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Zusammenfassung

Interleukin-22 (IL-22) wird von verschiedenen Immunzellen ausgeschuttet und wirkt
ausschlief3lich auf IL-22 Rezeptor (IL-22-R1) positive nicht-hdmatopoetische Zellen. In
mehreren retrospektiven Studien konnte eine positive Korrelation von IL-22-Expression in
Immunzellen mit der Prognose von Tumorerkrankungen festgestellt werden. Der
Mechanismus, welcher zu einer IL-22-Produktion im Tumorgewebe fiihrt ist bis heute noch
nicht identifiziert worden. In der vorliegenden Arbeit wurden daher murine Splenozyten und
humane PBMCs von gesunden Donoren mit Uberstanden von verschiedenen murinen und
humanen Brust- und Lungentumorzellen kultiviert. Die IL-22-, IL-17- und IFN-y-Produktion
wurde mittels ELISA und spezifische Immunzell-Populationen mittels Durchflusszytometrie
analysiert. FUr in-vivo-Experimente wurden Mausen subkutane Tumore mit Zellen der
murinen Brustkrebszelllinie 4T1 und der murinen Lungenkrebszelllinie Line-1 induziert.
Primares Lungentumorgewebe von Patienten wurde mittels Durchflusszytometrie und ELISA

analysiert.

Die Untersuchungen zeigen, dass murine und humane Brust- und Lungentumorzellen die
Sekretion von IL-22 durch Immunzellen Uber I6sliche Faktoren induzieren kdnnen. Dabei war
die IL-22-Induktion in der Maus von IL-1a und in humanen Zellen von IL-13, sowie von der
Aktivitat der beiden Transkriptionsfaktoren AhR und RORyt abhéngig. Uber IL-1a bzw. IL-1B
konnte eine IL-22-Sekretion durch Zellen eines gemischten T-Helfer-Phanotyps, bestehend
aus Th1-, Th17- und Th22-Zellen, induziert werden. Die Existenz dieser
IL-22-produzierenden Zellpopulationen konnte in primarem Lungentumorgewebe (n = 15)

bestatigt werden.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit einen zuvor unbekannten Mechanismus
Uber den Tumorzellen IL-22 in Abhangigkeit von IL-1a bzw. IL-1B direkt von CD4" T-Zellen
induzieren kénnen. Diese Befunde klaren die Regulation von IL-22 in der Tumorumgebung
weiter auf. Sie kénnten die Basis fur zukiinftige IL-22-gerichtete therapeutische Malnahmen

darstellen.

VI



Summary

Interleukin-22 (IL-22) is expressed by different immune cells and acts exclusively on IL-22
receptor (IL-22R-1) positive epithelial cells. IL-22 expression in immune cells correlates with
tumor progression in almost all cancer entities analyzed so far. However, the mechanism,
which leads to IL-22 production in different cancer entities, has not yet been identified. In this
study, murine splenocytes or human PBMCs from healthy donors were stimulated with
supernatants of different murine and human breast and lung cancer cells. IL-22, IL-17 and
IFN-y production was analyzed by ELISA and specific immune cell populations by flow
cytometry. Subcutaneous tumors induced with the murine breast cancer cell line 4T1 or the
murine lung cancer cell line Line-1 were studied for in vivo effects. Primary lung cancer

tissue from patients was analyzed by flow cytometry and ELISA.

This study showed that soluble factors of murine and human breast and lung cancer cells
can induce IL-22 secretion from immune cells. IL-1a in mice and IL-1B in human samples
were the main mediators of IL-22 induction, which was dependent on the activity of the
transcription factors AhR and RORyt. IL-1a or IL-1B could induce IL-22 secretion in a mixed
CD4-T helper population consisting of Th1, Th17 and Th22 cells. In primary lung cancer
samples (n = 15) similar IL-22 producing immune cell populations could be found, consistent

with the in vitro results.

Taken together this thesis reveals a previously unknown mechanism by which tumor cells
induce IL-22 secretion from CD4" T cells in an IL-1a or IL-1B, respectively, dependent
manner. These results provide insights into IL-22 regulation in the tumor environment and

may provide the rationale for future IL-22-directed therapeutic interventions.

VI



1 Einleitung
1.1 Bildung und Signaltransduktion von Interleukin-22 (IL-22)

1.1.1 Zellulare Quellen von IL-22

Zytokine gehdren zu einer Gruppe kleiner Proteine (5 bis 20 kDa), die in der
Signalweiterleitung zwischen Immunzellen involviert sind. Sie spielen eine essenzielle Rolle
in der Zellproliferation, Differenzierung und Mobilitat, sowie in der Abwehr gegen pathogene
und maligne Zellen. Interleukin-22 (IL-22) ist ein Mitglied der Interleukin-10-Zytokinfamilie
und nimmt eine kritische Rolle in der Modulation von Gewebeantworten wahrend der
Inflammation ein (Wolk et al., 2010). Zur IL-10-Familie gehéren neben IL-22 auch IL-10,
IL-19, IL-20, IL-24, IL-26, IL-28 a und B, sowie IL-29 (Ouyang et al., 2011). IL-22 wurde
erstmals 2000, als ein sezerniertes a-helikales Protein in IL-9 stimulierten murinen BW5147
T-Lymphom-Zelllinien und Concanavalin A aktivierten Splenozyten beschrieben (Dumoutier
et al., 2000).

IL-22 wird von verschiedenen Lymphozytenpopulationen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems produziert. Darunter sind T-Zellen und deren T-Helfer-Zell (Th) Subgruppen

(Th1, Th17, Th22, yd T-Zellen), sowie Naturliche Killer (NK) -Zellen, lymphoid tissue-inducer
(LTi) Zellen und LTi-like Zellen, wichtige Quellen von IL-22 (Zenewicz and Flavell 2011). Die
Ausschittung des Zytokins ist auf Leukozyten beschrankt, wahrend dessen Rezeptor

ausschlief3lich auf Epithelzellen exprimiert wird (Liang et al., 2006).

Die Produktion von IL-22 durch angeborene und adaptive lymphoide Zellen spielt in der
Immunabwehr des Wirts gegen Hefen und Bakterien an den Kérperbarrieren in Haut, Lunge
und intestinalem Trakt eine wichtige Rolle (Basu et al., 2012). AuRerdem ist es in die
Gewebehomdostase, Gewebereparatur und Wundheilung involviert. Die Funktion von IL-22
ist daher vom Kontext seiner Induktion, sowie von dessen Lokalisation abhangig (Rutz et al.,
2013).

Die erste identifizierte IL-22-produzierende T-Zell-Subpopulation, waren Th1 Zellen. Diese
differenzieren in Gegenwart von IL-12, sowie in Abhangigkeit von T-bet und dem signal
transducer and activator of transcription (STAT4) und exprimieren das Effektorzytokin IFN-y
(Szabo et al., 2000). In humanem peripherem Blut sind Th1 Zellen eine der
Hauptproduzenten von IL-22, wahrend sie in der Maus nur wenig IL-22 ausschutten (Wolk et

al., 2002). In humanen Th1 Zellen kann IL-12 direkt oder synergistisch mit IL-18 eine starke



IL-22-Produktion induzieren (Gurney 2004). Wahrenddessen kdnnen IL-12 und IL-23 die

IL-22-Expression in murinen Th1 Zellen férdern (Behrends et al., 2013).

In der Maus sind Th17 Zellen, welche IL-17A und IL-17F produzieren, die Hauptquelle von
IL-22 (Liang et al., 2006). In humanem peripherem Blut co-exprimieren dahingegen nur 10
bis 18 % der IL-22-produzierenden CD4" T-Zellen auch IL-17 (Duhen et al., 2009). Durch
Stimulation mit IL-18, IL-6, und transforming growth factor 3 (TGFB) kénnen sich naive
T-Zellen zu IL-17 produzierenden Th17 Zellen ausdifferenzieren (lvanov et al., 2006, Yang et
al., 2008b). IL-21 und IL-23 kénnen deren Differenzierung weiterhin férdern und erhalten
(Witte et al., 2010). Mit Ausnahme von TGFf und IL-21 fordern alle genannten Zytokine die
IL-22-Expression von T-Zellen (Zheng et al., 2007, Rutz et al., 2013, lkeda et al., 2014). Fir
die Th17 Differenzierung sind in Maus und Mensch der Transkriptionsfaktor retinoic acid-
related orphan receptor yt (RORyt) notwendig (Ilvanov et al., 2006, Manel et al., 2008, Yang
et al., 2008a, Crome et al., 2010). Die IL-22-Expression wird hauptsachlich Gber den
Transkriptionsfaktor Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR) gesteuert (Veldhoen et al., 2008). Des
Weiteren férdert die Notch-Signalweiterleitung in Mausen die Expression von endogenen
AhR-Liganden, welche zu einer verstarkten IL-22 Antwort fiihren (Alam et al., 2010). Uber
die Stimulation mit IL-6, IL-23 und IL-1 kédnnen in vitro IL-17 und IL-22-produzierende Th17

Zellen generiert werden (Ghoreschi et al., 2010).

Die Mehrzahl der IL-22-produzierenden Th-Zellen in humanem peripherem Blut exprimieren
weder IL-17 noch IFNy. Diese neu beschriebene Th-Subpopulation ,Th22* exprimiert kein
T-bet und nur eine geringe Menge an RORyt (Duhen et al., 2009, Trifari et al., 2009). Uber
eine Stimulation mit IL-6 und TNFa kénnen sich Th22 Zellen differenzieren und tber

Vitamin D kann deren IL-22-Produktion noch weiter erhdéht werden (Fujita et al., 2009). Wie
schon bei Th17 Zellen beschrieben, ist der AhR ein wichtiger Transkriptionsfaktor fir die
Expression von IL-22 (Trifari et al., 2009). Ex vivo Studien konnten in der Maus eine &hnliche
Zellpopulation beschreiben, welche ausgehend von CD4" T-Zellen (iber IL-6 Stimulation in
Abwesenheit von TGFB und in Abhangigkeit des AhR, viel IL-22 und kein IL-17 produziert
(Basu et al., 2012). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass IL-21 die Differenzierung von
CD4" T-Zellen, welche IL-22 aber kein IL-17 produzieren in Abhangigkeit des AhR induzieren
kann. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass AhR, RORyt und STAT3 bei der

Differenzierung zu Th22 Zellen eine wichtige Rolle spielen (Yeste et al., 2014).

AuRerdem konnten Subpopulationen von CD8" T-Zellen beschrieben werden, welche
entweder IL-17 und IL-22 (Tc17) oder nur IL-22 (Tc22) exprimieren. Die Differenzierung von

naiven humanen CD8" T-Zellen in Tc22 Zellen kann durch IL-21 induziert werden, welches



die Phosphorylierung von STAT1, 3 und 5 bewirkt und somit die IL-22-Expression férdert.
Wiederum hemmt TGFf die IL-22-Expression, induziert aber gleichzeitig die IL-17 Sekretion
von Tc22 Zellen (Liu et al., 2011). Es konnte gezeigt werden, dass die Differenzierung von
murinen Tc17 Zellen, ahnlich den Th17 Zellen tber IL-6, IL-1B, TGFB und IL-21 gesteuert
wird. Letzteres aktiviert die Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT4. Die IL-22-Expression
wird Uber IL-6 und IL-23 induziert und ist von STAT1 und STAT4 abhangig (Ciric et al., 2009,
Hayes et al., 2014). Tc17 und Tc22 Zellen sind in der Haut von Psoriasis Patienten stark in
ihrer Frequenz erhéht und tragen zur Pathogenese dieser Erkrankung bei (Res et al., 2010,
Eysteinsdottir et al., 2013).

Kirzlich wurden innate T-Zell Populationen als IL-22-Produzenten identifiziert. Darunter y&
T-Zellen, eine Untergruppe von T-Zellen welche den yd-TCR exprimieren (Ness-
Schwickerath et al., 2010). Im Gegensatz zu konventionellen CD4" T-Zellen exprimieren
diese den IL-23 Rezeptor (IL-23R) konstitutiv und kdnnen sofort auf eine IL-23 Stimulation
mit Expression von IL-17A und IL-22 reagieren (Martin et al., 2009). Durch Stimulation mit
IL-1B und IL-23 kénnen y& T-Zellen in Mausen ohne Beteiligung des T-Zell Rezeptors IL-17,
IL-21 und IL-22 ausschitten und exprimieren den Transkriptionsfaktor RORyt (Sutton et al.,
2009). Ahnlich den Th17 und Th22 Zellen ist der AhR ein wichtiger Transkriptionsfaktor fiir
IL-22, nicht aber fur IL-17A (Martin et al., 2009). IL-22 exprimierende yd T-Zellen sind
hauptséachlich in der pulmonalen Immunantwort wichtig (Simonian et al., 2010). Im Menschen
konnten IL-17 (Tyd17) und IL-22 (Tyd22) sezernierende yd T-Zellpopulationen identifiziert
werden. IL-1p3, IL-23, und TFG sind fiir die Differenzierung zu y® T-Zellen notwendig (Ness-
Schwickerath et al., 2010). Des Weiteren konnte vor kurzem eine neue Subpopulation an
IL-17 und IL-22-produzierenden CD3"CD4°CD8 Sca1’IL-23R*"RORyt" tissue resident Zellen
beschrieben werden. Diese exprimieren beide Zytokine in Abhangigkeit von IL-23 an der

Schnittstelle zwischen Knochen und Sehnen (Sherlock et al., 2012).

Eine weitere T-Zell-Subpopulation des angeborenen Immunsystems sind NKT-Zellen,
welche Rezeptoren von NK- und T-Zellen exprimieren, sowie IL-17 und IL-22 produzieren
kénnen. Der Transkriptionsfaktor T-bet reguliert die terminale Reifung und Homdostase der
NKT Zellen (Townsend et al., 2004). Nach Isolation von NKT Zellen aus Splenozyten und
deren in vitro Stimulation mit CD3, CD3 und IL-2 oder CD3 und CD28 schiitten diese IL-17
und IL-22 aus. Zugabe von IL-6 und TGF- zu CD3 und CD28 stimulierten Splenozyten
reduziert die IL-22 nicht aber die IL-17 Expression (Goto et al., 2009). In RORyt" NK1.1°
invarianten NKT (iNKT) Zellen konnte gezeigt werden, dass in Folge einer IL-13 und IL-23
Stimulation IL-17 und IL-22 produziert werden, wobei dies von der TCR-CD1d Interaktion
abhangig war (Doisne et al., 2011). Werden humane iNKT Zellen mit IL-1f und IL-23



stimuliert, schitten diese IL-17 und IL-22 aus. Die IL-22 aber nicht die IL-17 Expression ist

vom Transkriptionsfaktor AhR abhangig (Moreira-Teixeira et al., 2011).

Innate lymphoide Zellen (ILCs) sind die Hauptproduzenten von IL-22 im intestinalen Trakt.
Diese heterogene Familie umfasst Zellen des angeborenen Immunsystems, die
morphologisch Lymphozyten ahnlich sind, aber keine antigenspezifischen Rezeptoren
tragen. ILCs werden nach ihrer Fahigkeit Th1, Th2 oder Th17-Zell assoziierte Zytokine zu
produzieren, sowie nach der Expression von Schlissel-Transkriptionsfaktoren, in ILC
Gruppe 1 bis 3 eingeteilt (Walker et al., 2013). NK-Zellen (NK1.1%, NKp46*, CD127", RORyt)
werden der ILC Gruppe 1 zugeordnet. lhre Differenzierung ist von den Transkriptionsfaktoren
T-bet und Esodermin (EOMES) abhangig (Townsend et al., 2004, Gordon et al., 2012). Aus
Blut isolierte humane NK-Zellen kdnnen uber eine IL-12 Stimulation IL-22 exprimieren (Wolk
et al., 2002). Des Weiteren kénnen IL-12, IL-18 und IL-23 die IL-22-Sekretion aus NK-Zellen
in der Maus férdern (Zenewicz et al., 2008, Guo and Topham 2010). Humane immature
NK-Zellen (iNK-Zellen) exprimieren den IL-1 Rezeptor-1 und aktivieren tber eine IL-13
Stimulation den AhR, welcher fir eine IL-22 Ausschittung aus diesen Zellen notwendig ist
(Hughes et al., 2010). ILCs der Gruppe 3 (ILC3) kdnnen nach ihrer Funktion in LTi und
LTi-like Zellen eingeteilt werden. LTi-like ILC3 bestehen wiederum aus Untergruppen,
darunter natural cytotoxicity triggering receptor negative (NCR") und NCR" (auch unter dem
Namen NK22-Zellen bekannt) Zellen. LTi Zellen sezernieren IL-17 und IL-22, NCR" (Nkp46™)
ILC3 ausschlieBlich IL-22 und NCR™ (Nkp467) ILC3 IL-22, IL-17 und IFNy. Humane NCR’
ILC3 kdnnen kein IL-22 ausschutten (Rankin et al., 2013, Spits et al., 2013). Die
Differenzierung der IL-22 und IL-17 produzierenden Gruppe 3 ILCs ist von RORyt abhangig
und IL-22 kann Uber IL-23 induziert werden (Takatori et al., 2009, Sonnenberg et al., 2011b,
Qiu et al., 2012, Glatzer et al., 2013, Lee et al., 2013, Ward and Umetsu 2014). Im Fall der
ILC3 NCR' ILCs ist eine IL-22 Ausschittung weiterhin Uber eine Stimulation mit IL-1a
beschrieben (Hernandez et al., 2015). Humane NCR" und murine NCR™ ILC3 kénnen IL-22
durch Stimulation mit IL-1p ausschutten (Cella et al., 2010, Tang et al., 2011, Glatzer et al.,
2013, Lee et al., 2013). Die Expansion und das Uberleben der murinen LTi und NCR" ILC3,
sowie die Expression von IL-22 in allen ILC3 scheint von AhR abhangig zu sein (Kiss et al.,
2011, Qiu et al., 2012).

In einer durch Natrium-Dextransulfat ausgel6ste Kolitis, werden Neutrophile (CD11b", Ly6G")
angelockt, welche IL-22 freisetzen kénnen. Dieser Prozess wird durch IL-23, sowie den

Transkriptionsfaktor RORyt reguliert und durch TNFa weiter verstarkt (Zindl et al., 2013).



Dendritische Zellen (DC) kdnnen IL-22 in der frGhen Phase der Wirtsabwehr, wahrend einer
C. rodentium Infektion in Mausen, exprimieren. Diese Expression ist IL-23 abhangig und
konnte auch in humanen DCs nachgewiesen werden (Zheng et al., 2008). Bei akuter Kolitis
waren DCs die Hauptquelle von IL-22, welche Uber Toll-like-Rezeptor (TLR) Liganden und
IL-23 aktiviert wurden (Pickert et al., 2009). Intra-renale DCs und Makrophagen konnten in
einer Arbeit als Hauptquelle fur IL-22 identifiziert werden (Kulkarni et al., 2014). AuRerdem
konnten humane und murine alveolare Makophagen Uber eine IL-23 Stimulation IL-22
ausschutten (Hansson et al., 2013). In Patienten mit rheumatoider Arthritis waren auch

Fibroblasten in der Lage IL-22 zu produzieren (Ikeuchi et al., 2005).

Retinoic acid (RA) ist in der Lage die IL-22-Expression zu regulieren, welches von yd
T-Zellen und innaten lymphoiden Zellen wahrend intestinaler Entzindungen ausgeschuttet
wird. RA erhdht in vitro die IL-22-Produktion nach Stimulation mit IL-13 oder IL-18 und IL-23.
Es konnte gezeigt werden, dass RA an dessen Rezeptor bindet, welcher sich wiederum an
den IL-22 Promotor anlagern kann und so die IL-22-Expression in y& T-Zellen fordert (Mielke
etal., 2013).

In nachfolgender Tabelle 1 sind die wichtigsten zellularen Quellen von IL-22 mit den
dazugehorigen Transkriptionsfaktoren, sowie die zur Induktion bendétigten Zytokine

zusammengefasst.

Tabelle 1: Zelluldre Quellen von IL-22 in Mensch und Maus

Zell-spezifische TF zur IL-22- Zytokine zur Induktion
Zelltyp Spezies
TFs Produktion der IL-22-Produktion
IL-12, IL-23
T-bet, STAT4 Maus
(Behrends et al., 2013)
Th1 (Szabo et al., 2000), nicht bekannt
IL-12, IL-18
(Wolk et al., 2002) Human
(Gurney 2004)
AhR, Notch
RORyt
(Veldhoen et al.,
(lvanov et al., 2006) Maus
2008), IL-1B, IL-6, IL-23
(Yang et al., 2008)
Th17 (Alam et al., 2010) (Zheng et al., 2007),
RORyt AhR (Ikeda et al., 2014)

(Manel et al., 2008) (Veldhoen et al., Human

(Crome et al., 2010), 2008)




IL-6, IL-21

AhR, RORyt, STAT3 AhR (Basu et al., 2012) Maus
Th22 (Yeste et al., 2014) (Trifari et al., 2009), (Yeste et al., 2014)
(Basu et al., 2012) TNFa, IL-6
nicht bekannt ~ Human
(Fujita et al., 2009)
STAT1, STAT4 STAT1, STAT4 IL-6, IL-23 M
aus
Te17 (Ciric et al., 2009) (Ciric et al., 2009) (Ciric et al., 2009)
nicht bekannt Human
nicht bekannt Maus
Tc22 STAT1,3und 5 STAT1, 3,5 IL-21
Human
(Liu et al., 2011). (Liu et al., 2011) (Liu et al., 2011)
AhR IL-1B, IL-23
Maus
yoT (Martin et al., 2009) (Sutton et al., 2009)
nicht bekannt
Zellen IL-23
nicht bekannt Human
(Sherlock et al., 2012)
CD3, CD28, IL-2, IL-1B,
nicht bekannt IL-23 Maus
T-bet
(Goto et al., 2009)
NKT (Townsend et al.,
AhR IL-18, IL-23
2004)
(Moreira-Teixeira et (Moreira-Teixeira et al., | Human
al., 2011) 2011)
IL-12, IL-18, IL-23
T-bet, EOMES (Zenewicz et al., 2008),
nicht bekannt Maus
NK (Gordon et al., 2012) (Guo and Topham et al.,
2010)
Zellen
T-bet
AhR IL-1B, IL-12
(Townsend et al., Human
(Hughes et al., 2010) (Wolk et al., 2002)
2004)
RORyt, AhR
IL-23
(Glatzer et al.,
(Ward and Umetsu, Maus
2013),
+ AhR 2014)
NCR (Lee et al., 2012)
(Qiu et al., 2011)
ILC3 _ IL-18, IL-23
(Kiss et al., 2011)
RORyt (Cella et al., 2010),
Human

(Glatzer et al., 2013)

(Cella et al., 2009),
(Tang et al., 2011)




IL-1a, IL-1B, IL-23

NCR’ RORyt AhR
_ (Hernandez et al., Maus
ILC3 (Lee et al., 2013) (Qiu et al., 2011)
2015), (Lee et al., 2013)
IL-23
RORyt, AhR AhR (Takatori et al., 2009), v
aus
LTi (Qiu et al., 2011) (Qiu et al., 2011) (Sonnenberg et al.,
Zellen 2011)
RORyt IL-23
nicht bekannt Human
(Crellin et al., 2010) Crellin et al., 2010
Neutro- Gfi-1 RORyt IL-23, TNFa M
aus
phile (Zindl et al., 2013) (Zindl et al., 2013) (Zindl et al., 2013)
IL-23 Maus
DCs nicht bekannt nicht bekannt
(Hansson et al., 2013). | Human

1.1.2 Die Signaltransduktion von IL-22

IL-22 wird hauptsachlich von Immunzellen sezerniert, sein Rezeptor wird aber selektiv auf

epithelialen Zellen, nicht-hematopoietischen Ursprungs exprimiert (Wolk et al., 2002). IL-22

vermittelt seine zellularen Effekte lGber einen heterodimeren Rezeptor-Komplex, bestehend
aus der IL-22-Rezeptor A1 (IL-22-R1) und der IL-10-Rezeptor 3 R2 (IL-10-R2) Untereinheit

(Xie et al., 2000). IL-22-R1 wird hauptsachlich in Organen der duReren Barrieren wie Haut,

Lunge und gastrointestinalem Trakt exprimiert (Wolk et al., 2004). Bis heute konnte der

funktionale Rezeptor fir IL-22 auf epithelialen Zellen der Haut (Boniface et al., 2005), der

Leber (Radaeva et al., 2004), des Pankreas (Aggarwal et al., 2001), der Niere (Kulkarni et
al., 2014), der Lunge (Aujla et al., 2008) und des Kolons (Nagalakshmi et al., 2004) detektiert

werden. Da die Expression von IL-10R2 ubiquitar ist, wird die Wirkung von IL-22 durch den

IL-22-R1 bestimmt (Gurney, 2004).

Die Kombination von IL-10-R2 und IL-22-R1 vermittelt eine spezifische

IL-22-Signaltransduktion. Beide Untereinheiten des Rezeptorkomplexes werden auch mit

anderen Zytokinen der IL-10-Familie geteilt. Die IL-10-R2 Untereinheit ist fiir die
Signalweiterleitung von IL-10 (mit IL-10-R1), IL-26 (mit IL-20-R1), sowie IL-28 und IL-29 (mit

IL-28-R1) verantwortlich (Ouyang et al., 2011, Sabat et al., 2013). Die Untereinheiten

IL-22-R1 und IL-20-R2 kénnen zu einem Rezeptor-Komplex assoziieren, wodurch eine

Bindung von IL-20 und IL-24 mdglich wird (Dumoutier et al., 2001, Wang et al., 2002).




Die Bindung von IL-22 an seinen Rezeptor wird Uber die extrazellulare Domane der
IL-22-R1-Untereinheit vermittelt, welche eine hohe Affinitat (K4 ~1 - 20 nM) zu IL-22 aufweist.
Die IL-22-R2-Untereinheit hingegen besitzt keine Affinitat gegenuber IL-22, hat jedoch eine
messbare Affinitat (Ky ~7 - 45 uM) gegentiber dem IL-22 - IL-22-R2-Komplex (Logsdon et al.,
2002, Logsdon et al., 2004, Jones et al., 2008, Yoon et al., 2010). Die Bindung von IL-22 an
seinen Rezeptor kann als zweitstufiger Prozess beschrieben werden (siehe Abbildung 1).
Zunachst bindet IL-22 an seine hoch-affine Rezeptoruntereinheit IL-22-R1 wodurch eine
Konformationsanderung des IL-22-Proteins stattfindet und eine Bindung an den IL-22-R2
ermoglicht. Die Anlagerung der IL-10-R2 Rezeptoruntereinheit stabilisiert anschlieend den
IL-22 - IL-22-R2 Komplex und initiiert den intrazellularen Signalweg (Wolk et al., 2010).

Primar lauft die Signalweiterleitung von IL-22 Gber die Janus Kinase (JAK) und STAT
Molekiile (Lejeune et al., 2002). Der zytoplasmatische Teil der IL-22-R1 Untereinheit ist mit
JAK1 assoziiert, wahrend die IL-10-R2 Untereinheit mit der Tyrosin Kinase 2 (TYK2)
verbunden ist. Nachdem sich der IL-22-Rezeptorkomplex formiert hat, werden Jak1 und
TYK2 phosphoryliert und aktiviert. Anschliefend werden STAT Molekile phosphoryliert, was
ihre Dimerisierung und Translokation in den Nukleus, sowie die Bindung an bestimmte
Abschnitte (DNA bindende Elemente) der DNA bewirkt (Sabat et al., 2013). Die meisten
Studien Uber die induzierte Signalweiterleitung, in Zellen mit endogener Rezeptorexpression,
zeigten eine Phosphorylierung von STAT3 (Wolk et al., 2010). Eine STAT1 und STAT5S
Aktivierung Uber IL-22 konnte nur in Hepatozyten und Nierenzellen beobachtet werden (Wolk
et al.,, 2004, Brand et al., 2007). Zusatzlich zum JAK-STAT Signalweg kann die
IL-22-Signalweiterleitung Uber eine Aktivierung der mitogen aktivierenden Protein Kinase
(MAPK) oder des Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) - AKT- mechanistic target of rapamycin
(mTOR) Signalwegs gesteuert werden (Lejeune et al., 2002, Mitra et al., 2012).

Das Zytokin IL-22 kann durch das IL-22 binding Protein (bp) neutralisiert werden. Dieser
I8sliche IL-22-Rezeptor besitzt keine transmembrane und intrazellulare Domane (Witte et al.,
2010, Sonnenberg et al., 2011a). IL-22bp bindet spezifisch an IL-22, aber nicht an andere
Mitglieder der IL-10 Familie und verhindert die Bindung von IL-22 an membrangebundenen
IL-22-R1 (Dumoutier et al., 2001, Kotenko et al., 2001, Xu et al., 2001, Wei et al., 2003). Die
Bindung von IL-22 an IL-22bp hat eine 4-fach (Wolk et al., 2007) bzw. 20 - 1.000-fach (Jones
et al., 2008) hohere Affinitat, verglichen mit der Bindung an membrangebundenen IL-22-R1.
IL-22bp wird konstitutiv von sekundaren Lymphorganen (Milz, Lymphknoten und Thymus),
der Brust, der Gebarmutter und von epithelialem Gewebe wie Darm, Lunge und Haut
exprimiert (Dumoutier et al., 2001). IL-22bp wird unter Normalbedingen konstitutiv von

konventionellen DCs (cDCs) in sekundaren Lymphorganen und im Darm produziert (Martin



et al.,, 2009, Huber et al., 2012). IL-18 kann eine Herabregulation von IL-22bp und somit eine
Erhéhung der IL-22 zu IL-22bp Ratio nach einer Gewebeverletzung im Darm bewirken
(Huber et al., 2012).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Signaltransduktion nach Bindung von
IL-22 an seinen Rezeptor (modifiziert nach Pan et al., 2013).

1.2 Effekte von IL-22

1.2.1 Physiologische Effekte von IL-22

IL-22 nimmt eine wichtige Rolle in Wirtsabwehr, Gewebeschutz, Regeneration und
Wundheilung ein (siehe Abbildung 2).

Die Funktion von IL-22 wahrend der Wirtsabwehr gegen extrazellulare Pathogene kann in
drei Kategorien eingeteilt werden. Erstens tber den STAT3 vermittelten Proliferationseffekt,
welcher die Erhaltung und Erneuerung der Integritat der epithelialen Barriere aufrecht erhalt
(Rutz et al., 2013). Zweitens induziert IL-22 neben IL-17 und TNFa die Expression
antimikrobieller Proteine, welche in der Wirtsabwehr der Haut (B-defensin-2, B-defensin-3),
der Luftwege und des Darms (RegllI , Regllly, Muc1, Muc3, Muc10 und Muc13) involviert
sind (Wolk et al., 2004, Liang et al., 2006, Wolk et al., 2006, Aujla et al., 2008, Sugimoto et
al., 2008, Zheng et al., 2008). Als drittes fordert IL-22 die Produktion von inflammatorischen
Mediatoren, wie IL-6, Granulozyten-Kolonie stimulierenden Faktor (G-CSF), IL-13, serum
amyloid A und Lipopolysaccharid-Bindungsprotein (Wolk et al., 2006, Boniface et al., 2007,
Aujla et al., 2008, Liang et al., 2010). Vor allem in der Lunge nimmt |IL-22 eine schitzende



Funktion ein, indem es die Ausschittung von Chemokinen wie CXCL1, CXCL5, CXCLS9,
CCL3 und IL-6 aus Lungenepithelzellen, wahrend einer Infektion mit Klebsiella pneumoniae
fordert (Aujla et al., 2008). Zusammenfassend ist die Funktion von IL-22 wichtig, um die
bakterielle Replikation und Ausbreitung zu minimieren (Rutz et al., 2013, Sabat et al., 2013).
Die schiitzende Funktion von IL-22 konnten in verschiedenen Infektionen der Lunge, des
Darms und der Leber durch beispielsweise Klebsiella pneumonia (Aujla et al., 2008),
Citrobacter rodentium (Zheng et al., 2008), Bacillus subtilis (Simonian et al., 2010),
Mykobakterium tuberculosis (Dhiman et al., 2009) und Salmonella enterica (Schulz et al.,

2008) nachgewiesen werden.

Zusatzlich zu seiner anti-mikrobiellen und pro-inflammatorischen Funktion fordert IL-22 die
Geweberegeneration und die Wundheilung, indem es die epitheliale Zellproliferation in
verschiedenen Organen, wie Darm, Luftwege, Leber und Thymus verstarkt (Brand et al.,
2006, Zenewicz et al., 2007, Simonian et al., 2010, Dudakov et al., 2012). IL-22 induziert die
Expression von anti-apoptotischen Proteinen wie Bcl-2, Bcl-xL und myeloid cell leukemia
sequence 1, sowie von c-Myc, Cyclin D1, retinoblastoma-like Protein 2 und cyclin-dependent
kinase 4, welche im Zellzyklus involviert sind und das Uberleben der Zellen weiter férdern
(Radaeva et al., 2004, Zenewicz et al., 2007, Park et al., 2011).

IL-22 nimmt eine schitzende Funktion in verschiedenen Lebererkrankungsmodellen ein,
indem es die Proliferation von Hepatozyten und die Leberregeneration foérdert. IL-22
induzierte die Expression von anti-apoptotischen Genen in Hepatozyten und schitzte diese
vor einem entziindungsbedingtem Zelltod (Radaeva et al., 2004, Zenewicz et al., 2007). Im
Thymus wurde IL-22 abhangig von IL-23 von LTi Zellen sezerniert und war fir die
Geweberegeneration verantwortlich. IL-22 erhéhte die Proliferation und das Uberleben der
Epithelzellen im Thymus, welche fir die T-Zell Entwicklung essentiell waren (Dudakov et al.,
2012). IL-22 konnte die IFN-y abhangige Lungenentziindung in Patienten mit Asthma
kontrollieren und nimmt somit eine anti-inflammatorische und regulatorische Rolle ein
(Pennino et al., 2013). In allergischen Atemwegserkrankungen konnte IL-22 von ILCs
sezerniert werden und die Entziindung sowie die Gewebeschadigung verringern (Taube et
al., 2011). In einem Modell mit intratrachealer Bleomycin-Administration konnte der akute
Gewebeschaden und die Entziindung der Luftwege nach Injektion eines anti-IL-22
Antikorpers stark reduziert werden. Dieser Effekt konnte nur in Abwesenheit von IL-17A
nachgewiesen werden (Sonnenberg et al., 2010). Akute Pankreatitis (AP) konnte durch die
Aktivierung des AhR oder Uber Zugabe von IL-22 reduziert werden (Xue et al., 2012).
Weiterhin spielt IL-22 eine wichtige Rolle in der Erhaltung der Gewebehomdoostase, indem es

konstitutiv von ILCs im Dinndarm sezerniert wurde und so die Erhaltung kommensaler
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Bakterien forderte (Sonnenberg et al., 2012). Weitere protektive Eigenschaften von IL-22
konnten in inflammatorisch getriebenen Erkrankungen, darunter ,inflammatory bowel
disease” (IBD), ,graft-versus-host disease® (GVHD) assoziiert mit Herz Transplantaten,

autoimmuner Myokarditis und Uveitis nachgewiesen werden (Rutz et al., 2013).

Antimikrobielle Gewebereparatur
Gewebeschutz Peptide . Wundheilung
Mucd, Muc3 Defensine, S100A,  Mfiammation

Proliferation

Muc10, Muc13 REG Proteine IL-6. IL-8 TNFa

Goblet-Zellen

Immunzellen

Abbildung 2: Schematische Ubersicht der Funktionen von IL-22 auf Epithelzellen (nach
Rutz et al., 2013).

1.2.2 Pathophysiologische Rolle von IL-22 wahrend Infektionen und Inflammation

Obwohl IL-22 in die Gewebehomdostase, dessen Reparatur und Wundheilung involviert ist,
ist eine unkontrollierte, starke Produktion von IL-22 mit einigen Chronisch Entzindlichen-
und Autoimmunerkrankungen assoziiert (Rutz et al., 2013). Da IL-22 von T-Zellen
ausgeschuttet wird ist es naheliegend, dass es in die Pathogenese von T-Zell-assoziierten

Krankheiten wie Psoriasis, Rheumatoide Arthritis oder atopischer Dermatitis involviert ist.

In einem Hepatitis B Virus transgenen Mausmodell konnte gezeigt werden, dass IL-22 die
chronische Leberentziindung verstarkte. Dies zeigt, dass IL-22 pro- und anti-inflammatorisch
wirken kann (Zhao et al., 2014).

In atopischer Dermatitis korrelierte IL-22 mit dem Schweregrad der Krankheit (Nograles et

al., 2009). Des Weiteren spielte IL-22 eine kritische Rolle in der Pathogenese von Psoriasis.

Der Fortschritt der Krankheit war IL-23 abhangig und eine Neutralisation von IL-22 konnte
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diesen verhindern (Ma et al., 2008). In einem Imiquimod induzierten Psoriasis Modell waren

IL-22 defiziente M&use vor Psoriasis Lasionen geschuitzt (Van Belle et al., 2012).

In einem Teil von Patienten mit Rheumatoider Arthritis konnten hohe IL-22-Level im Serum
festgestellt werden (Leipe et al., 2011, da Rocha et al., 2012). Fibroblasten aus Patienten mit
Rheumatoider Arthritis und hoher IL-22-Expression zeigten eine héhere Proliferation, sowie
eine Sekretion von CCL2, welche Monozyten anlocken konnten (lkeuchi et al., 2005). Die
krankheitsfordernde Rolle von IL-22 in Rheumatoider Arthritis konnte weiterhin in Wild Typ
(WT) Mausen beobachtet werden, welche eine schwerere Arthritis im Vergleich zu

IL-22-defizienten Mause zeigten (Geboes et al., 2009).

In der entzindeten Mukosa von IBD Patienten konnte eine erhdhte IL-22-Expression
festgestellt werden, welche zu einer Hochregulation von pro-inflammatorischen Zytokinen
fuhrte (Andoh et al., 2005). Weiterhin wurde eine hohe IL-22-Sekretion in entziindeten
Kolonlasionen (Brand et al., 2006) und erhéhte systemische IL-22-Level in Patienten mit
Morbus Crohn festgestellt werden (Wolk et al., 2007). In zwei weiteren Studien konnte
gezeigt werden, dass IL-22 in Abhangigkeit des AhR von CD4" T-Zellen und NK-Zellen
exprimiert wurde und die Entziindung im gastrointestinalen Trakt reduziert werden konnte
(Zenewicz et al., 2008, Monteleone et al., 2011). Diese pleiotrope Rolle von IL-22 wird
dahingehend noch erweitert, dass sowohl inhibitorische, als auch proliferative Effekte auf die

Tumorentwicklung gezeigt werden konnten (Witte et al., 2010).

1.3 Rolle von IL-22 in Tumorerkrankungen

1.3.1 Effekt von IL-22 auf die Tumorentstehung und Progression

Es scheint, dass IL-22 die Entwicklung von vorhandenen oder induzierten Tumoren
beschleunigt und nicht die Mutagenese oder Onkogenese fordert. Eine Uberproduktion von
IL-22 im Fettgewebe fiihrte in Mausen mit normalem Futter zu keiner spontanen
Tumorentwicklung, wahrend Mause mit fettreichem Futter nach einigen Monaten
Liposarkome entwickelten (Wang et al., 2011). In einem weiteren transgenen Mausmodell
mit konstanter IL-22-Uberexpression in der Leber konnte keine erhdhte Inzidenz von
spontanen Tumoren festgestellt werden. Allerdings wurde in einem Karzinogen-induzierten
Modell eine erhéhte Inzidenz in IL-22 lGberexprimierenden Mausen beobachtet (Park et al.,
2011). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen wurde eine geringere Anzahl induzierter

Lebertumore in IL-22-defizienten M&usen beobachtet (Jiang et al., 2011).
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Nachdem der Tumor entstanden ist nimmt IL-22 eine pro-tumorale Rolle ein. In mehreren
Studien konnte gezeigt werden, dass die IL-22-Expression in Tumorzellen zu erhéhter
Proliferation (Gelebart et al., 2011) flhrt. IL-22-R1 positive Tumorzellen des respiratorischen
und intestinalen Trakts, der Leber und des Pankreas reagieren auf IL-22 mit verstarkter
Proliferation. Die IL-22-Stimulation reguliert die Expression von verschiedenen Genen
abwarts von STAT3, welches als Onkogen bekannt und mit der Entwicklung und Progression
vieler epithelialer Tumore assoziiert ist. Des Weiteren verstarkt IL-22 anti-apoptotische
Effekte und chemoresistente Tumorzellen regulieren den IL-22-R1 hoch (Kobold et al.,
2013). In einer weiteren Studie konnte die IL-22-Expression von Tumor infiltrierenden
Lymphozyten (TILs) im Kolonkarzinom zu einer gesteigerten Metastasierung fihren (Jiang et
al., 2013a). In vitro konnte gezeigt werden, dass IL-22 die Matrix-Metalloproteinase 9
(MMP9) hoch regulieren kann, was zu einer gesteigerten Invasivitat der Tumorzellen fihrte
(Ye etal., 2012, Wen et al., 2014). Pankreaskarzinomzellen regulieren den vascular
endothelial growth factor (VEGF) durch IL-22-Stimulation hoch und IL-22 von TILs des
Kolorektalen Karzinoms erhéhen die VEGF Expression in einem murinen xeno-
transplantiertem Modell (Zhang et al., 2008, Jiang et al., 2013a). Des Weiteren konnte IL-22
oder IL-22-produzierende Th22 Zellen im Magen-, Hepatozellularem-, Kolon- sowie im Klein-
und Grofzelligen-Lungenkarzinom identifiziert werden (Jiang et al., 2011, Zhuang et al.,
2012, Jiang et al., 2013a, Kobold et al., 2013).

Dennoch argumentieren einige Studien gegen die pro-karzinogene Rolle von IL-22. Im
Nierenzellkarzinom konnte IL-22 das Tumorwachstum in vitro und in einem murinen
xeno-transplantiertem Modell durch eine dosisabhangige Erh6hung von phosphoryliertem
STAT1 verlangsamen (Zhang et al., 2011). Des Weiteren inhibiert IL-22 das Wachstum von
murinen Brustkrebszellen indem es den Zell-Zyklus stoppt (Weber et al., 2006) und

verlangert das Uberleben in einem murinen Kolonkarzinom Modell (Nagakawa et al., 2004).

Zusammenfassend kann die Rolle von IL-22 in der Tumorentwicklung als pro-tumoral
beschrieben werden. In der Literatur sind nur wenige Ausnahmen vorhanden in denen IL-22
einen Tumor hemmenden Effekt einnimmt, welcher ausschlieflich in Zelllinien beschrieben
wurde. Die Funktionen und Effekte von IL-22 im Rahmen von Tumorprogression sind in
Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Rolle von IL-22 in verschiedenen Stadien
der Tumorprogression (modifiziert nach Lim and Savan 2014).

1.3.2 IL-22-produzierende Lymphozyten in Tumor und Blut von Patienten

Fur mehrere Tumorarten konnten erhéhte Frequenzen an IL-22-produzierenden
Immunzellen im Tumor und Blut von Patienten ermittelt werden. Erhdohte Mengen an
CD4"IL-22" T-Zellen wurden in Magentumoren im Vergleich zum peritumoralem Gewebe,
den drainierenden Lymphknoten und dem Normalgewebe identifiziert. Die Infiltration in
spateren Tumorstadien war erhdht und diente als negativer prognostischer Marker (Zhuang
et al., 2012). Weiterhin konnten erhéhte Mengen an zirkulierenden IL-17 und
IL-22-produzierende T-Zellen, im Vergleich zu gesunden Kontrollen im Blut festgestellt
werden (Liu et al., 2012). In Patienten mit Kolorektalem Karzinom korrelierte die IL-17 und
IL-22 Menge positiv mit dem Staging der Tumore (Petanidis et al., 2013). In einem bakteriell
induzierten Kolonkarzinom in B- und T-Zell defizienten Mausen konnten IL-22" ILCs
intratumoral in dysplastischen Regionen nachgewiesen werden. Ihre Depletion blockierte die
Entwicklung des invasiven Kolonkarzinoms in diesem Modell. Des Weiteren fiihrt eine
Neutralisation von IL-22 zu einer Reduktion des Kolorektalen Karzinoms, indem es die
Proliferation, tber die Phosphorylierung von STAT3 induziert (Kirchberger et al., 2013). Die
Expression von IL-22 im Pankreaskarzinom im Vergleich zum peritumoralem- und
Normalgewebe war erhdht. Zudem konnten mehr CD471L-22" T-Zellen und Th22 Zellen im

Blut von Patienten und gesunden Kontrollen nachgewiesen werden (Xu et al., 2014).
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Humane tumorinfiltrierende Immunzellen des Hepatozellularen Karzinoms, zeigten im
Vergleich zu peripheren Lymphozyten eine erhéhte IL-22-Expression (Jiang et al., 2011).
Weiterhin konnten hohe Level an IL-22 im Serum nachgewiesen werden, welche mit einer
schlechten Prognose korrelierten (Waidmann et al., 2013). In malignen Pleuraergtissen
konnte eine héhere Anzahl an IL-22-produzierenden Th22 Zellen identifiziert werden (Ye et
al., 2012). Im Nicht-Kleinzelligen-Lungenkarzinom (NSCLC) konnten NCR" ILC3 identifiziert
werden, welche in signifikant héherer Anzahl in Stadium I/l als in weiter fortgeschrittenen

Stadien vorhanden waren (Hernandez et al., 2015).

1.3.3 Die Expression des IL-22-Rezeptors im Tumor

In Lymphomen wurde eine hohe IL-22-R1-Expression identifiziert, darunter im
Mantelzelllymphom, primaren Lymphomen des zentralen Nervensystems und in einer
speziellen Subklasse des Non-Hodgkin-Lymphoms (Bard et al., 2008, Gelebart et al., 2011,
Sung et al., 2011). Im duktalen Adenokarzinom des Pankreas konnte eine Erhdhung der
IL-22 und IL-22-R1 Expression festgestellt werden, welche mit einer schlechten Prognose
assoziiert war (Wen et al., 2014). Primare Zellen und Metastasen des oralen
Plattenepithelkarzinoms zeigten eine verstarkte Farbung fur den IL-22-R1 (Naher et al.,
2012). Chromosomale gains am IL-22-R1 Lokus wurden in Magenkarzinomzellen
festgestellt, was darauf hindeuten kénnte, dass diese sehr sensitiv auf IL-22 reagieren
(Vauhkonen et al., 2006). Chemo-resistente Lungentumorzellen exprimieren hdhere
IL-22-R1 Level und proliferieren starker iber STAT3 vermittelte Phosphorylierung, als nicht
resistente Tumore (Kobold et al., 2013). In Tabelle 2 ist eine Ubersicht der IL-22 und

IL-22-R1 exprimierenden Tumorentitaten dargestellt.

Tabelle 2: Ubersicht von Tumorerkrankungen welche mit IL-22 assoziiert sind

Karzinom Effekt von IL-22 auf den Tumor Referenz
Tumorerkrankungen

o L Pro-tumoral (Nardinocchi et al., 2015)
Pro-tumoral (Jiang et al., 2013a)
Pro-tumoral (Thompson et al., 2010)

Kolonkarzinom Pro-tumoral (Ziesche et al., 2007)

Anti-tumoral (Nagakawa et al., 2004)
Pro-tumoral (Kryczek et al., 2014)
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Erhohte IL-22-Expression

Petanidis et al., 2013)

(
Kolorektales Pro-tumoral (Kirchberger et al., 2013)
Karzinom Pro-tumoral (Huber et al., 2012)
Pro-tumoral (Huang et al., 2015)
Klein- und
GrolRzelliges-Lungen- Pro-tumoral (Kobold et al., 2013)

karzinom

Nicht-Kleinzelliges

Lungenkarzinom

NCR" ILC3 sind in signifikant hoherer
Anzahl in Stadium I/Il als in weiter

fortgeschrittenen Stadien vorhanden

(Carrega et al., 2015)

Pro-tumoral (Zhang et al., 2008)
Pro-tumoral (Ito et al., 2014)
Pro-tumoral (Miyagaki et al., 2011)
Lymphom Pro-tumoral (Gelebart et al., 2011)
Pro-tumoral (Bard et al., 2008)
Pro-tumoral (Sung et al., 2011)
Pro-tumoral (Jiang et al., 2013b)
Hepatozellulares Pro-tumoral (Waidmann et al., 2013)
Karzinom Pro-tumoral (Jiang et al., 2011)
Pro-tumoral (Qin et al., 2014)
Pro-tumoral (Zhuang et al., 2012)
Magenkarzinom Pro-tumoral (Liu et al., 2012)
Pro-tumoral (Fukui et al., 2014)
N Pro-tumoral (Kim et al., 2014)
Anti-tumoral (Weber et al., 2006)
Nierenkarzinom Anti-tumoral (Zhang et al., 2011)
Pro-tumoral (Xu et al., 2014)
Pankreaskarzinom Pro-tumoral (Wen et al., 2014)
Pro-tumoral (Curd et al., 2012)
Zervixkarzinom Pro-tumoral (Zhang et al., 2015)

16




1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit

IL-22 konnte in den meisten Tumorgeweben identifiziert werden, darunter auch in Brust- und
Lungentumoren (Kobold et al., 2013, Kim et al., 2014). IL-22 wurde als zentraler
Tumor-férdernder Faktor im Kolonkarzinom beschrieben (Huber et al., 2012, Kirchberger et
al., 2013, Kryczek et al., 2014) und konnte von tumorinfiltrierten Immunzellen in
verschiedenen Tumorentitaten sezerniert werden (Lim and Savan 2014). Der Mechanismus
welcher zu einer IL-22-Produktion in der Tumorumgebung fiihrt, ist bis heute in keiner

Tumorart identifiziert worden.

In dieser Arbeit sollte daher die Quelle und der Mechanismus der IL-22-Expression in

Lungen- und Brustkarzinomen analysiert werden.

* lIdentifikation IL-22-produzierender Zellen im Line-1- (Lungentumorzelllinie) und 4T1-
(Brusttumorzelllinie) Tumormodell in vivo

* Identifikation IL-22 sezernierender Immunzellpopulationen nach Stimulation mit Line-1-
oder 4T1-Tumorzelliberstand in vitro

* Analyse der IL-22-produzierenden Immunzellpopulationen nach Stimulation mit
humanem Lungen- (A549, HCC827 und H1339) und Brusttumorzelliiberstand (MCF7,
CAMA1 und MDAMB231) in vitro

* Untersuchung des Einflusses der Transkriptionsfaktoren AhR und RORyt auf die
IL-22-Sekretion in der Tumorumgebung in vitro und in vivo

* Analyse primarer Lungentumore aus Patienten auf infiltrierende IL-22-produzierende

Immunzellen
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2 Materialien

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Albumin Fraktion V (BSA)

BD Pharm Lyse Lysing Buffer (10x)

Biocoll Separating Solution (d = 1,077 g/ml)
Brefeldin A

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Easycoll Separating Solution (d = 1,124 g/ml)
Ethanol 96-100 % (rein)

FACSFlow

Heparin-Natrium (25.000 |.E.)

Isofluran

Isopropanol p.A.

Schwefelsdure (2 M)

Trypanblau

Trypsin

Tween-20

2.2 Gebrauchs und Verbrauchsmaterialien

96-Well-Platten (QRTPCR)
96-Well-Platten (ELISA)
96-Well-Platten (Zellkultur)
FACS-Rd&hrchen
Kryordhrchen

Nylon- Filter (100 pm, 30 pm)

Sigma-Aldrich, Steinheim

BD Biosciences, Heidelberg
Biochrom Merck Millipore, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Biochrom Merck Millipore, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

BD Biosciences, Heidelberg
Ratiopharm, Ulm

CP Pharma, Burgdorf

Applichem, Darmstadt

Apotheke des Klinikums LMU
Sigma-Aldrich, Steinheim

PAA, Pasching, Osterreich

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Costar Corning, New York, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
greiner bio-one, Frickenhausen

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Perfusionsspritzen-Luer-Lok ™Tip (50 ml) Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA

Petrischalen

Pipetboy

Pipetten

Polypropylene round bottom tube
Serologische Pipetten

Spritzen (2 ml, 10 ml)

Tubes (0,5; 1,5; 2,0 ml)
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Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Costar Corning, New York, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Sarstedt, NUmbrecht



Zellkulturflaschen Costar Corning, New York, USA

2.3 Gerate
Autoklav Varioklav 500E HP Medizintechnik, Minchen
FACS Canto Il BD Biosciences, San Jose, USA
Heizblock 5436 Eppendorf, Hamburg
Inkubator (Zellkultur) BD 6220 Heraeus Instruments, Hanau
Lightcycler 480 Il Roche, Mannheim
Mikroskop Axiovert 40C Zeiss, Jena
Axiovert HAL 100 Zeiss, Jena
Mithras LB940 Berthold, Bad Wildbad
NanoDrop 2000c Thermo Fischer, Massachusetts, USA
Neubauer-Zahlkammer Brand, Berlin
pH-Meter WTW GmbH, Weilheim
Sterilbank HeraSAFE KS Heraeus Instruments, Hanau
Thermocycler T3 Biometra, Gottingen
Thermoschuttler Eppendorf, Hamburg
Vortexer RS VA 10 Phoenix, Garbsen
Waage CPA 1003S Sartorius Laboratory, Goéttingen
Wasserbad Unitherm HB uni equip, Minchen
Zentrifugen 3L-R Multifuge Heraeus Instruments, Hanau
Centrifuge 5418R Eppendorf, Hamburg
Rotina 420R Hettich GmbH, Tuttlingen
2.4 Puffer und Lésungen
Lysepuffer Tumore FACS-Puffer
RPMI 50 ml PBS 500 ml
Kollagenase 1 mg/ml FKS 10 %

DNAse 0,05 mg/mi



2.5 Antikorper

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Neutralisations-Antikérper

Antikorper Klon Hersteller Konzentration
Anti-human IL-1a 7D4 InvivoGen 10 pg/ml
Anti-human IL-1 4H5 InvivoGen 10 pg/ml
Anti-Maus IL-1a ALF-161 eBioscience 2,5 pg/ml
Anti-Maus IL-23 HNU2319 eBioscience 2,5 ug/mi

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten FACS-Antikérper

Antikorper Klon Hersteller Konzentration
Anti-human CD3e-APC OKT3 Biolegend 2 pug/ml*
Anti-human CD4-FITC A161A1 Biolegend 0,5 pg/ml*
Anti-human CD8-APC-Cy7 HIT8a Biolegend 1 pg/ml*
Anti-human CD11b-APC ICRF44 Biolegend 1 yg/ml*
Anti-human IFNy-PE-Cy7 4S.B3 Biolegend 0,7 pg/ml*
Anti-human IL-17-FITC BL168 Biolegend 1 yg/ml*
Anti-human IL-22 22URTI eBioscience 0,06 pg/mi
Anti-Maus CD3¢e-APC 145-2C11 Biolegend 1 pug/ml
Anti-Maus CD4-PagBlue GK1.5 Biolegend 2,5 uyg/ml
Anti-Maus CD8-APC-Cy7 53-6.1 Biolegend 1 pug/ml
Anti-Maus/human CD11b-APC-Cy7 M1/70 Biolegend 1 pg/ml
Anti-Maus CD11¢c-APC N418 Biolegend 1 pug/ml
Anti-Maus CD19-PerCPCy5.5 6D5 Biolegend 1 pg/ml
Anti-Maus F4/80-Pagblue BMS8 Biolegend 2,5 ug/ml
Anti-Maus Gr1-FITC RB6-8C5 Biolegend 2,5 yg/ml
Anti-Maus IL-17-FITC TC11-18H10.1 Biolegend 2,5 pyg/ml
Anti-Maus IL-22-PE 140301 R&D 5 pg/ml
Anti-Maus Ly6C-PerCPCy5.5 HK1.4 Biolegend 1 pug/ml
Anti-Maus Nkp46-Pe-Cy7 29A1.4 Biolegend 1 pg/ml
Human TruStain FcX - Biolegend 1 pl/Farbung
Mouse IgG1, -PE Isotyp Kontrolle MOPC-21 Biolegend 5 pg/ml
Rat IgG,a-PE Isotyp Kontrolle 54447 R&D 1 pg/mi
TruStain FcX (anti-mouse CD16/32) 93 Biolegend 2,5 ug/ml

* bei Patientenproben wurde die Antikdrper Konzentration verfunffacht (Herstellerangaben).

2.6 Kits und Assays

Bio-Plex Cell Lysis Kit
Cytofix/Cytoperm

IC Fixation/ Permeabilization Kit
IFNy ELISA MAX™ (murin)

IFNy ELISA (human)

InviTrap Spin Cell RNA Mini Kit
IL-1a ELISA Ready-SET-Go! (murin)
IL-1a ELISA (human)
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Bio Rad, Minchen

BD Biosiences, Heidelberg
eBiosience, Frankfurt

BD Biosiences, Heidelberg

BD Biosiences, Heidelberg

Stratec Molecular GmbH, Berlin
Affimetrix/eBiosience, San Diego, USA
R & D Systems, Minneapolis, USA



IL-1B8 ELISA (human)

IL-17 ELISA Duo Set (murin)
IL-17A ELISA (human)

IL-22 ELISA (murin)

IL-22 ELISA (human)

IL-23 ELISA Duo Set (murin)
Magnetic Cell Sorting
RevertAid Premium First Strand
Universal Probe Library
Zombie NIR Fixable Viability Kit

R & D Systems, Minneapolis, USA

R & D Systems, Minneapolis, USA
Biolegend, San Diego, USA

Antigenix America Inc., Huntington Sta., NY
R & D Systems, Minneapolis, USA

R & D Systems, Minneapolis, USA

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Fermentas, Rockford, USA

Roche, Mannheim

Biolegend, San Diego, USA

Alle Kits und Assays wurden nach Herstellerangaben verwendet.

2.7 Enzyme

DNase |
Kollagenase

Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

RevertAid™ M-MuLV Reverse Transkriptase (200 u/pl)  Thermo Fischer, Waltham, USA

2.8 qRT-PCR Primer

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten gqRT-PCR Primer

Gen Sequenz (5° — 39) Sonden
HPRT fwd TCCTCCTCAGACCGCTTTT 95
HPRT rev CCT GGTTCATCATCG CTA 95
IL-1a fwd TTG GTT AAA TGA CCT GCA 52
IL-1a rev GAG CGC TCACGA ACAGTT 52
IL-23 fwd TCC CTA CTA GGA CTC AGC 19
IL-23 rev AGA ACT CAG GCT GGG CAT 19

2.9 Zelllinien, Zusatze und Medium

2.9.1 Zusatze und Grundmedien

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Fotales Kalber Serum (FKS)

(vor Gebrauch fur 30 Minuten bei 56 °C hitzeinaktiviert)
L-Glutamin (200 mM)

Natriumpyruvat

Nicht-essentielle Aminosduren (NEAA)

Penicillin/Streptomycin (100x)
Roswell Park Memory Institute (RPMI) 1640

PAA, Pasching, Osterreich
GibcoBRL, Karlsruhe

PAA, Pasching, Osterreich
PAA, Pasching, Osterreich
PAA, Pasching, Osterreich
PAA, Pasching, Osterreich
PAA, Pasching, Osterreich
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Trypsin (10x)
VLE RPMI 1640

2.9.2 Zellkulturmedium

PAA, Pasching, Osterreich

Biochrom Merck Millipore, Darmstadt

DMEM™* Kryo Medium:
DMEM Vollmedium 500 ml FKS 400 pl
FKS 10 % DMSO 100 pl
Penicillin 1 1U/ml Medium mit Zellen 500 pl
Streptomycin 100 pg/ml
L-Glutamin 2 mM
RPMI™ PBMC Medium:
RPMI 1640 Volimedium 500 ml VLE RPMI 1640 500 mi
FKS 10 % humanes Serum 10 %
Penicillin 1 1U/ml Penicillin 1 1U/ml
Streptomycin (100x) 100 pg/ml Streptomycin 100 pg/ml
L-Glutamin 2 mM L-Glutamin 2 mM

NEAA (100%) 1%
2.9.3 Zelllinien
Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Zelllinien
Name Zelltyp Spezie Medium Referenz
4T1 Mammakarzinom Murin DMEM™™ (Miller et al., 1983)
A549 Lungenkarzinom Human DMEM™" ATCC: CCL185
CAMA1 Mammakarzinom-Metastase Human DMEM™" ATCC: HTB-21
HCC827 Lungen-Adenokarzinom Human RPMI™  ATCC: CRL-2868
H1339 Kleinzelliges Lungenkarzinom  Human RPMI™  ATCC: CRL-5979
Line-1 Lungenalveolarkarzinom Murin RPMI™  (McLean et al., 2004)
MCF7 Mammakarzinom-Metastase Human DMEM™ ATCC: HTB-22
MDAMB231  Mammakarzinom-Metastase Human DMEM™ ATCC: HTB-26

Alle humanen Zelllinien wurden tUber ein STR-Profil identifiziert.
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2.10 Zytokine und Stimulanzien

Kineret® (Anakinra) [100 mg/0,67 ml] Swedish Orphan Biovitrum AB, Schweden

lonomycin Kalziumsalz

von Streptomyces conglobatus
Rekombinates humanes IL-1a
Rekombinates humanes IL-13
Rekombinates murines IL-1a

Rekombinantes murines IL-23

Sigma-Aldrich, Steinheim

Peprotech, Hamburg
Peprotech, Hamburg
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) Sigma-Aldrich, Steinheim

2.11 Software

Adobe Creative Suite

BD FACSDiva

EndNote X6

Flow Jo 8.8.2

GraphPad PRISM® Version 5.0
Lasergene

LightCycler® 480 SW 1.5
Microsoft Office 2011

Adobe Systems, San Jose, USA
BD Biosciences, San Diego, USA
Thomson Reuters, Carlsbad, USA
Tree Star, Ashland, USA
GraphPad Software, La Jolla, USA
DNA star

Roche, Mannheim

Microsoft, Redmond, WA, USA
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3 Methoden
3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 RNA-Isolation und Reverse Transkription

Zunachst wurde die RNA aus den Zellen mit Hilfe des InviTrap Spin Cell RNA Mini Kits von
Stratec Molecular GmbH, Berlin isoliert, welches gemaf Herstellerangaben verwendet
wurde. Die Konzentration der RNA wurde mit Hilfe des Nanodrops bestimmt und
anschlieBend 1 - 2 ug RNA fiir die Reverse Transkription einzusetzten. Zum Mastermix
werden Oligo-dTs zugegeben, welche an die PolyA-Schwanze der mRNA-Molekiile binden
kénnen. Der Mastermix, sowie das Thermocycler-Programm sind in nachfolgenden Tabellen

dargestellt. Die Proben wurden anschlief3end bei -20°C gelagert.

Tabelle 7: RT-PCR Reaktionsansatz

Reagenzien [mi]
RNA [1 - 2 ug] X
H.O 11,0 - x
Oligo(dT)g-Primer 1,0
RT-Puffer (5x) 4,0
dNTPs 2,0
RNAsin/Ribolock [40 U/pl] 1,0
revertAcid H-minus M-MuLV (200 U/ul) 1,0
Gesamtvolumen 20,0

Tabelle 8: PCR-Cycler Programm fiir die RT-PCR

Phase Zeit [min] Temperatur [°C]
Transkription 30 50
Termination 5 85
Abkuhlung hold 4

3.1.2 Quantitative Echtzeit PCR (qRT-PCR)

Die gewonnene cDNA kann mit dieser Methode amplifiziert und gleichzeitig relativ oder
absolut quantifiziert werden. Das Reaktionsprodukt wird in Echtzeit in jedem Zyklus Uber ein
Fluoreszenzsignal gemessen und die Expression des zu analysierenden Gens auf ein
Referenztranskript normalisiert. Der sogenannte "Hydrolysis Probe Assay" von Roche wurde
verwendet, da diese Methode lber die Verwendung von speziellen Sonden hoch spezifisch
ist. Diese Sequenz-spezifischen Sonden aus der ,Universal Probe Library* (UPL) von Roche
sind am 5'-Ende mit Fluoreszin (Reporter) und am 3‘-Ende an ein ,Quencher“-Fluorophor

gekoppelt. Nach der Anlagerung der sequenzspezifischen Sonde an den DNA-Strang kann
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die Fluoreszenzdetektion des Fluoreszins mittels fluorescence energy transfer (FRET)
verhindert werden. Die Sonde wird durch die 5° zu 3° Exonuklease-Aktivitat der
Taqg-Polymerase zerstort und die Fluoreszenz kann nun detektiert werden (Heid et al.,
1996). Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotid-Primer, sowie die
sequenzspezifischen Sonden wurden Uber einen Internet-basierten Algorithmus entworfen
(http://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/ezhome.html). Es wurde, je nach Gen
die in Tabelle 9 dargestellten Komponenten verwendet und anschlieiend die gRT-PCR im

LightCycler 480 Il mit unten stehendem Programm (siehe Tabelle 10) durchgefiihrt.

Tabelle 9: qRT-PCR Reaktionsansatz

Reagenzien [mi]
Mastermix Roche 5
H,O 1,5
Primer for 0,2
Primer rev 0,2
Sonde 0,1
Probe 3
Gesamtvolumen 10

Tabelle 10: qRT-PCR Program fiir den LightCycler 480 Il
Programm Zyklen Temperatur [°C] Inkubationszeit [sek]

Denaturieren 1 95 600
Amplifizieren 40 95 15
Kihlen 1 40 60

Zur Quantifizierung der cDNA wird der sogenannte ,Crossing Point* (CP) herangezogen.
Dieser Punkt ist erreicht, wenn nach einer bestimmten Anzahl an Zyklen ein konstant
definiertes Fluoreszenzniveau erreicht ist. An diesem Punkt ist die Menge der neu
synthetisierten DNA in jedem Well identisch. Zur Berechnung des Expressionsunterschiedes
(Ratio) wurde die sogenannte AACP Methode verwendet. Die Berechnung erfolgte wie im
Folgenden dargestellt (Pfaffl, 2004; Heid et al., 1996):

ACP = CP Zielgen — CP Referenzgen
ANACP = ACP'ACPKontroIIe

Ratio = 2744¢F

Zur Auswertung wurde das Programm LightCycIer® 480 SW 1.5 verwendet.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung der Zelllinien

Samtliche Zellkulturarbeiten der verwendeten Zelllinien wurden unter einer Sterilbank mit
Umluft durchgefihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C, 5 %
CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit. Das Abldsen der adharent wachsenden Zelllinien erfolgte
durch ca. funfminudtige Inkubation bei 37°C in einer Trypsin/EDTA-L6sung. Um die Zellzahl
in einer Zellsuspension zu bestimmen, wurden die Zellen zunachst vereinzelt und in einem
1:10-Verhaltnis mit Trypanblau verdiinnt. Anschlielend wurden die Zellen in einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Blau angefarbte Zellen wurden nicht mitgezahlt, da
diese den Farbstoff infolge einer defekten Membran aufgenommen hatten und daher als tot

gewertet werden konnten. Die Zellzahl wurde wie folgt berechnet:

Zellzahl
Anzahl der GroRquadrate

absolute Zellzahl = ( )*VT*VM*1O4

V+: Verdinnung mit Trypanblau

Vwu: Volumen an Medium

3.2.2 Isolation von Splenozyten

+++

Die Milz wurde entnommen und in RPMI™"" gegeben. Anschliefend wurde sie mit Hilfe eines
sterilen Stempels einer 10 ml Spritze durch einen 100 ym Filter gedrickt und dieser mit

10 ml RPMI*™* durchgespuhlt. Nach nochmaligem Filtern durch einen 30 um Filter wurde die
Suspension bei 400 g flir 5 Minuten bei RT zentrifugiert und das Pellet in 2 ml
Erythrozytenlysepuffer aufgenommen. Nach 90 Sekunden Inkubation wurde die Lyse uber
die Zugabe von 10 ml RPMI™" abgestoppt und die Zellen abermals abzentrifugiert.
Nachdem das Pellet nochmals gewaschen wurde, konnten die Zellen mittels einer Neubauer

Zahlkammer gezahlt und in Kultur genommen werden.

3.2.3 Isolation von Tumor- und Lungenzellen

Der subkutan injizierte Tumor, die Lunge, sowie die Leber wurden entnommen, mit einem
Skalpell zerkleinert und fiir 30 Minuten bei 37°C in ein DNAse/Kollagenase Enzymgemisch
auf einem Thermoschdttler inkubiert. Im Folgenden wurden Einzelzellsuspensionen der

Organe wie in 3.2.2 beschrieben hergestellt. Die Tumore wurden statt in Medium in PBS
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aufgenommen und weiterhin ber einen Dichtegradienten mittels Easycoll (d = 1,124 g/ml)

aufgereinigt.

3.2.4 Isolation von PBMCs

Um mononukleare Zellen des peripheren Bluts zu isolieren wurde ein Dichtegradient mittels

Biocoll (d = 1,077 g/ml) genutzt. Zunachst wurden 30 - 50 ml Blut von einem Spender
abgenommen und jeweils 10 ml des Blutes mit 10 ml PBS gemischt. AnschlieRend wurde

dieses Gemisch vorsichtig auf 10 ml Biocoll geschichtet und flir 20 Minuten bei 1.000 g auf

RT ohne Bremse zentrifugiert. Nun wurde der PBMC-Ring vorsichtig abgenommen und das

Falcon mit PBS auf 50 ml aufgefllt (10 Minuten, 500 g, RT). Die PBMCs eines Spenders
wurden nun in ein Falcon vereint und nochmal mit 50 ml PBS gewaschen (10 Minuten,
400 g, 4°C).

3.2.5 Isolation von Lymphozyten aus Mamma- und Bronchialkarzinomen

Das Tumorgewebe wurde mit einem Skalpell homogenisiert, in ein Kollagenase/DNAse
Gemisch gegeben und flir 30 Minuten bei 37°C auf einem Schittler inkubiert. Die
Zellsuspension wurde durch einen 100 um und anschlie®end einen 30 um Filter gegeben
und die Filter mit 10 ml DMEM™" gespiilt. Erythrozyten wurden mittels eines Lysepuffers
entfernt. AnschlieRend wurde die Farbung der Zytokine und die FACS Analyse (wie in 3.3

beschrieben) durchgefihrt.

3.2.6 Zellstimulation

Es wurde eine Zellkonzentration von 2 x 10° Zellen/ml in verschieden groRen Wells
entsprechend ihres maglichen Volumens ausgesat und die jeweilige Konzentration an
Zytokinen zugegeben. Der Uberstand wurde nach unterschiedlichen Zeitpunkten
abgenommen, zentrifugiert, sowie wiederum abgenommen und bei -20°C eingefroren. Bei
Stimulation mit Uberstand aus Tumorzelllinien wurde die Halfte des Mediums durch den

zellfreien TumorUberstand ersetzt.
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3.3 Durchflusszytometrie

Uber die Durchflusszytometrie kénnen Zellen auf Grund ihrer GréRe, Granularitat und
Fluoreszenzintensitat quantifiziert werden. Die Durchflusszytometrie erfolgte an einem
FACS Canto Il Durchflusszytometer und die Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe der
Software Flow Jo 8.8.2 von Tree Star, Ashland, USA.

Zunachst wurden die Zellen je nach Organ wie in 3.2.3 beschrieben isoliert. Fir jede
Farbung wurden 10° - 107 Zellen in 100 ul PBS in eine 96-U-Well-Platte ausgesit.
AnschlielRend wurden 0,5 ul Fc-Block zugeben und fir 10 Minuten bei 4°C inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen der Antikdrper abzusattigen. Als nachstes erfolgte eine
30-mindtige Inkubation mit den direkt-gekoppelten Antikérpern im Dunkeln bei 4°C. Im
Folgenden wurden die Zellen fiir 5 Minuten, bei 400 x g, 4°C abzentrifugiert und mit 200 pl
FACS-Puffer gewaschen. Dies wurde noch zwei Mal wiederholt und die Zellen im letzten
Schritt in 200 uyl PBS aufgenommen, in FACS-Réhrchen tberfihrt und eingelesen. Bei
intrazellularen Farbungen wurden 100 ul Fixationspuffer zugegeben, welcher fir 20 Minuten
bei RT (oder U/N bei 4°C) im Dunkeln inkubierte. AnschlieRend wurden 100 pl
Permeabilisationspuffer zugegeben und die Zellen bei 400 g fir 5 Minuten zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde nochmals mit 200 ul Permeabilisationspuffer wiederholt. Fir die
Farbung wurden die Zellen in 100 yl Permeabilisationspuffer aufgenommen, zunachst der
Fc-block zugegeben und fiir 30 min im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden die
direkt-gekoppelte Antikorper zugegeben, welcher fir 30 Minuten bei RT im Dunkeln
inkubierte. Im Folgenden wurden die Zellen fiir 5 Minuten, bei 400 g, 4°C abzentrifugiert und
zwei Mal mit 200 pl Permeabilisationspuffer gewaschen. Diese Prozedur wurde noch ein Mal
mit FACS-Puffer wiederholt und die Zellen im letzten Schritt in 200 pyl PBS aufgenommen,
sowie in FACS-Roéhrchen Uberfihrt und eingelesen. Als Negativkontrolle wurde im Fall der
intrazellularen Farbung immer eine Farbung mit der jeweiligen Isotypkontrolle des
Antikérpers vorgenommen und eine ungefarbte Kontrolle mitgefihrt. Zur Auswertung wurde

das Programm Flow Jo 8.8.2 verwendet.

3.4 Tierexperimentelle Methoden

3.4.1 Tierhaltung

Fir Tierversuche wurden ausschlieBlich weibliche Mause des Stammes Balb/c
herangezogen. Die WT Tiere wurden im Alter von 6 bis 8 Wochen von der Firma Janvier

(Saint-Berthevin Cedex, Frankreich) bezogen und friihestens eine Woche nach Anlieferung
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fur Versuche eingesetzt. Die Haltung der Tiere erfolgte in der Tierhaltung der Medizinischen
Klinik Innenstadt. Alle durchgefiihrten Tierversuche wurden von der Regierung von
Oberbayern genehmigt (Aktenzeichen 55.2.1.54-2532-90/12).

3.4.2 Subkutanes Tumormodell

Den Mausen wurden 1,25 x 10° 4T1 bzw. 5 x 10° Line-1 Tumorzellen (siehe 2.9.3) in 100 pl
PBS subkutan in die rechte Flanke injiziert. Zur Injektion wurden zu 80 % konfluent
wachsende Tumorzellen verwendet. Nach Tumorzellinjektion wurde die TumorgroRe in mm?
(Lange des Tumors in mm x Breite des Tumors in mm) mit Hilfe einer elektronischen
Schiebelehre vermessen. Die Tiere wurden taglich nach Tumorinduktion beobachtet, wobei
sowohl Tumorgréle, Gewicht als auch Allgemeinbefinden beurteilt und dokumentiert
wurden. Es wurden neben TumorgroRe, Morphologie und Flache auch das Gewicht, das
Verhalten, die Atmung und der body condition score beurteilt. Zum sofortigen Abbruch des
Versuches durch zervikale Dislokation unter Isoflurananasthesie kam es wenn die
Tumorflache 225 mm? oder der groRte Durchmesser 1,5 cm {berstieg, mehr als 15 % des
Ausgangsgewicht verloren wurde, das provozierte Verhalten erheblich gedampft war, die
Atmung deutlich beschleunigt bzw. erschwert war, eine permanente Buckelhaltung bestand,
ein exulzerierter Tumor vorhanden war, ein body condition score von 1 bestand oder die
Summe der Belastungspunkte 4 erreichte. Fir nicht normale Verhaltensmuster wurden
Punkte vergeben, wobei jede Auffalligkeit mit einem Punkt bewertet wurde. Je mit einem
Punkt bewertet wurden folgende Muster: Motorische Aktivitat gedampft aber normales
Muster provozierten Verhaltens; Atmung gering beschleunigt; intermittierende
Buckelhaltung; Gewichtsabnahme von bis zu 10%, body condition score von 2 bis 4 und
Tumor deutlich sichtbar aber intakte Haut. Im Falle der metastasierenden Tumormodelle
wurde die Belastung insbesondere Gber den body condition score erfasst, da die
Metastasierung nicht direkt messbar ist und zu einer Kachexie fiihren kann ohne absolute

Gewichtsabnahme (aufgrund der zunehmenden Tumormassen).

3.4.3 Organentnahme

Mause des bendétigten Mausstammes wurden mittels Isofluran-Inhalationsnarkose betaubt
und anschlieBend durch Genickbruch getétet. Die jeweiligen Organe wurden unter mdglichst
sterilen Bedingungen entnommen und anschlieend sofort in fllissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C.

29



3.5 Patientenkollektiv mit Bronchialkarzinom

Das Gewebe von 15 Patienten mit Bronchialkarzinom wurde von der Biobank unter der
FUhrung der human tissue and cell research (HTCR) Stiftung am Klinikum der Universitat
Miinchen bereitgestellt. Die Gewebeproben und die Daten wurden anonymisiert aus der
Datenbank nach Genehmigung des zustandigen Personals zur Verfligung gestellt. Jeder
Patient wurde schriftlich Gber die Studie aufgeklart und die Studie wurde von der
Ethikkomission der medizinischen Fakultat am Klinikum der Universitat Minchen und der
Regierung von Oberbayern genehmigt (Nr. 025-12). Die Biobank ist nach ISO 9001:2008
zertifiziert (Thasler et al., 2003). Geschlecht, Alter, Histologie, Vorbehandlung und UICC
Status der Patienten sind in Tabelle 11 zusammengefasst. Ein kleines Stlick des Praparats
wurde mittels flissigem Stickstoff eingefroren, um zu einem spéateren Zeitpunkt Proteinlysate
analysieren zu kdonnen. Aus dem primaren Tumorgewebe wurde eine Einzelzellsuspension
hergestellt (siehe 3.2.5), welche mittels Durchflusszytometrie (siehe 3.3) analysiert wurde,

um IL-22-exprimierende Immunzellen zu identifizieren.

Tabelle 11: Ubersicht des Patientenkollektivs

Gesamt 15
uicC
0 0
IA 3
IB 2
A 1
11=} 3
A 5
1B 1
\Y 0
Histologie
Adenokarzinom 12
Plattenepithelkarzinom | 1
Atypisches Karzinoid 2
Vorbehandlung
Chemotherapie 3
Radio-Chemotherapie | 1
Alter
50-59 2
60-69 6
70-79 6
80-89 1
Geschlecht
Weiblich 11
Mannlich 4
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3.6 Statistische Auswertungsverfahren

In dieser Arbeit wurden bei multiplen Experimenten die Werte als arithmetisches Mittel
angegeben, wobei die Streuung als Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the
mean, SEM) dargestellt ist. Die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit dem
zweiseitigen Student’s t-Test fir ungepaarte Stichproben oder mit dem Mann-Whitney U
Test, falls Daten von individuellen Mausen verglichen wurden. Der zweiseitigen Student’s
t-Test fir gepaarte Stichproben wurde verwendet wenn individuelle humane Donoren
untereinander verglichen wurden. Statistische Signifikanz wurde angenommen fiir p < 0,05,
p < 0,01 und p < 0,001 und so in den Abbildungen gekennzeichnet. Alle statistischen
Berechnungen erfolgten mit dem Programm GraphPad Prism. Die mathematische Analyse
und die graphische Darstellung erfolgten mit GraphPad Prism, Microsoft Office Excel und

Adobe lllustrator.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur Rolle von IL-1a in der durch Lungen- und Brusttumorzelllinien

vermittelten IL-22-Induktion aus Splenozyten

4.1.1 IL-22-Expression von Lymphozyten in 4T1 und Line-1 Tumoren in vivo

IL-22 wird von den meisten Tumorgeweben, darunter auch Brust- und Lungentumoren,
exprimiert (Kobold et al., 2013, Kim et al., 2014). Da die Quelle und Regulation von IL-22 in
den beiden genannten Tumorentitaten in dieser Arbeit untersuchen werden sollte, wurde

zunachst die IL-22-Expression in 4T1 und Line-1 Tumorzellen analysiert.

In Abbildung 4 ist die Gesamtmenge der IL-22 positiven mononuklearen Zellen in Milz,

Lunge und Tumor von Balb/c Mausen nach subkutaner Injektion mit 4T1 (A) oder Line-1
Zellen (B) dargestellt. In 4T1 tumortragenden Mausen wurden in der Milz 1,28 %, in der
Lunge 3,65 % und im Tumor 1,66 % IL-22 positive Immunzellen identifiziert. Eine etwas
niedrigere IL-22" -Zellpopulationen konnten im Line-1 Modell nachgewiesen werden mit

0,52 % in der Milz, 1,17 % in der Lunge und 1,03 % im Tumor.
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Abbildung 4: Expression von IL-22 in tumortragenden Mausen. Injektion von (A) 1,25 x
10° 4T1 bzw. (B) 5 x 10° Line-1 Tumorzellen s. c. in Balb/c Méause. Einzelzellsuspensionen
von Milz, Lunge und Tumor wurden mit PMA und lonomycin in Anwesenheit von Brefeldin A
stimuliert und intrazellular fur IL-22 gefarbt (A und B reprasentieren gepoolte Daten mitn =3
beziehungsweise n = 4 unabhangigen Experimenten mit n = 3 Mausen pro Gruppe). Die
Fehlerbalken reprasentieren die SEM.

Um die Quelle von IL-22 in beiden Tumormodellen ausfindig machen zu kénnen, hat ein
friherer Doktorand unserer Arbeitsgruppe Splenozyten aus Balb/c Mausen isoliert und mit
einem Gemisch aus 50 % zellfreiem 4T1- oder Line-1-Tumoriiberstand und RPMI**"
stimuliert. Nach sechs Tagen wurde der Uberstand abgenommen und mittels ELISA konnte

eine starke IL-22-Induktion durch den Tumoriberstand nachgewiesen werden (Wenk 2016).
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4.1.2 Stimulation von Splenozyten mit IL-1a und IL-23

In einem Zytokin-Array konnte unsere Arbeitsgruppe in der Vergangenheit zeigen, dass in
Uberstanden stimulierter Splenozyten mit 4T1 oder Line-1 Tumoriiberstand eine verstarkte
IL-1q, IL-23, IL-6, G-CSF, TNFa und IFNy Expression vorhanden war. Daher wurden
Splenozyten mit den genannten rekombinanten Zytokinen (20 ng/ml) fur vier Tage stimuliert
und deren IL-22-Expression mittels ELISA bestimmt. Nur nach Stimulation mit IL-1a bzw.
IL-23 konnte eine IL-22-Sekretion im Uberstand nachgewiesen werden (Wenk 2016). Um
den Effekt beider Zytokine auf die IL-22-Produktion weiter zu charakterisieren, wurden
Splenozyten mit verschiedenen Konzentrationen (10, 1, 0,1 und 0 ng/ml) von IL-1a, IL-23
oder beiden Zytokinen flir sechs Tage stimuliert und die resultierende IL-22-Induktion
ermittelt. Bereits die niedrigste Konzentration von 0,1 ng/ml IL-1a konnte IL-22 induzieren,
dies stieg dosisabhangig an. Wurde zusatzlich IL-23 zugegeben konnte ein geringer additiver
Effekt der IL-22-Expression beobachtet werden. IL-23 alleine fiihrte zu einer sehr niedrigen
IL-22-Ausschittung (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Stimulation von Splenozyten mit rekombinanten Zytokinen. Stimulation
von Splenozyten (2 x 10%/ml) mit 10, 1, 0,1 und 0 ng/ml IL-1a, IL-23 oder beiden Zytokinen.
Nach sechs Tagen Stimulation wurde im Uberstand die IL-22-Konzentration mittels ELISA
bestimmt (n = 4 unabhangige Experimente). Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM.

4.1.3 Expression der Zytokine IL-1a und IL-23 in den Tumorzelllinien Line-1 und 4T1

Um die Daten des Zytokin-Arrays zu bestatigen, wurden Splenozyten mit dem zellfreien
Uberstand von 4T1 oder Line-1 Tumorzelllinien inkubiert und die IL-1a und IL-23
Konzentration in den resultierenden Uberstanden gemessen. In beiden
Tumorzelliberstanden konnte sowohl IL-1a (Abbildung 6 A) als auch IL-23 (Abbildung 6 B)
nachgewiesen werden. Die Sekretion beider Zytokine war von 4T1 Zellen, im Vergleich zu

Line-1 Zellen starker. Die Stimulation der Splenozyten mit Tumorzelliberstanden fihrte zu
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einer héheren IL-1a Freisetzung durch die Splenozyten. IL-23 wurde durch die Stimulation

nicht zusatzlich induziert.

Des Weiteren wurde die Expression beider Zytokine in Proteinlysaten der Tumorzellen
mittels ELISA und gRTPCR bestimmt. Auf RNA und Proteinebene konnte sowohl IL-1a als
auch IL-23 nachgewiesen werden, auch hier war die Expression der 4T1 Tumorzellen starker

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 6: Analyse von IL-1a und IL-23 vor und nach Stimulation mittels
Tumorzelliiberstand. Stimulation von Splenozyten (2 x 10%/ml) mit 4T1 oder Line-1
Tumorzelliberstand. Die IL-1a (A) und IL-23 (B) Sekretion im Uberstand wurde nach sechs
Tagen Stimulation mittels ELISA untersucht. (A und B reprasentieren n = 5 unabhangige
Experimente). Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die Berechnung der
statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test. n. d. steht fiir nicht
detektierbar.

4.1.4 Neutralisation von IL-1a und IL-23 flihrt zu einer Reduktion der IL-22-Expression

In Vorversuchen wurde ein neutralisierender anti-IL-1a, anti-IL-23 oder beide Antikérper zu
4T1 oder Line-1 Uberstanden zugegeben und Splenozyten stimuliert. Nach Inkubation der
Uberstande mit neutralisierendem anti-IL-1a oder beiden Antikdpern konnte nur noch eine
geringe Menge IL-22 nach Stimulation nachgewiesen werden. Die Zugabe des
anti-IL-23-Antikdrpers fiihrte zu keiner signifikanten IL-22-Reduktion in beiden
Tumormodellen (Wenk, 2016).

Um diesen Effekt unabhangig zu bestatigen, sollte nun analysiert werden, ob eine
Neutralisation von IL-1 im Tumoriberstand zu einer Reduktion der IL-22-Sekretion flhrt.
Durch Zugabe des léslichen IL-1-Rezeptor Antagonisten Anakinra zu beiden Uberstanden

konnte die IL-22-Sekretion aus Splenozyten blockiert werden (Abbildung 7). Anakinra bindet
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kompetitiv am IL-1-Rezeptor (IL-1R), wodurch es die biologische Aktivitat von IL-1a und
IL-18 hemmt.
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Abbildung 7: Neutralisation von IL-1 im Tumoriiberstand. Inkubation der
Tumoriberstande 4T1 und Line-1 mit Anakinra (500 ng/ml) und anschlieBender Stimulation
der Splenozyten (2 x 106/ml) fir sechs Tage. Analyse der IL-22-Sekretion im Uberstand
mittels IL-22 ELISA (n = 3 unabhangige Experimente). Die Fehlerbalken reprasentieren die
SEM und die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen
Student’s t-Test.

4.1.5 Einfluss des IL-1-Signalwegs auf die IL-22-Induktion

Um den Einfluss von IL-1 auf die Induktion von IL-22 durch die Tumorzelllinien 4T1
(Abbildung 8 A) und Line-1 (Abbildung 8 B) zu untersuchen, wurden Splenozyten aus
C57BI/6 WT mit C57BI/6 IL-1R-KO Mausen verglichen. Aulerdem wurden die Splenozyten
zusatzlich mit den rekombinanten Zytokinen IL-1a und IL-23 (Abbildung 8 C) stimuliert. Die
IL-22-Sekretion war nach Stimulation der IL-1R-KO Splenozyten signifikant reduziert.
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Abbildung 8: Einfluss des IL-1-Signalweges auf die IL-22-Induktion. Stimulation von
C57BI/6 WT oder IL-1R-KO Splenozyten (2 x 10%/ml) mit (A) Line-1, (B) 4T1
Tumorzelliberstand oder (C) rekombinantem IL-1a und IL-23 (20 ng/ml) fur sechs Tage.
Analyse der IL-22-Konzentration im Uberstand mittels IL-22 ELISA (A,Bund C
reprasentieren n = 2 unabhangige Experimente mit n = 4 bis 7 Mause pro Gruppe). Die
Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die Berechnung der statistischen Signifikanz
erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test.
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4.2 Die Transkriptionsfaktoren AhR und RORVyt sind fiir die Tumorzell-induzierte

IL-22-Produktion verantwortlich

4.2.1 Einfluss der Transkriptionsfaktoren AhR und RORyt auf die IL-22-Sekretion nach

Stimulation von Splenozyten mit Tumoriberstand

Um den Mechanismus der |IL-22-Induktion durch Tumorzellen naher zu analysieren, sollten
die verantwortlichen Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. Die beiden
Transkriptionsfaktoren AhR und RORYyt sind sowohl fiir die Differenzierung von
verschiedenen Lymphozyten-Subpopulationen, als auch fir deren IL-22-Produktion relevant
(siehe Tabelle 1). Um den Einfluss von AhR und RORyt auf die Tumor-induzierte
IL-22-Sekretion zu untersuchen, wurden Splenozyten mit Tumortberstand von 4T1
(Abbildung 9 A) oder Line-1 (Abbildung 9 B) Zellen stimuliert und gleichzeitig Antagonisten
gegen AhR (CH-223191), RORyt (SR-2211) einzeln oder beide gleichzeitig zugegeben. Auf
RNA (Daten nicht gezeigt), wie auf Proteinebene scheinen beide Transkriptionsfaktoren fur
die IL-22-Expression notwendig zu sein, da im Vergleich zur Kontrolle mit DMSO kein IL-22

nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 9: Antagonisierung von AhR und RORyt, wahrend der Stimulation von
Splenozyten mit Tumorzelliiberstand. Stimulation von Splenozyten (2 x 10%/ml) mit
zellfreiem (A) Line-1 oder (B) 4T1 Uberstand, sowie Zugabe von 10 yM CH-223191 (AhR
Antagonist), 5 yM SR-2211 (RORyt Antagonist) oder beiden Antagonisten. Messung der
IL-22-Konzentration mittels ELISA nach sechs Tagen Inkubation (A reprasentiertn = 3
unabhangige Experimente, B reprasentiert n = 1 aus flinf unabhangigen Experimenten). Die
Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die Berechnung der statistischen Signifikanz
erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test. n. d. steht fir nicht detektierbar.

Nach Zugabe von IL-1a und IL-23 zu Splenozyten konnte nach sechs Tagen eine starke
IL-22-Expression im Uberstand mittels ELISA nachgewiesen werden. Nach Zugabe von
Antagonisten gegen die Transkriptionsfaktoren AhR (CH-223191) oder RORyt (SR-2211) zur

Zytokin-Stimulation der Splenozyten wurde die IL-22-Expression signifikant herabreguliert.
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Wurden beide Antagonisten eingesetzt konnte fast keine IL-22-Sekretion festgestellt werden
(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Antagonisierung von AhR und RORyt, wiahrend der Stimulation mit
IL-1a und IL-23. Stimulation von Splenozyten (2 x 10%/ml) mit rekombinantem IL-1a und
IL-23 (20 ng/ml), sowie Zugabe von 10 yM AhR (CH-223191), 5 yM RORyt (SR-2211) oder
beiden Antagonisten. Messung der IL-22-Expression mittels ELISA nach sechs Tagen
Inkubation (es sind gepoolte Daten von n = 4 unabhangige Experimente gezeigt). Die
Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die Berechnung der statistischen Signifikanz
erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test. n. d. steht fur nicht detektierbar.

Um ausschlielien zu kdnnen, dass die beiden Antagonisten CH-223191 und SR-2211 das
Uberleben der Splenozyten beeinflussen und dadurch die verringerte 1L-22-Expression
zustande kommt, wurde ein LDH-Assay durchgefiihrt. LDH wird in Folge der Apoptose
ausgeschuttet und kann photometrisch bestimmt werden. Es konnte kein Unterschied in der
LDH Ausschittung festgestellt werden. Somit haben die Antagonisten CH-223191 und
SR-2211 keinen Einfluss auf das Uberleben der Splenozyten (Daten nicht gezeigt).

4.2.2 Die IL-22-Sekretion von Immunzellen ist in vivo vom Transkriptionsfaktor AhR abhangig

Da tumorinfiltrierte Immunzellen aus 4T1 und Line-1 Tumoren IL-22 exprimieren, sollte
geklart werden, ob der Transkriptionsfaktor AhR (CH-223191) auch in vivo fur die
IL-22-Produktion im Tumor verantwortlich ist. Hierfiir wurden 4T1 und Line-1 tumortragende
Mause mit dem AhR-Antagonisten CH-223191 behandelt. Die IL-22-Expression im Tumor
von 4T1 und Line-1 tumortragenden Mausen nahm nach Gabe des AhR Antagonisten
signifikant ab (Abbildung 11 A und B).
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Abbildung 11: Einfluss des Transkriptionsfaktors AhR auf die IL-22-Produktion in vivo.
IL-22-Sekretion in Milz, Lunge und Tumor nach s. c. Injektion von (A) 1,25 x 10° 4T1 oder (B)
5 x 10° Line-1 Tumorzellen. Analyse der IL-22-produzierenden Zellen mittels (A)
Durchflusszytometrie oder (B) ELISA. Injektion von 10 uM CH-223191 oder DMSO i. p. an
(A) zwei oder (B) sieben aufeinanderfolgenden Tagen vor Versuchsende. Einzelzell-
suspensionen von Milz, Lunge und Tumor wurden mit PMA und lonomycin in Anwesenheit
von Brefeldin A restimuliert und intrazellular fur IL-22 gefarbt. (A reprasentiert gepoolte Daten
von n = 2 unabhangige Experimente mit n = 4 Mausen pro Gruppe; B reprasentiert gepoolte
Daten von n = 3 unabhangige Experimente mit n = 5 Mausen pro Gruppe). Die Fehlerbalken
reprasentieren die SEM und die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit dem
zweiseitigen Student’s t-Test.

Weiterhin wurden die 4T1 Tumore auf verschiedene IL-22-sezernierende
Immunzellsubpopulationen untersucht. Nach Behandlung mit dem AhR-Antagonisten, wurde
die IL-22-Expression in CD4" und CD8" T-Zellen, sowie in NK-Zellen und cDCs signifikant
herabreguliert (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Einfluss des Transkriptionsfaktors AhR auf die IL-22-Produktion
einzelner Subpopulationen im 4T1 Tumormodell. IL-22-Sekretion im Tumor nach s. c.
Injektion von 1,25 x 10° 4T1 Tumorzellen. Injektion von 10 yM CH-223191 oder DMSO i. p.
an zwei aufeinanderfolgenden Tagen vor Versuchsende. Analyse der IL-22-produzierenden
Zellen mittels Durchflusszytometrie. Einzelzell-Suspensionen von Milz, Lunge und Tumor
wurden mit PMA und lonomycin in Anwesenheit von Brefeldin A restimuliert und intrazellular
fur IL-22 gefarbt. Es wurden folgende IL-22-produzierende Immunzellsubpopulationen
analysiert: NK-Zellen (Nkp46*), Makrophagen (F4/80°CD11b*Gr1°), Monozyten
(F4/80"CD11b*Ly6C*CD11c’), cDCs (CD11¢*CD11b*F4/80°Gr1°), mMMDSCs (CD11b™
Gr1™? Ly6C*) und gMDSCs (CD11b"®" Gr1"9" Ly6C*) (es werden gepoolte Daten von n = 2
unabhangige Experimente mit n = 4 Mausen pro Gruppe gezeigt). Falls die IL-22 positiven
Zellen unter 0,05 % lagen wurden diese ausgeschlossen. Die Fehlerbalken reprasentieren
die SEM und die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen
Student’s t-Test.
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4.3 Murine Tumorzellen induzieren die IL-22-Sekretion aus einer gemischten T-Helfer

Zellpopulation

4.3.1 IL-22 wird von CD3" T-Zellen nach Stimulation mit Tumorzelliiberstand und

rekombinanten Zytokinen sezerniert

Basierend auf der Literatur gelten T-Zellen als Hauptquelle von IL-22 in Maus und Mensch
(siehe Tabelle 1). Im Folgenden sollte daher gepruft werden, ob T-Zellen IL-22 nach
Stimulation mit Tumorzelliberstand (Abbildung 13 A) oder mit rekombinantem IL-1a und
IL-23 (Abbildung 13 B) produzieren. Die Reinheit der eingesetzten CD3" Zellen lag zwischen
90 und 98 % und die der CD3" Zellen bei unter 2 % (Daten nicht gezeigt). Nur CD3"
Immunzellen waren in der Lage nach Stimulation IL-22 zu produzieren (Abbildung 13 A und
B). Somit sind T-Zellen die Hauptproduzenten der IL-22-Produktion nach Stimulation mit 4T1

TumorlUberstand oder IL-1a und IL-23 Zytokinen.
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Abbildung 13: Identifikation der IL-22-produzierenden Immunzellpopulation.
Stimulation von Splenozyten, sowie von MACS angereicherten CD3" und CD3"
Immunzellsubpopulationen (2 x 10%/ml) fiir sechs Tage mit (A) 4T1 Tumorzelliiberstand oder
(B) rekombinantem IL-1a und IL-23 (100 ng/ml). Analyse der IL-22-Konzentration im
Uberstand mittels ELISA (A repréasentiert gepoolte Daten ausn=6undBausn=5
unabhangigen Experimenten). Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die
Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test. n. d.
steht fiir nicht detektierbar.

4.3.2 Die IL-22-Produktion von T-Zellen nach Stimulation mit rekombinantem IL-1a und IL-23

ist von den Transkriptionsfaktoren AhR und RORyt abhangig

Im Folgenden sollte die Abhangigkeit der IL-22-Produktion durch T-Zellen von den beiden

Transkriptionsfaktoren AhR und RORyt untersucht werden. Durch Hinzufligen eines oder
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beider Antagonisten zu den T-Zell-Stimulationen konnte eine signifikante Reduktion der
IL-22-Sekretion erzielt werden (Abbildung 14).
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IL-1a + IL-23 - + + + + +
DMSO - - + -
CH-223191 - - - * - *
SR-2211 - - - - * *

Abbildung 14: Antagonisierung von AhR und RORyt in CD3" Zellen, wihrend der
Stimulation mit IL-1a und IL-23. Stimulation von Splenozyten und MACS-angereicherten
CD3" Zellen (2 x 10%/ml) fiir sechs Tage mit rekombinantem IL-1a und IL-23 (100 ng/ml), in
An- oder Abwesenheit von 10 yM CH-223191 (AhR Antagonist), 5 yM SR-2211 (RORyt
Antagonist) oder beiden Antagonisten. Analyse der IL-22-Konzentration im Uberstand mittels
ELISA (es werden gepoolte Daten aus n = 3 unabhangige Experimente gezeigt). Die
Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die Berechnung der statistischen Signifikanz
erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test.

4.3.3 IL-22-Sekretion von eine gemischte CD4" T-Zell-Population

Um die T-Zell-Population, welche IL-22 produziert weiter charakterisieren zu kénnen, wurde
der Uberstand nach Stimulation auf IL-17 und IFNy Sekretion analysiert. IFNy gilt als
protypisch fur Th1 und IL-17 fir Th17 Zellen. Nach Stimulation der Splenozyten mit 4T1 oder
Line-1 Tumorzelliberstand konnte sowohl IL-17 (Abbildung 15 A) als auch IFNy (Abbildung

15 B) nachgewiesen werden.
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Abbildung 15: Produktion von IFNy und IL-17 nach Stimulation der Splenozyten mit
Tumorzelliiberstand. Stimulation von Splenozyten (2 x 10%/ml) mit zellfreiem 4T1 oder
Line-1 Tumorzelliiberstand fiir sechs Tage. Quantifizierung von IFNy und IL-17 im Uberstand
mittels ELISA (A reprasentiert gepoolte Daten aus n = 5 und B aus n = 7 unabhangigen
Experimenten). Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM; n. d. steht fir nicht detektierbar.

4.3.4 Die IL-17 und IFNy Sekretion aus Th1, Th17 und Th22 -Zellen ist von IL-1 abhangig

Als nachstes sollte Gberprift werden, ob die IL-22-Sekretion der IL-17 und IFNy
produzierenden T-Zellen IL-1 abhangig ist. Nach Stimulation der Splenozyten und Zugabe
von Anakinra wurde der Uberstand auf IL-17 (Abbildung 16 A) und IFNy (Abbildung 16 B)
Sekretion analysiert. Durch Anakinra wurde die Produktion beider Zytokine stark verringert

was darauf hindeutet, dass keine Th1, Th17 und Th22 Zellen vorhanden sind.
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Abbildung 16: Die IL-17 und IFNy Sekretion aus Th1, Th17 und Th22 -Zellen ist von

IL-1 abhéngig. Stimulation von Splenozyten (2 x 10%/ml) mit zellfreiem 4T1 oder Line-1
Tumorzelliberstand fur sechs Tage, mit oder ohne Anakinra (500 ng/ml). Quantifizierung von
IFNy und IL-17 im Uberstand mittels ELISA (A und B reprasentieren 4T1 n = 4 und Line-1

n = 3 verschiedene Uberstande). Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die
Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test. n. d.
steht fir nicht detektierbar.
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4.3.5 |dentifikation der IL-22-produzierenden Immunzellsubpopulationen in vivo

Nach subkutaner Injektion von 4T1 oder Line-1 Tumorzellen in Balb/c Mausen wurden die
tumorinfiltrierten Immunzellen auf ihre IL-22-Sekretion untersucht. In Abbildung 17 A und B
wurde zunéachst die Gesamtmenge an Immunzellen bestimmt und anschlieRend davon
ausgehend die Anzahl der IL-22-positiven Zellen anhand der Gesamtzellpopulation
berechnet. In beiden Tumormodellen wurde IL-22 hauptsachlich von T-Zellen exprimiert,
wobei auch myeloide Zellen IL-22 exprimieren. Vor allem im Line-1 Modell wurde |L-22
verstarkt von NK-Zellen sezerniert. Des Weiteren waren IL-17 positive Zellen in den 4T1 und
Line-1 Tumoren vorhanden (Daten nicht gezeigt). Im 4T1 Tumormodell wurde IL-22 nicht von
B-Zellen oder myeloid-derived supressor cells (MDSCs), im Line-1 Tumormodell nicht von

monozytoiden MDSCs (MMDSCs) produziert.
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Abbildung 17: IL-22-produzierende Immunzellsubpopulationen in vivo.
IL-22-Expression von verschiedenen Immunzellsubpopulationen im Tumor nach Injektion
von (A) 1,25 x 10° 4T1 oder (B) 5 x 10° Line-1 Tumorzellen in Balb/c Mause. Einzelzell-
suspensionen des Tumors wurden mit PMA und lonomycin in Anwesenheit von Brefeldin A
restimuliert und intrazellular fir IL-22 gefarbt. Analyse mittels Durchfluss-zytometrie von IL-
22-exprimierenden NK-Zellen (Nkp46"), Makrophagen (F4/80°CD11b"Gr17), Monozyten
(F4/80"CD11b"Ly6C"CD11c’), cDCs (CD11¢"CD11b"F4/80°Gr1°), und gMDSCs (CD11b""
Gr1"e" Ly6C") (A und B reprasentieren gepoolte Daten aus n =3 und n = 4 unabhéngigen
Experimenten mit n = 3 Mausen pro Gruppe). Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM.
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4.4 Humane Lungen- und Brusttumorzelllinien induzieren IL-22-Sekretion von PBMCs,

in Abhédngigkeit von IL-1q, IL-18 und den Transkriptionsfaktoren AhR- und RORyt

4.4 .1 Losliche Faktoren aus humanen Lungen- und Brusttumorzellen kénnen IL-22-Sekretion

aus PBMCs initiieren

Um zu untersuchen ob auch humane Tumorzelllinien in der Lage sind IL-22 aus Immunzellen
zu induzieren, wurden mononukleéare periphere Blutzellen (PBMCs) aus verschiedenen
gesunden Spendern isoliert und mit dem Uberstand von drei unterschiedlichen humanen
Lungen- (A549, HCC827827, H1339) und Brust- (MCF7, CAMA1, MDAMB231)
Tumorzelllinien stimuliert. Nach Stimulation mit den verschiedenen Tumorzelliberstanden

konnte jeweils eine signifikante IL-22-Induktion nachgewiesen werden (Abbildung 18 A und

B).
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Abbildung 18: Stimulation von PBMCS mit humanem Lungen- und
Brusttumorzelliiberstand. Stimulation von PBMCs (2 x 10%/ml) mit 50 % zellfreiem (A)
A549, HCC827, H1339 (B) MCF7, CAMA1 oder MDAMB231 Tumorzelliberstand und 50 %
PBMC Medium fir sechs Tage. Messung der IL-22-Konzentration mittels ELISA (A
reprasentiert 13 bis 24 und B 8 bis 18 verschiedene Spender; jeder Punkt stellt einen
individuellen Spender dar). Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die Berechnung
der statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test.

4.4.2 Die IL-22-Produktion von PBMCs nach Stimulation mit Tumorzelliberstanden ist von

IL-18 abhangig

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die IL-22-Ausschuttung von IL-1a abhangig ist.
Aus diesem Grund wurde zunachst der IL-1-Antagonist Anakinra, welcher den
IL-1R-Signalweg hemmt, zu den humanen Lungen- und Brust-Tumorzelliberstadnden
zugegeben. Anakinra blockierte die IL-22-Induktion, welche durch die Brust- und

Lungentumortberstanden hervorgerufen wird (Abbildung 19 A und B). Hingegen hatte die
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Neutralisation von IL-23 keinen Effekt auf die IL-22-Ausschittung (Daten nicht gezeigt). Als
nachstes wurde die IL-1a und IL-13 Expression der humanen Lungen- und
Brusttumorzelllinien analysiert (Daten nicht gezeigt). IL-1a wurde von allen Tumorzelllinien

produziert wobei A549 und MCF7 die niedrigste Expression aufwiesen. IL-13 konnte nicht

nachgewiesen werden.
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Abbildung 19: Stimulation der PBMCs mit Tumorzelliiberstanden und Hemmung der
IL-22-Produktion durch Zugabe von Anakinra. Stimulation von PBMCs (2 x 10%ml) mit

50 % zellfreiem (A) A549, HCC827, H1339 (B) MCF7, CAMA1 oder MDAMB231 Tumorzell-
Uberstand und 50 % PBMC Medium fir sechs Tage, sowie Zugabe von Anakinra (500
ng/ml). Messung der IL-22-Konzentration mittels ELISA (A reprasentiert n = 5 bis 8 und B

n = 5 bis 7 verschiedene gesunde Spender; jeder Punkt stellt einen individuellen Spender
dar). Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die Berechnung der statistischen
Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test.

Um zusatzlich differenzieren zu kénnen, ob die IL-22-Sekretion von IL-1a oder IL-13 abhangt
wurden PBMCs mit Tumorlberstand zweier Lungenzelllinien (HCC827 und H1339) stimuliert
und neutralisierende Antikérper gegen IL-1a bzw. IL-18 zugegeben. In beiden analysierten
Zelllinien fuhrte die Zugabe des Antikdrpers gegen IL-18 zu einer starken Reduktion von
IL-22 (Abbildung 20 A und B). Allerdings konnte die IL-22-Sekretion nach Stimulation mit

H1339 Tumorzelliberstand auch durch anti-IL-1a reduziert werden (Abbildung 20 B).
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Abbildung 20: Hemmung der IL-22-Produktion von PBMCs nach Stimulation mit
Lungentumorzelliiberstanden durch anti-IL-1a und anti-IL-18 Antikorper. Stimulation
von PBMCs (2 x 10%/ml) mit 50 % zellfreiem (A) HCC827 oder (B) H1339 Tumorzell-
Uberstand fiir sechs Tage in der Gegenwart oder Abwesenheit von anti-IL1a, anti-IL-13 oder
beiden Antikérpern (10 pg/ml). Messung der IL-22-Konzentration mittels ELISA (A
reprasentiert n = 10 und B n = 6 verschiedene Spender; jeder Punkt stellt einen individuellen
Spender dar). Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die Berechnung der
statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test.

Weiterhin wurden PBMCs mit dem Uberstand humaner Brustzelllinien (CAMA1 und
MDAMB231) stimuliert und neutralisierende Antikérper gegen IL-1a bzw. IL-13 zugegeben.
In den beiden analysierten Zelllinien war IL-1p fiir die IL-22-Produktion notwendig, da die
Zugabe des Antikorpers gegen IL-1pB, nicht aber des gegen IL-1a zu einer starken Reduktion

der Expression von IL-22 fuhrte (Abbildung 21 A und B).
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Abbildung 21: Hemmung der IL-22-Produktion von PBMCs nach Stimulation mit
Brusttumorzelliiberstanden durch anti-IL-1a und anti-IL-18 Antikérper. Stimulation von
PBMCs (2 x 10°/ml) mit 50 % zellfreiem (A) CAMA1 oder (B) MDAMB231 Tumorzell-
Uberstand fir sechs Tage in der Gegenwart oder Abwesenheit von anti-IL1a, anti-IL-13 oder
beiden Antikdérpern (10 pg/ml). Messung der IL-22-Konzentration mittels ELISA (A
reprasentiert n = 6 und B n = 9 verschiedene Spender; jeder Punkt stellt einen individuellen
Spender dar). Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die Berechnung der
statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test.
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4 4.3 Die IL-22-Produktion von PBMCs nach Stimulation mit Tumorzelliberstanden ist von
AhR- und RORyt abhéangig

Nachdem die beiden Transkriptionsfaktoren AhR und RORyt im Mausmodell fir die
IL-22-Expression notwendig waren, sollte analysiert werden, ob dies auch auf humane Zellen
Ubertragbar ist. Zusatzlich zur Stimulation mit humanem Lungentumorzelliberstand wurden
10 uM CH-223191 (AhR-Antagonist), 5 yM SR-2211 (RORyt-Antagonist) oder beide
Antagonisten zugegeben. Nach Stimulation mit A549 Uberstand (Abbildung 22 A) wurde die
IL-22-Expression Uber den AhR Antagonisten signifikant reduziert. Im Fall einer Inkubation
mit H1339 Uberstand (Abbildung 22 B) wurde die IL-22-Sekretion (iber die Zugabe eines

oder beider Antagonisten signifikant reduziert.
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Abbildung 22: Antagonisierung der IL-22-Sekretion aus PBMCs nach Stimulation mit
Lungentumorzelliiberstand mittels AhR- und RORyt-Antagonisten. Stimulation von
PBMCs (2 x 10%/ml) mit (A) A549 oder (B) H1339 Tumorzelliiberstand, sowie Zugabe von

10 uM CH-223191 (AhR-Antagonist), 5 yM SR-2211 (RORyt-Antagonist) oder beiden
Antagonisten. Die IL-22-Konzentration wurde nach sechs Tagen im Uberstand mittels ELISA
nachgewiesen (A reprasentiert n = 5 und B n = 6 verschiedene Spender; jeder Punkt stellt
einen individuellen Spender dar). Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die
Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test.

Des Weiteren wurden zusatzlich zur Stimulation mit humanem Brusttumorzelliberstand

10 uM CH-223191 (AhR-Antagonist), 5 yM SR-2211 (RORyt-Antagonist) einzeln oder beide
Antagonisten zugegeben. Die Induktion von IL-22 konnte durch die Zugabe einer der beiden
Antagonisten vollstandig auf das Expressionslevel ohne Stimulation reduziert werden. Eine
signifikante Reduktion von IL-22 nach Stimulation mit CAMA1 Uberstand (Abbildung 23 A)
wurde Uber die Antagonisierung des RORyt-Antagonisten erreicht. Durch eine Inkubation mit
MDAMB231 Uberstand (Abbildung 23 B) wurde die IL-22-Sekretion Uiber die Zugabe eines

oder beider Antagonisten signifikant reduziert.
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Abbildung 23: Antagonisierung der IL-22-Sekretion aus PBMCs nach Stimulation mit
Brusttumorzelliiberstand mittels AhR- und RORyt-Antagonisten. Stimulation von
PBMCs (2 x 10°/ml) mit CAMA1 (A) oder MDAMB231 (B) Tumorzelliiberstand, sowie Zugabe
von 10 yM CH-223191 (AhR-Antagonist), 5 yM SR-2211 (RORyt-Antagonist) einzeln oder
zusammen. Die IL-22-Konzentration wurde nach sechs Tagen im Uberstand mittels ELISA
nachgewiesen (A und B reprasentieren n = 6 verschiedene Spender; jeder Punkt stellt einen
individuellen Spender dar). Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die Berechnung
der statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test.
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4.5. Humane Brust und Lungentumorzelllinien induzieren IL-22 aus einer gemischten

T-Helfer Zellpopulation

4.5.1 |dentifikation der IL-22-produzierenden Immunzellsubpopulation nach Stimulation mit

humanem Tumorzelliberstand

Im Folgenden sollte die IL-22-sezernierende Immunzellsubpopulation nach Stimulation mit
humanem Lungentumorzelliberstand identifiziert werden. Nach Inkubation mit den
verschiedenen Tumorzelliberstanden konnte jeweils eine signifikante IL-22-Induktion
nachgewiesen werden, welche hauptséchlich von CD4" T-Zellen bestehend aus Th1, Th17
und Th22 Zellen, ausging (Abbildung 24 A und B). Weder CD11b" noch yd T-Zellen

sezernierten IL-22 nach Stimulation mit den Tumorzelliberstanden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 24: Identifikation der IL-22-produzierenden Immunzellsubpopulation.
Stimulation von PBMCS (2 x 10%/ml) mit (A) A549 oder (B) HCC827 Tumorzelliiberstand fiir
vier bis sechs Tage. Stimulierte PBMCs wurden mit PMA und lonomycin in Anwesenheit von
Brefeldin A restimuliert und intrazellular fur IL-22 gefarbt. Analyse der IL-22-Expression
mittels Durchflusszytometrie von CD8" und CD4" T-Zellen, Th1 (CD3"CD4"IFNy*), Th17
(CD3"CD4'IFNYIL-17"), Th22 (CD3"CD4"IFNy’IL-17") sowie CD11b"* Zellen (A reprasentiert
n = 3 und B n = 5 verschiedene gesunde Spender; jeder Punkt stellt einen individuellen
Spender dar). Falls die IL-22 positiven Zellen unter 0,05 % lagen wurden diese
ausgeschlossen. Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die Berechnung der
statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test.

Anschlieend wurden die IL-22-sezernierenden Immunzellsubpopulationen nach Stimulation
mit humanem Brusttumorzelliiberstand (MCF7 und CAMA1) identifiziert. Ahnlich der
Stimulation mit Lungentumoritberstadnden konnte eine signifikante IL-22-Induktion
hauptsachlich ausgehend von CD4" T-Zellen (Th1, Th17 und Th22 Zellen), beobachtet
werden (Abbildung 25 A und B). Weder CD11b" noch yd T-Zellen sezernierten IL-22 nach

Stimulation mit den Tumorzelliberstanden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 25: Identifikation der IL-22-produzierenden Immunzellsubpopulation.
Stimulation von PBMCS (2 x 10%/ml) mit (A) MCF7 oder (B) Cama1 Tumorzelliiberstand fiir
vier bis sechs Tage. Stimulierte PBMCs wurden mit PMA und lonomycin in Anwesenheit von
Brefeldin A restimuliert und intrazellular fur IL-22 gefarbt. Analyse der IL-22-Expression
mittels Durchflusszytometrie von CD8" und CD4" T-Zellen, Th1 (CD3"CD4"IFNy*), Th17
(CD3"CD4'IFNYIL-17"), Th22 (CD3"CD4"IFNy’IL-17") sowie CD11b"* Zellen (A reprasentiert
n = 3 und B n = 5 verschiedene gesunde Spender; jeder Punkt stellt einen individuellen
Spender dar). Falls die IL-22 positiven Zellen unter 0,05 % lagen wurden diese
ausgeschlossen. Die Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die Berechnung der
statistischen Signifikanz erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test.

4.5.2 IL-17 und IFNy Sekretion von T-Helfer Zellen durch Stimulation mit Tumorzelliberstand

Um die T-Zell-Population, welche IL-22 produziert weiter charakterisieren zu kénnen, wurde
der Uberstand nach Stimulation der PBMCs auf IFNy (Abbildung 26 A und B) und IL-17
(Abbildung 27 A und B) Sekretion analysiert. Somit konnte zwischen IFNy produzierenden
Th1 und IL-17 sezernierenden Th17 Zellen unterschieden werden. IFNy und IL-17 Sekretion

konnte in allen analysierten Uberstanden nach Stimulation nachgewiesen werden.
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Abbildung 26: IFNy Sekretion von T-Helfer Zellen durch Stimulation mit
Tumorzelliiberstand. Stimulation von PBMCS (2 x 10%ml) mit (A) A549, HCC827 und
H1339, sowie mit (B) MCF7, CAMA1 und MDAMB231 Tumorzelliiberstand fiir sechs Tage.
Analyse der IL-22-Konzentration mittels IFNy ELISA (A reprasentiertn=4undBn=5
gesunde Spender; jeder Punkt stellt einen individuellen Spender dar). Die Fehlerbalken
reprasentieren die SEM.

50



N

=}

=}
]

2001

o
=}
1

g 150+ . =

® -

2 S
~ 1004 % = 100 °

- ~

1 - LX)
- = hd
= 504 . . 50 {, 'I'
L]
0 L4

O-espe—sgs—t—sdfo—ops—1—eore—sore—— 0-Ldn—ep—Ays-afo-ame—I—afto-ame—ore-
PBMCS + -+ + -+ + -+ PBMCS + -+ + -+ + -+
Tumor Uberstand - + + -+ o+ -+ o+ Tumor Uberstand - + + -+ o+ -+ o+
A549 HCC827 H1339 MCF7 CAMA1 MDAMB231

Abbildung 27: IL-17 Sekretion von T-Helfer Zellen durch Stimulation mit
Tumorzelliiberstand. Stimulation von PBMCS (2 x 10%ml) mit (A) A549, HCC827 und
H1339, sowie mit (B) MCF7, CAMA1 und MDAMB231 Tumorzelliiberstand fiir sechs Tage.
Analyse der IL-22-Konzentration mittels IL-17 ELISA (A reprasentiert n =4 und B n = 4 bis 6
gesunde Spender; jeder Punkt stellt einen individuellen Spender dar). Die Fehlerbalken
reprasentieren die SEM.
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4.6 T-Helfer Zellen sind die Hauptproduzenten von IL-22 in primdrem

Lungentumorgewebe

4.6.1 |dentifikation der IL-22-exprimierenden Zellen im Tumor von Patienten mit

Bronchialkarzinom

Um die Ergebnisse weiter zu validieren und deren Relevanz fiir die studierte Erkrankung des
Lungenkarzinoms zu belegen, wurden primare Lungenkarzinomproben auf das
Vorhandensein von IL-22-produzierenden Zellen untersucht. Die T-Helfer Zellen wurden Gber
deren CD3 und CD4 Expression ermittelt und weiterhin die verschiedenen
IL-22-produzierenden Subpopulationen Th1 (CD3"CD4"IFNy*), Th17 (CD3"CD4"IFNy’IL-17")
und Th22 (CD3*CD4"IFNy’IL-17) definiert (Abbildung 28 A).

Im Mittel konnten 0,61 % IL-22 positive Lymphozyten Uber die Durchflusszytometrie
identifiziert werden (Abbildung 28 B). Hier fanden sich hauptsachlich T-Helferzellen als
Quelle der IL-22-Produktion, darunter 50 % Th1, 14 % Th22 und 6 % Th17 Zellen. Des
Weiteren produzierten 9 % der CD3*CD8" und 3 % der CD3"CD4 CD8" Zellen IL-22. Es
konnten keine CD11b*IL-22" Zellen nachgewiesen werden. 13 % der IL-22 sezernierenden

Zellen konnten nicht Gber die vorhandenen Marker identifiziert werden (Abbildung 28 C).
In Gewebelysaten konnten héhere Mengen an IL-22 im Tumorgewebe verglichen mit

entsprechendem Lungengewebe identifiziert werden. Im Mittel wurden 49 pg/mg IL-22 in den

Tumorlysaten und 21,9 pg/mg im Lungengewebe gemessen (Abbildung 28 D).
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Abbildung 28: Identifikation der IL-22-produzierenden Zellen im Tumorgewebe von
Patienten mit Bronchialkarzinom. Einzelzellsuspensionen der Bronchialkarzinomproben
wurden mit PMA und lonomycin in Anwesenheit von Brefeldin A restimuliert und intrazellular
mit IL-22 gefarbt. AnschlieRend folgte die Analyse der IL-22-Expression mittels
Durchflusszytometrie von CD8" T-Zellen, Th1 (CD3*CD4"IFNy"), Th17 (CD3"CD4"IFNy
IL-17"), Th22 (CD3*CD4*IFNyYIL-17"), Thx (CD4"Th1Th17'Th22") CD3"CD4°CD8 und
CD11b" Zellen. Tote Zellen konnten Uber einen Lebend-Tot-Farbstoff ausgeschlossen
werden (A bis C). (D) Quantifizierung der IL-22-Sekretion von Tumor- und Lungenlysaten
mittels ELISA (B bis C reprasentieren n = 15 und D n = 14 Patientenproben). Die
Fehlerbalken reprasentieren die SEM und die Berechnung der statistischen Signifikanz
erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test.
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5 Diskussion

Die vorgelegte Arbeit zeigt einen detaillierten Mechanismus Uber den Tumorzellen in Maus
und Mensch die IL-22-Produktion von CD4" T-Zellen induzieren kénnen. In diesem Modell ist
die IL-22-Produktion von der Aktivitat der beiden Transkriptionsfaktoren AhR und RORyt in
T-Zellen abhangig. Im murinen System wird IL-1a von Lungen- und Brusttumorzellen
ausgeschittet und fihrt direkt zu einer Induktion von IL-22 aus T-Zellen. Humane
Tumorzellen produzieren l6sliche Faktoren, welche die IL-1B-Expression férdern, und somit
eine IL-22-Produktion aus einer gemischten T-Helfer-Zell-Population hervorrufen. Noch keine
Studie konnte einen Mechanismus zeigen wie IL-22 in der Tumorumgebung induziert wird.
Diese Arbeit schlagt ein zum Teil konserviertes Modell flir die IL-22-Produktion zwischen

verschiedenen Tumorentitaten vor.

5.1 Die IL-22-Produktion von murinen Splenozyten wird iiber IL-1a und IL-23 induziert

Diese Arbeit und Vorarbeiten der Arbeitsgruppe belegen, dass die IL-22-Produktion von
murinen Splenozyten Uber IL-1a und teilweise Uber IL-23 induziert werden kann. Beide
Zytokine wurden in der Literatur als treibende Faktoren fir die IL-22-Produktion beschrieben
(Pennino et al., 2013, Rutz et al., 2013, Hernandez et al., 2015).

IL-1a konnte in Uberstanden und Proteinlysaten der murinen Tumorzelllinien identifiziert
werden. Nach Stimulation der Tumortberstidnde mit Splenozyten konnte eine gesteigerte
IL-1a Expression im Uberstand nachgewiesen werden. IL-1a und IL-1B sind zwei Zytokine
mit geteilter Signalweiterleitung Gber den IL-1R, aber unterschiedlicher Biologie (Rider et al.,
2011). IL-1a tritt hauptsachlich als intrazellulare und membran-gebunde Form auf (Orjalo et
al., 2009, Gross et al., 2012). Der IL-1a-Precursor (Pro-IL-1a) wird Uber die Kalzium
abhangige Protease Calpain in seine reife Form und das sogenannte IL-1a N-terminale
Peptid (IL-1NTP) gespalten (Voronov et al., 2013). Des Weiteren wird IL-1a von vielen
verschiedenen Tumorentitaten exprimiert und férdert unter anderem die Inflammation. IL-1a
nimmt damit eine wichtige Rolle in der Tumorprogression ein (Apte et al., 2006). Durch
Zellstress wie beispielsweise Hypoxie, welche haufig in langerer Zellkultur und in
wachsenden Tumoren auftritt, wird die Pro-IL-1a-Expression stark erhdéht. Durch
nekrotischen Tumorzell-tod kann Pro-IL-1a somit in vitro in der Zellkultur und in vivo im
Tumor freigesetzt werden (Cooper and Beasley 1999, Rider et al., 2011, Di Mitri et al., 2014).
Dies ware ein moglicher Mechanismus, um das Vorhandensein von IL-1a im

Tumorzelliberstand der murinen Zelllinien zu erklaren. IL-1a kann weiterhin seine eigene
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Freisetzung von Immunzellen férdern und so seinen Effekt auf IL-1R* Zellen verstarken.
Somit wére die erhéhte Menge an IL-1a im Uberstand nach Stimulation der Splenozyten mit
Tumorzelliberstand erklarbar (Ghezzi and Dinarello 1988). Des Weiteren kénnen Uber eine
IL-1a-Stimulation murine NCR™ ILC3 Zellen IL-22 sezernieren (Hernandez et al., 2015). Nach
einer Stimulation der Splenozyten mittels IL-1a war eine starke IL-22-Sekretion im Uberstand
messbar. Da IL-1pB eine IL-22-Ausschittung in verschiedenen Immunzellpopulationen
hervorrufen kann ist davon auszugehen, dass diese Funktion von IL-1B auch auf IL-1a
extrapoliert werden kann (Zheng et al., 2007, Goto et al., 2009, Sutton et al., 2009). Aus
unseren Ergebnissen resultiert, dass IL-1a im murinen Modell eine zentrale Rolle in der

IL-22-Expression aus Immunzellen im Tumor einnimmt.

Weiterhin konnte IL-22 in einem geringeren MafR} von IL-23 induziert werden. Wie IL-1a kann
IL-23 von verschiedenen Tumorentitaten exprimiert werden (Gutcher and Becher 2007, Liu
et al., 2014). Im Hepatozellularen und Kolorektalen Karzinom konnten hohe IL-23-Level
nachgewiesen werden, welche zusammen mit TNFa, IL-6 und IL-18 vermutlich zu einer
Th17-Polarisation fihren und so die IL-22-Expression im Tumorgewebe induzieren (Jiang et
al., 2011, Jiang et al., 2013a). IL-23 ist ein bekanntes Zytokin, welches in verschiedenen
Immunzellpopulationen IL-22 induzieren kann und die T-Zell-Polarisation férdert (siehe
Tabelle 1). Nach Stimulation mit Splenozyten konnte nur eine geringe Menge an IL-23
detektiert werden. Dies deutet darauf hin, dass IL-23 ausschliefdlich vom Tumorgewebe,
nicht aber von den stimulierten Splenozyten ausgeschuttet wird. Somit ist seine Rolle vor

allem auf die anfangliche IL-22-Expression beschrankt.

5.2 Die IL-22-Produktion von PBMCs wird iliber losliche Faktoren von humanen Brust-

und Lungentumorzellen induziert

Im Kontrast zu den oben beschrieben Ergebnissen scheint hauptsachlich IL-1 die Sekretion
von IL-22 aus PBMCs zu induzieren. Im Gegensatz zu IL-1a muss IL-1f3 von einer
Cystein-Protease (Caspase-1), welche tber das NALP3-Inflammasom im Zytosol aktiviert
wird, geschnitten und somit aktiviert werden. AnschlielRend kann es im Fall einer
Inflammation aktiv von den Zellen sezerniert werden (Voronov et al., 2013, Guo et al., 2015).
IL-1B kann von verschiedenen Tumorzelllinien ausgeschuttet werden, allerdings konnten wir
kein oder nur sehr wenig IL-1p3 in Proteinlysaten der humanen Tumorzelllinien detektieren
(Elaraj et al., 2006). Myeloide Zellen kénnen IL-1f3 in der Tumorumgebung sezernieren und
so den malignen Phanotyp fordern (Carmi et al., 2009). In der Literatur ist beschrieben, dass
sterbende Tumorzellen unter anderem Harnsaure ausschutten, ein Mechanismus welcher

Tumor Lysis Syndrom genannt wird. Die Harnsdure kénnte das NALP3-Inflammasom von
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myeloiden Zellen aktivieren, was zu einer IL-1p3 Ausschittung fihrt (Jeha 2001, Hu et al.,
2004, Kolb et al., 2014). Daher kénnen wir vermuten, dass IL-1f von myeloiden Zellen
ausgeschuttet wird und somit die IL-22-Sekretion aus T-Zellen induziert. Es kdnnten auch
andere losliche Faktoren des Tumors, wie beispielsweise freie DNA oder RNA, welche TLR
Rezeptoren aktivieren, die IL-1B Produktion von myeloiden Zellen férdern (Kaczmarek et al.,

2013). Eine endgliltige Klarung bleibt zunachst noch offen.

5.3 Tumorzellen induzieren IL-22-Sekretion aus CD4" T-Zellen

Die Quelle von IL-22 in verschiedenen Tumorarten wird derzeit diskutiert und variiert
vermutlich zwischen den Entitdten und der analysierten Spezies (Sonnenberg et al., 20113,
Lim and Savan 2014). In dieser Arbeit sind IFNy und IL-17 sezernierende T-Zellen die

Hauptproduzenten von IL-22 nach Stimulation mit Tumoriberstand oder IL-1a in der Maus.

In der Literatur ist auch beschrieben, dass T-Zellen die Hauptproduzenten von IL-22 sind
(Dudakov 2015). Bisher konnte ausschlieBlich fur murine NCR™ ILC3 gezeigt werden, dass
IL-1a die IL-22-Sekretion induzieren kann (Hernandez 2015). Murine NCR™ ILC3 sezernieren
auch IL-17 und eine geringe Menge an IFNy, allerdings sind alle ILC3 CD3 negativ. Des
Weitern sind sie hauptsachlich in der Mukosa lokalisiert (Walker et al., 2013, Killig et al.,
2014). Daher ist davon auszugehen, dass es sich in dieser Arbeit um T-Zellen handelt,
welche IL-22, IL-17 und IFNy exprimieren. Dies wiirde flr Th1, Th17 und Th22 Zellen

sprechen.

Im Menschen konnten ausschlieRlich CD4" T-Zellen bestehend aus Th1, Th17 und Th22
Zellen IL-22 sezernieren. Nach Antagonisierung von IL-1 konnten im humanen Modell keine

IFNy und IL-17 sezernierende T-Zellen nachgewiesen werden.

Da IL-1B durch beispielsweise Harnsaure von myeloiden Zellen ausgeschlittet werden kann,
kénnen wir vermuten, dass IL-13 die T-Helfer-Zell Polarisation fordert. Dieser Mechanismus
der T-Zell-Polarisation wurde fiir DCs beschrieben (Zou et al., 2000). Dies zeigt, dass IL-1 flr
die Polarisation der Immunzellen zu verschiedenen T-Helfer-Zell-Populationen verantwortlich
ist und somit die IL-22-Expression aus diesen Zellen fordert. Wiederum kénnen humane
ILC3 als IL-22-Produzenten ausgeschlossen werden, da sie kein CD3 exprimieren (Walker et
al., 2013, Killig et al., 2014).
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5.4 Die Transkriptionsfaktoren AhR und RORyt sind fiir die Tumorzell-induzierte

IL-22-Produktion verantwortlich

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Transkriptionsfaktoren RORYyt als auch AhR bendtigt
werden, um die IL-22-Produktion zu gewahrleisten. Wird einer der beiden
Transkriptionsfaktoren inhibiert ist im murinen Modell keine oder nur eine sehr geringe

IL-22-Expression vorhanden.

In der Literatur ist beschrieben, dass die Polarisation von murinen Th17, Th22, ILC3 und LTi
Zellen von RORyt und im Fall von murinen Th22, NCR" ILC3 und LTi Zellen auch von AhR
abhangig ist (lvanov et al., 2006, Yang et al., 2008b, Crellin et al., 2010, Qiu et al., 2012,
Glatzer et al., 2013, Lee et al., 2013, Yeste et al., 2014). Des Weiteren benétigen Th17,
Th22, yd T-Zellen, ILC3 und LTi Zellen den Transkriptionsfaktor AhR fur die IL-22-Produktion
(Veldhoen et al., 2008, Martin et al., 2009, Trifari et al., 2009, Alam et al., 2010, Kiss et al.,
2011, Basu et al., 2012, Qiu et al., 2012). Da IL-17 und IFNy produzierende CD3" T-Zellen im
murinen Modell die Hauptproduzenten von IL-22 sind, kdnnen ILC3 und LTi Zellen
ausgeschlossen werden, da diese kein CD3 exprimieren (Walker et al., 2013, Killig et al.,
2014). Des Weitern konnten keine IL-22 positiven yd T-Zellen in 4T1 oder Line-1 Tumoren
identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Wird RORyt antagonisiert kbnnte somit die
Polarisation und die Erhaltung der Th17 und Th22 Zellen gestort sein. Wird der AhR blockiert
kann trotz der vorhanden Th17 und Th22 Zellen keine IL-22-Sekretion der Zellen stattfinden
(Ivanov et al., 2006, Yang et al., 2008a, Yeste et al., 2014). Des Weiteren konnte in RORyt"
ILCs eine Abhangigkeit der IL-22-Expression von RORyt und AhR bestatigt werden, da die
Bindung dieser an den IL-22 Lokus zu einer starkeren IL-22-Sekretion fiihrte, als die Bindung
jedes einzelnen Transkriptionsfaktors (Qiu et al., 2012). Vor allem im murinen Modell konnte
die Antagonisierung einer der beiden Transkriptionsfaktoren zu einer signifikanten Reduktion
von IL-22 fiihren, was die oben genannten Beobachtungen in RORyt" ILCs bestatigen
kénnte. Mdglicherweise ist die Bindung der Transkriptionsfaktoren an den IL-22 Lokus in
T-Zellen ahnlich reguliert. Zusatzlich konnten wir nachweisen, dass die Antagonisierung des
AhR mit einem kommerziell zuganglichen Antagonisten die IL-22-Produktion in
tumortragenden Mausen blockieren konnte. Dies belegt die in vitro Ergebnisse und zeigt,

dass der AhR essentiell fiir die IL-22-Sekretion aus T-Zellen ist.

Im humanen Modell konnten ahnliche Ergebnisse gezeigt werden. Die IL-22-Sekretion wurde
durch die Stimulation mit H1339, CAMA-1 und MDAMB231 mittels RORyt Antagonisierung
signifikant reduziert. Des Weiteren konnte die IL-22-Produktion nach Stimulation mit A549
und MDAMB231 durch Inhibition des AhR signifikant verringert werden.
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Ahnlich wie im murinen Modell ist in der Literatur beschrieben, dass der AhR fiir die
IL-22-Sekretion von Th17, Th22, NKT und NK-Zellen notwendig ist (Veldhoen et al., 2008,
Trifari et al., 2009, Hughes et al., 2010, Kiss et al., 2011, Moreira-Teixeira et al., 2011, Basu
et al.,, 2012, Qiu et al., 2012). RORyt wurde bisher fir die Erhaltung und Differenzierung von
Th17, NCR'ILC3 und LTi Zellen beschrieben (Manel et al., 2008, Crellin et al., 2010, Crome
et al., 2010, Glatzer et al., 2013). Wie zuvor dargestellt kbnnen die NCR*ILC3 und LTi Zellen
als IL-22-Produzenten in unserem Modell ausgeschlossen werden. Daher kdnnte die
Differenzierung der Th17 Zellen Uiber eine RORyt Antagonisierung blockiert und somit die
IL-22-Sekretion reduzieren werden. Damit waren ausschlief3lich Th17 Zellen fiir die
IL-22-Sekretion nach Stimulationen mit humanem Tumorzelliberstand verantwortlich.
Allerdings konnte noch kein Transkriptionsfaktor fir die Differenzierung der humanen Th22
Zellen beschrieben werden. Daher ware es moglich, dass wie im murinen Modell
beschrieben RORVyt fur die Th22 Differenzierung notwendig ist. Des Weiteren scheint der
AhR nicht alleine fur die IL-22-Sekretion aus PBMCs verantwortlich zu sein, da nach dessen

Inhibition nicht in allen Stimulationen die IL-22-Produktion reduziert war.

Daruber hinaus scheinen Th1 Zellen die Hauptproduzenten von IL-22 im Tumor zu sein.
Derzeit ist kein Transkriptionsfaktor bekannt, welcher die IL-22-Expression in dieser
Zellpopulation direkt férdern kann. In einigen Artikeln konnten AhR Agonisten zu einer hohen
IFNy Sekretion und sogar zu einer Th1-Polarisation fiihren (Negishi et al., 2005, Ito et al.,
2008, Benson and Shepherd 2011). Da AhR, RORyt oder hauptsachlich beide
Transkriptionsfaktoren fir die IL-22-Expression nétig sind, kann davon ausgegangen
werden, dass diese Transkriptionsfaktoren nicht nur fiir die IL-22-Produktion in Th17, Th22

und ILC Zellen, sondern auch in Th1 Zellen wichtig sind.

5.5 T-Helfer-Zellen sind die Hauptproduzenten von IL-22 in primarem

Lungentumorgewebe

In dieser Arbeit sind hauptsachlich Th1 Zellen (50 %) die IL-22-Produzenten in primarem
Lungentumorgewebe, gefolgt von Th22 und Th17 Zellen. Ungefahr 25 % der
IL-22-produzierenden Zellen konnten weder T-Zellen, noch CD11b* myeloiden Zellen

zugeordnet werden.

In verschiedenen Tumorentitaten waren erhdhte Level von IL-22-produzierenden
Immunzellen im Tumor und Blut von Patienten messbar. In Magen-, Pankreas-, Leber- und
Kolonkarzinom wurde IL-22 hauptsachlich von CD4" T-Zellen produziert (Liu et al., 2012,
Zhuang et al., 2012, Jiang et al., 2013a, Qin et al., 2014, Xu et al., 2014). In einigen Studien
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konnte gezeigt werden, dass vor allem Th1 und Th17 Zellen in Patienten mit Lungentumoren
vorhanden sind, wobei die IL-22-Sekretion dieser Immunzellpopulationen nicht untersucht
wurde (Koyama et al., 2008, Goc et al., 2014). Des Weiteren konnten IL-22" ILCs in
bakteriell induzierten Kolonkarzinomen in B- und T-Zell defizienten Mausen und im
Nicht-Kleinzelligen-Lungenkarzinom (NSCLC) nachgewiesen werden (Kirchberger et al.,
2013, Carrega et al., 2015). Da ILCs CD3 negativ sind kdnnten diese einen Teil der nicht
identifizierten IL-22-produzierenden Immunzellpopulation darstellen. Weiterhin kdnnte es
sich um unreife NK-Zellen handeln, da diese im Kolonkarzinom als IL-22-produzierende

Zellen identifiziert wurden (Jiang et al., 2013a).

Weiterhin wird in dieser Arbeit nachgewiesen, dass im Tumorgewebe im Vergleich zu
tumorfreiem Lungengewebe eine signifikant hohere IL-22-Expression besteht. Die Rolle von
IL-22 in der Tumorentwicklung und Progression konnte in verschiedenen epithelialen
Tumoren beschrieben werden (Gelebart et al., 2011, Kobold et al., 2013). Wenn
Immunzellen IL-22 exprimieren, kann unter anderem das Wachstum, die Aggressivitat, die
Therapieresistenz der Tumorzellen und deren Metastasierung geférdert werden (Lim and
Savan 2014, Shalapour and Karin 2015). Des Weiteren ist die Sekretion von IL-22 aus
Tumor-infiltrierenden Immunzellen in einigen Tumorentitaten mit einer schlechten Prognose
assoziiert. In gastrointestinalen Tumoren war die Infiltration in CD4"1L-22" T-Zellen in
spateren Tumorstadien erhéht und konnte als negativer prognostischer Marker identifiziert
werden (Zhuang et al., 2012). In Patienten mit Kolorektalem Karzinom korrelierte die IL-17
und IL-22-Menge positiv mit dem Staging der Tumore (Petanidis et al., 2013). Bei Patienten
mit Hepatozellularem-Tumor konnten hohe Level an IL-22 im Serum nachgewiesen werden,
welche mit einer schlechten Prognose korrelierten (Waidmann et al., 2013). Die erhdhte
IL-22-Expression in den Lungentumoren kénnte zu einem tumorférdernden Effekt fiihren und
im Fall einer sehr hohen IL-22-Expression, wie bei einigen Pateinten gezeigt, folglich auch

eine schlechte Prognose darstellen.

5.6 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass murine Brust- und
Lungentumorzellen Uber deren IL-1a-Produktion eine IL-22-Sekretion aus T-Zellen fordern.
Des Weiteren war die Polarisation von humanen T-Zellen zu einem gemischten
T-Helfer-Phénotyp von IL-1B abhéngig. Es konnte kein IL-18 im Uberstand der humanen
Tumorzelllinien detektiert werden. Daher kbnnen wir annehmen, dass l6sliche Faktoren im
humanen Tumoriberstand dazu flhren, dass IL-1(3 tGber die Aktivierung des

NALP3-Inflammsoms aus myeloide Zellen ausgeschiittet wird und so die Polarisation und
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resultierende IL-22-Expression férdern. Um diese moglichen Faktoren im Tumoruberstand
identifizieren zu kénnen, sollten diese auf Harnsaure, freie RNA oder DNA untersucht

werden.

Bei Patienten mit Bronchialkarzinom konnte eine signifikant héhere IL-22-Menge im
Tumorgewebe, verglichen mit entsprechendem Lungengewebe, identifiziert werden. In wie
fern das erhdhte IL-22-Level mit einer schlechteren Prognose der Patienten zusammenhangt
soll in der fortlaufenden Studie analysiert werden. Da IL-22 in unterschiedlichen Klinischen
Studien hauptsachlich positive Korrelationen mit Tumorrisiko und Tumorprogression in
verschiedenen Geweben zeigt, kdnnte die Blockade des IL-22-Signalwegs ein neuer Ansatz
zur anti-tumoralen-Therapie darstellen. Anti-IL-22 neutralisierende Antikorper gegen
Psoriasis und Rheumatoider Arthritis befinden sich derzeit in klinischen Studien der Phase |
und Il. Diese Antikorper kdnnten somit auch zur Tumortherapie getestet werden. Einige
zugelassene Antikorper beispielsweise gegen TNFa und IL-12p40 beeinflussen die
IL-22-Expression, sind aber mit starken Nebenwirkungen verbunden (Lim and Savan 2014).
Die direkte Blockade des IL-22-R1 kdnnte eine attraktive Zielstruktur darstellen, da dieser
ausschlief3lich auf Epithelzellen exprimiert wird und somit nicht das gesamte Immunsystem

beeinflussen kann.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit einen zuvor unbekannten Mechanismus in dem
Tumorzellen IL-22 direkt von T-Zellen induzieren kdnnen und schlagt die Bricke zwischen
der in der Literatur beschriebenen IL-22-Expression und Funktion in Tumorgewebe, sowie
seine Herkunft. Diese Arbeit kdnnte die Basis fur zuklnftige therapeutische Malnahmen
gegen die IL-22-Achse darstellen und leistet einen Beitrag zu unserem Wissen Uber die

Interaktion des Immunsystems mit der Tumorbiologie.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungen

AK
AhR
AP

BAL
BSA

Ca.
cDNA

DC
DMEM
DMSO
DNA
DTT

EDTA
ELISA

Esodermin

FACS
FITC
FKS
FRET
FSC
fwd

G-CSF

HEPES
HPRT
HCI

h

Antikorper
Arylhydrocarbon-Rezeptor
Akute Pankreatitis

Bronchioalveolare Lavage

Bovines Serum-Albumin

Circa

Komplementare Desoxyribonukleinsaure

Dendritische Zelle

Dulbecco’s modifies Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsaure
Enzyme-linked immunosorbent assay
EOMES

Fluorescence-activated cell sorting
Fluoresceinisothiocyanat

Fetales Kalberserum
Fluorescence energy transfer
Forward scatter

Forward

Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
Chlorwasserstoff

Stunden
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IL-10-R2
IL-22bp
IL-22-R1
ILC
iNKT
iNK

JAK
kDA

LTi
LTi-like

MAPK
MDSC
min
mRNA
mTOR
MUC

NCR

n. d.
NEAA
NK Zelle
NKT Zelle
NSCLC

0
PBS

PBMC
PCR
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Inflammatory bowel disease
Interferon

Immunglobulin

Interleukin
Interleukin-10-Rezeptor 2
Interleukin-22-Bindungsprotein
Interleukin-22-Rezeptor 1
Innate lymphoide Zellen
invariante NKT-Zellen

immature NK-Zelle

Janus-Kinase

kilo Dalton

Lymphoid tissue inducer

Lymphoid tissue-like inducer

Mitogen-activated protein kinase
Myeloid-derived supressor cells
Minute

Messenger ribonucleic acid
Mammalian target of rapamycin

Mucin

Natural cytotoxicity triggering receptor
Nicht detektierbar

Nicht-essenzielle Aminosauren
Neutrophile Killerzelle

Naturliche Killer T-Zelle

Nicht-Kleinzelliges-Lungenkarzinom

Phosphate-buffered saline
Peripheral blood mononuclear cell

Polymerase-Kettenreaktion



PE
PerCP
PI3K
PMA

qRT-PCR

RA

rev

MRNA
ROR
RPMI-1640
RT
RT-PCR

S. C.
SEM
SSC
STAT

Tc
TGF
Th
TILs
TLR
TNF
TYK2

VEGF

WT

Phycoerythrin
Peridinin chlorophyll protein complex
Phosphoinositid-3-Kinasen

Phorbol-12 myristate-13 acetate

Quantitative real time Polymerase Kettenreaktion

Retinoic acid

Reverse
Messenger-Ribonukleinsaure
Retinoic acid-related orphan receptor
Roswell Park Memorial Insitute
Raumtemperatur

Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion

subkutan
Standard error of the mean
Side scatter

Signal transducer and activator of transcription

Zytotoxische T-Zellen
Transforming growth factor
T-Helferzelle

Tumor infiltrierende Lymphozyten
Toll-like-Rezeptor
Tumor-Nekrose-Faktor

Tyrosin-Kinase 2

Vascular endothelial growth factor

Wildtyp
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