférdert wer@me Uberexpression von
membranstandigem ILelist dagegen teilweise auch mit einer Reduktion der
Tumorigenitat assoziiert (Apte et al., 2006).

6.4 Das IL-22-System als Zielstruktur in der Tumortherapie

Das IL-22-System reprasentiert eine vielverspredbefielstruktur fir die
Krebstherapie. Um es von auf3en direkt zu reguljd@mn man den IL-22-Rezeptor
antagonisieren oder IL-22 neutralisieren. Au3ertbesteht die Moglichkeit, die
Induktion und die Signaltransduktion von IL-22 nhibieren, sowie Uber den
Chemokinrezeptor die Infiltration IL-22-produziedan Zellen zu beeinflussen (Sabat et
al., 2014). Eine grof3e Hirde in der heutigen Krek&mpfung ist die negative
Modulation des Abwehrsystems durch Zytostatika. &dscheidende Vorteil der
IL-22RA1-Rezeptorblockade oder IL-22-Neutralisatlmyt darin, dass Immunzellen
kein IL-22RA1 exprimieren (Wolk et al., 2002). Dareine solche Intervention wirde
das Immunsystem somit nicht direkt beeinflusst warda IL-20 und IL-24 ebenfalls
die IL-22RA1-Untereinheit verwenden kénnen unddiesen Zytokinen IL-22-&hnliche
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Wirkungen beobachtet wurden (He et al., 2010; &4 €2007), konnte sich die
Blockade des Rezeptors theoretisch als besondemngsvoll erweisen. Dabei ist
allerdings zu beachten, dass IL-24 auch eine nadgkgene anti-tumorale Wirkung
besitzt, die durch die Blockade ebenfalls beeittigt werden kénnte (Fisher et al.,
2003; Fisher et al., 2007; Ramesh et al., 2003nm2eh ware die Neutralisation von
IL-22 die sicherste, spezifischste und nebenwirkédngste Methode um pro-tumorale
Effekte von IL-22 zu inhibieren. Durch die Beteiigg von IL-22 in der Progression
und der Chemoresistenzentwicklung verschiedenezik@me, gilt die Neutralisation
von IL-22 als vielversprechende Einzel- und auclmikmationstherapie (Sabat et al.,
2014). Dies wurde bereits durch verschiedene exgerielle Versuche demonstriert
(Kirchberger et al., 2013; Kryczek et al., 2014)Mausversuchen fiuhrten IL-22-
neutralisierende Antikérper zu einem signifikanRiickgang des bakteriell-induzierten
Kolonkarzinomwachstums (Kirchberger et al., 20K3yczek et al. bestatigten dieses
Ergebnis in ihrem Mausmodell mit Zellsuspensiongs llumanem Darmkrebsgewebe
und verzeichneten durch die Neutralisation von 2.efhe verzdgerte
Tumorentwicklung, eine Reduktion der TumorgroRe eimé erhohte Uberlebensrate
der Versuchstiere (Kryczek et al., 2014). In Zusamschau der bisherigen Ergebnisse
kann von der Einzeltherapie kein kurativer Ansatzagtet werden. Vielmehr soll eine
Lebenszeitverlangerung mit Verbesserung der Lehetisét erzielt werden. Eine

entsprechende Validierung am Menschen steht aus.

6.4.1 Neutralisation von IL-23

IL-23 ist ein bekannter IL-22-Induktor und war aunlunseren Tumorversuchen in der
Induktion von IL-22 beteiligt. Bis auf wenige Ausmaen, wie Th1l-Zellen, spielt IL-23
in fast allen IL-22-produzierenden T-Zellen und Ie@e Rolle in der Differenzierung
und/oder Synthese von IL-22 (Buonocore et al., 2@i0c et al., 2009; Ghoreschi et
al., 2010; Rutz et al., 2013; Sutton et al., 208®)e selektive Neutralisation von IL-23,
Uber die IL-23-spezifische p19-Untereinheit, safleannach die I1L-22-Synthese in der
Mehrheit der IL-22-Zellen herabsetzen. Unabhéngig davon, besitz8liz«&satzlich
pro-tumorale Effekte, die zu einer erhohten Tunmdanz, Tumorwachstum und
Angiogenese beitragen (Langowski et al., 200623Lscheint dabei eine gré3ere Rolle
in der Tumorformation, als bei bereits etablieff@moren einzunehmen (Ngiow et al.,
2013). Neben der Enzyminduktion von beispielswii84P, wird die Wirkung auch

Uber eine Hemmung der Immuniberwachung (enghune surveillange
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bewerkstelligt. In diesem Zusammenhang wurde elsfamonstriert, dass IL-23 die
Infiltration von CD8-zytotoxischen-T-Zellen in das Tumorgewebe runtgrliert, die
anti-tumorale Effekte besitzen (Langowski et @DQ@&). Eine Neutralisation von IL-23
konnte demnach, zum einen Uber die Reduktion ve22liund zum anderen Uber die
direkte Inhibition der pro-tumoralen I1L-23 Wirkunggas Tumorwachstum
einschranken. IL-23 besitzt, neben der p19-Untltnaul3erdem eine gemeinsame
p40-Untereinheit mit IL-12. Anti-IL-12p40-Antikorpdinden daher an 1L-23 und
IL-12. Ustekinumab ist ein kommerziell erhaltlichenti-1L-12p40-Antikdrper, der
IL-23 und IL-12 neutralisiert und bisher nur zurtid@dlung der Psoriasis und Morbus
Crohn zugelassen ist. Da IL-12 fur die Differenaigg und Aktivitat von Thl- und NK-
Zellen von Bedeutung ist, kdnnte dieses Medikareerd effiziente Losung darstellen,
um ein besonders breites Spektrum an IL-22-proderzéeen Zellen zu regulieren (Sabat
et al., 2014; Trinchieri, 2003). Dabei gilt es jed@u beachten, dass Thl-Zellen eine
anti-tumorale Funktion aufweisen und IL-12 nachgmenermalien eine anti-tumorale
Wirkung vermittelt (Nastala et al., 1994; Trinchj&003). Die kombinierte
Neutralisation von IL-12 und IL-23 kénnte daher nigigerweise die Tumorinzidenz

von Plattenepithelkarzinomen férdern (Langley et2013).

Eine Neutralisation von IL-23, durch den oben getam klinisch-erprobten Antikérper
in Haut- und chronisch entzindlicher Darmerkrankwdye eine Mdglichkeit um auf

die IL-22-Achse Einfluss zu nehmen.

6.4.2 Blockade des IL-1-Systems

2010 veroffentlichte Charles Dinarello einen Fatkal mit dem Titel Why not treat
human cancer with interleukin-1 block&ig€Dinarello, 2010). Die in unserer Arbeit
erstmals beschriebene Assoziation von dLrdit der tumorinduzierten IL-22-Synthese,
unterstreicht weiter das Potenzial der IL-1-Neugedion in der Krebstherapie. Die
pro-tumoralen Effekte von IL-1 sind bereits vielfiadetailliert beschrieben (Gemma et
al., 2001; Matsuo et al., 2009; Nozaki et al., 2088ijo et al., 2002; Salven et al.,
2002). Neben der erheblichen Reduktion des pro-tal®o IL-22, die wir in unseren
murinen Versuchen belegten, wiirde die IL-1-Inhdntauch gleichzeitig die
pro-tumorale IL-1 Wirkung verhindern. Zudem kannlllauch die IL-23-Induktion
regulieren. Die Blockade des IL-1-Systems wirdeisdrma IL-1- und IL-23-induzierte

IL-22-Synthese vermindern, als auch die pro-tuneoYélirkung von IL-1, IL-22 und
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IL-23.

IL-10 und IL-18 kbnnen zu diesem Zweck direkt neutralisiert, adex Wirkung
indirekt via Rezeptorblockade gehemmt werden. Dezlade von IL-1 durch die
Antagonisierung des Rezeptors, ist in inflammatbesn Erkrankungen seit langem im
menschlichen Korper erprobt und bietet eine guterifglichkeit. Obwohl die Therapie
immunmodulierend wirkt, sollen opportunistischeektionen nicht begunstigt werden.
Bakterielle Infektionen treten jedoch, wie bei allemmunsuppressiv-wirkenden

Biologika, mit einer erhéhten Inzidenz auf (Dindwedt al., 2012).

6.4.2.1 Antagonisierung des IL-1-Rezeptors

Anakinra ist ein rekombinanter IL-1-Rezeptorantagpmer seit 2001 in den USA zur
Behandlung der rheumatoiden Arthritis zugelassefDimarello et al., 2012).

Eine Uberexpression von ILeJkorreliert mit einer schlechteren Uberlebensrate b
Patienten mit einem duktalen Adenokarzinom des reask(PDAC) (Ling et al., 2012;
Melisi et al., 2009). In diesem Zusammenhang hatherang et al. herausgefunden,
dass Anakinra das Tumorwachstum von verschiedeB&CFZellen sowohin-vitro,
als auchn-vivo reduzierte (Zhuang et al., 2015). Der Effekt wuadédie Hemmung
von NF«B, downstreandes inhibierten IL-&, zurlickgefiihrt. In unseren Versuchen
fuhrte der Tumorzellkulturiberstand von PancO2né&dks eine PDAC-Zelllinie, auch
zu einer Induktion von IL-22 in Splenozyten (Ergeise nicht gezeigt). Das IL-22
wurde dabei vermutlich ebenfalls durch Ik-thduziert. Die von Zhuang et al.
beschriebene Tumorreduktion ist daher méglichemvaisch auf eine indirekte
Hemmung von IL-22 zurtickzuflhren. Derzeit befinderh klinische Phase I- und
Phase II-Studien in der Rekrutierungsphase, unkiekt von Anakinra auf
Krebspatienten zu untersuchen (www.clinicaltriadg;gNCT02550327, NCT01624766,
NCT02090101).

6.4.2.2 Neutralisation von IL-1a

Anders als durch die Rezeptorblockade, kann duieiNdutralisation die Wirkung von
IL-1a spezifisch gehemmt werden. Bedingt durch ihrergoteedlichen Sekretions-
mechanismen, wirkt IL-d vornehmlich lokal und IL-f systemisch (Dinarello et al.,
2012). Von diesem Aspekt wére die Neutralisation delo daher mit weniger
Nebenwirkungen verbunden und wirde auch einedlindluzierte IL-B-Sekretion
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verhindern. In einer klinischen Phase-I-Studie veupdreits die Sicherheit und
Tolerierbarkeit eines humanen Anti-lleAntikorpers ohne dosislimitierende Toxizitat
festgestellt, sowie Hinweise auf eine VerlangsamaergProgression in
therapierefraktarem fortgeschrittenen Tumorleideobachtet (Hong et al., 2014). Der
Antikorper kommt inzwischen unter dem Namen MABpZiner klinischen
Phase-11I-Studie zum metastasierten kolorektalerzikam zum Einsatz
(www.clinicaltrials.gov; NCT01767857Xiel dieser Studie ist eine Lebensverlangerung
der Patienten und Linderung der tumorassoziiertenpomatik. Im Gegensatz zu
derzeitigen Therapeutika, die durch ihre hohe @siltitat oft nur intervallweise
angewendet werden konnen, soll MABp1, wie in ekimischen Phase-I-Studie
beschrieben (Hong et al., 2014), eine bessereagithkeit aufweisen
(www.clinicaltrials.gov; NCT01767857). ILelist in den meisten epithelialen
Tumorzellen enthalten (Dinarello et al., 2012). gasitiver Abschluss der Studie ware
daher auch fur andere Karzinomentitaten interes3aotzdem gilt gerade die Auswahl
des kolorektalen Karzinoms in dieser Studie aldhbbmteressant, da IL-22 in
Darmkrebs mitunter am besten erforscht ist undedid®gunstigt (Djaldetti et al., 2014;
Huber et al., 2012; Jiang et al., 2013; Kirchbergaal., 2013; Koltsova et al., 2014;
Kryczek et al., 2014; Song et al., 2015). Unsemndiversuche belegten eine l-1
abhangige IL-22-Induktion. Sollte diese Studie nAblschluss einen Uberlebensvorteil
der Patienten durch die Neutralisation von tLelemonstrieren, wére es von
wissenschatftlichem Interesse, ob und welcher Adtdiei auf die Inhibition der IL-22-
Synthese entfallt.

6.5 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnigsarsen aus murinen Versuchen
und dienen in erster Linie der weiteren Forschuagzaundlage. Am Ende mussen
weitere Untersuchungen klaren, inwieweit diese Binggse auf den Menschen
Ubertragbar sind. In diesem Zusammenhang gilt [lal28%sielversprechende
Zielstruktur der Tumortherapie (Lim et al., 2014p&t et al., 2014). Die Durchfiihrung
einer klinischen Studie zur Beurteilung der Effeitéit einer anti-tumoralen Therapie,
durch die Inhibition des IL-22-Systems, wurde gigedoch nicht durchgefihrt. Die
gesammelten experimentellen Ergebnisse der lefztieren, die auf eine
Tumorreduktion durch die Neutralisation von IL-22murinen Versuchen hinweisen

(Kirchberger et al., 2013; Kryczek et al., 2014wge der Bedarf neuer
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Therapieansatze, die nicht zu einer Einschrankesgrdmunsystem fithren und damit
auch die Lebensqualitat verbessern, zeigt die Nudwg&eit der Translation der

Versuche auf das humane System.

Weitere Therapiemdglichkeiten, die einen Einflussdie Regulation von IL-22
besitzen und damit auch zu einer Tumorreduktiomefifkdnnten, bieten weitere
erfolgsversprechende Ansatze. Dazu zahlt insbeseridda, das in unseren
Tumorversuchen als Hauptregulator der IL-22-Syrdlveiskte und derzeit in einer

Phase-IlI-Studie zur Behandlung des fortgeschett¢olonkarzinoms erprobt wird.
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7 Abkurzungsverzeichnis

A

AHR
AP-1
APS

BCL
BD
Bp
BSA

CDNA
CD
CXCL

ddH,O
DMEM
DNA

ELISA

ELR"

F

FBS
FOLFOX

G-CSF

Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor
Aktivator-Protein-1

Ammoniumperoxodisulsat

B-cell ymphoma sequence
B-Defensin
Basenpaare

Rinderserumalbumin

Komplementare Desoxyribonukleinsdure
Cluster of differentiation
CXC-moti-Chemokin-Ligand

doppeldestilliertes Wasser
Dulbecco’s Modified Eagle’s medium

Desoxyribonukleinsaure

Enzyme-linked immunosorbent assay

Positive geladene Glu-Leu-Arg-Sequenz

Fetales Rinder-Serum

Folsaure, Fluorouracil und Oxaliplatin

Granulocyte colony-stimulating factor
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HCC
HRP

JAK

Lti

MAPK
MCL
MMP
MRNA
MyD88

NCR
NF-«B

NKT

I

IL

IL-1R
IL-1RI
IL-1RII
IL-1RA
IL-10RB
IL-22BP
IL-22RA1
ILC

IFN

Hepatozellulares Karzinom

Meerrettichperoxidase

Januskinase

Lymphoid tissue inducer

Mitogen-activated proteinkinase
Myeloid cell leukemia sequence
Matrix-Metalloproteinasen
Boten-RNA (messengeRNA)

Myeloid differentiation primary response geB@

Natural cytotoxicity triggering receptor

Nuclear factor kappa light chain enhancer of acted
B-cells

Naturliche Killer-T-Zelle

Interleukin

IL-1-Rezeptor
IL-1-Rezeptor-Typ-I
IL-1-Rezeptor-Typ-Il

IL-1 Rezeptorantagonist
Interleukin-10-Rezeptof-
IL-22-binding-Protein
Interleukin-22 Rezeptard
Innatelymphoidcells

Interferon
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PBS
PCR
p-STAT

PTG

RNA
ROR/T
RPMI
RT-PCR

SDS
SOCS3
STAT

TBS-T
TGF
TH
TIL
TNF
Tyk

VEGF

Phosphate-buffered saline
Polymerase chain reaction

Phosphoryliertesignal transducer and activator of
transcription

Pepsin-trypsin digest of gliadin

Ribonukleinsaure
Retinoic acid receptor-related orphan recepidr
Roswell Park Memorial Institute 1640 medium

Reverse transcriptase polymerase chain reaction

Natrium-Dodecylsulphat
Suppressor of cytokine signaling 3

Signal transducer and activator of transcription

TRIS-buffered salinéFween
Transformierender Wachstumsfaktor
T-Helfer

Tumor-infiltrierende Leukozyten
Tumornekrosefaktor

Tyrosinkinase

Vascular endothelial growth factor
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