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Vorbemerkungen 1

Vorbemerkungen

Die vorliegende Arbeit wurde von Juni 2003 bis Dezember 2005 in den Forschungs-
laboratorien der Medizinischen Klinik II - Klinikum GroBhadern der Ludwig-Maximilians-
Universitdt in Miinchen (Direktor: Prof. Dr. med. Burkhard Goke) durchgefiihrt. Mitbetreut
wurde die Arbeit von Herrn PD Dr. med. Stephan Brand.

Bei manchen, im wissenschaftlichen Sprachgebrauch héufig vorkommenden, fremd-
sprachigen Fachausdriicken wurde aufgrund fehlender deutscher Standardbegriffe auf eine
Ubersetzung ins Deutsche verzichtet. Dies wurde durch eine kursive Schreibweise
gekennzeichnet. Die in dieser Arbeit verwendeten Begriffe IFN-A, IFN-As und Lambda-
Interferone beziehen sich auf IL-28A, IL-28B und IL-29.

Bei den im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten Eingriffen und MafBnahmen an Tieren
wurde darauf geachtet, das Leiden der Tiere auf ein Minimum zu reduzieren. Die mit dieser
Arbeit verbundenen Tierversuche wurden durch die Regierung von Oberbayern unter dem

Aktenzeichen 209.1/211-2531-18/03 genehmigt.
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1 Einfiihrung
1.1 IL-10-verwandte Zytokine

Zytokine stellen eine heterogene Gruppe von korpereigenen Peptiden dar, die vor allem von
aktivierten T-Zellen, aber auch von anderen Zelltypen wéhrend der natiirlichen und
spezifischen Immunantwort freigesetzt werden. Je nach Zytokin konnen sie vielfaltige, unter
anderem proinflammatorische, antiinflammatorische, immunregulatorische und die Himato-
poese steuernde Funktionen einnehmen. Zudem sind sie fiir Reparaturmechanismen von
Gewebeschaden von Bedeutung und wirken fiir viele Zellen als Wachstumsfaktor.

Zu den Zytokinen gehdren u.a. Monokine, Wachstumsfaktoren (v.a. GM-CSF, G-CSF),
chemotaktische Peptide (Chemokine), Interferone (IFN) und Interleukine (IL). Bislang sind
33 verschiedene Interleukine identifiziert worden, die in vitro und in vivo unterschiedlichste
Funktionen ausiiben.

Zu den IL-10-verwandten Zyokinen gehdren IL-19, IL-20, IL-22, 1L-24 (Mda-7), IL-26
(AK155), IL-28A (IFN-A2), IL-28B (IFN-A3) und IL-29 (IFN-A1). Aufgrund der Sequenz-
homologie zu IL-10 und den Interferonen wurde diese IL-10-Familie auch als Klasse-II-
Zytokin-Familie bezeichnet [129]. Die genomische Organisation und strukturelle Aspekte,

z. B. Aminosdurechomologie von Klasse-1I-Zytokinen (Tab.l) und Klasse-II-Zytokin-

Rezeptoren (Tab.2) weisen auf gemeinsame Vorldufermolekiile hin.

Zytokin Chromosom Aminosiurehomologie zu
IL-10 in %

IL-10 1932 100,0
IL-19 1932 17,8
1L-20 1932 25,1
1L-22/IL-TIF 12q15 24,7
IL-24/MDA7 1932 20,9
IL-26/AK 155 12q15 25,0
IFN-y 12q15 18,7
IFN-a 9p22 20,6
IFN-o 9p22 18,0
IFN-B 9p22 20,8
IFN-x 9p22 20,9
IFN-A1/IL-29 19q13 15,5
IFN-A2/IL-28A 19q13 19,0
IFN-A3/IL-28B 19q13 17,0

Tabelle 1: Klasse-1I-Zytokine.
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Zytokinrezeptor Chromosom Aminosiurehomologie zu
IL-10R1 in %
IL-10R1 11923 100,0
IL-10R2 21g22 22,4
IL-20R1 0924 24,1
IL-20R2 3922 22,7
IL-22R1 1p35 26,1
1L-22BP 6924 25,3
IL-28R1 1p35 23,1
IFN-aR1-n 21g22 19,8
IFN-oR1-¢c 21q22 17,7
IFN-aR2 21q22 20,9
IFN-yR1 6922 17,9
IFN-yR2 21q22 24,9

Tabelle 2: Klasse-11-Zytokin-Rezeptoren.

Die allgemeine Sekundérstruktur aller Mitglieder der IL-10-Familie ist die a-Helix (Abb.1).
Fiinf Zytokine der IL-10 Familie, ndmlich IL-22, IL-26, IL-28A, IL-28B und IL-29 benutzen
zusammen mit IL-10 die gleiche Rezeptoruntereinheit IL-10R2 (auch IL-10RfB) zur
Formation des aktiven Rezeptorkomplexes [36] (Abb.2).

&
\ \;\ I« \

Q

Abbildung 1: Die Kristallstruktur von IL-10 (Monomer).
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1L-10 J J TL-28A/29

Membran

IL-22R1 IL-20R1

IL-10R1 IL-28R1

Zytoplasma

Abbildung 2: Der IL-10R2-Rezeptor als gemeinsamer Bestandteil des Rezeptorkomplexes fiir IL-10, IL-22, IL-
26 und IFN-As (IL-28A/B und IL-29).

1.2 Das Zytokin IL-10

Die Genstruktur von humanen IL-10 ist wahrscheinlich hochkonserviert, da sie auch in den
Fischspezies Fugu ruprides und Tetraodon nigroviridis [102] vier Introns und fiinf Exons
aufweist. Bislang sind keine splicing-Varianten bekannt. IL-10 besteht aus 178 Aminosiuren
und hat ein Molekulargewicht von 18 kDa (Monomer). Anders als murines IL-10 ist
humanes IL-10 nicht glykosyliert. IL-10 wurde urspriinglich als cytokine synthesis inhibitor
factor (CSIF) charakterisiert, welches von einer ConA-stimulierten Th2-Zelle produziert
wird und die Synthese von Zytokinen wie IL-2, TNF-a, IFN-y und GM-CSF hemmt [58].
Ebenso wurden B-Zellen und B-Zell-Lymphomzellen als Quellen fiir IL-10 identifiziert.

Der Mechanismus der IL-10-vermittelten Unterdriickung der Zytokinproduktion wurde
urspriinglich mit der Inhibierung der Antigenprédsentationskapazitit von Makrophagen und
dendritischen Zellen erkldrt [57]. Weitere Untersuchungen ergaben, dass IL-10 auch eine
direkte Blockierung der Zytokinproduktion, eine Expression kostimulatorischer Molekiile
wie CD80, CD86 und MHC Klasse-II und die Sekretion von Chemokinen bewirkt.
Auflerdem kann IL-10 die T-Zell-Apoptose verhindern [155] und ist ein potenter
Wachstumsfaktor fiir aktivierte B-Zellen [136].

Im Epstein-Barr-Virusgenom wurde BCRFI [79, 111], ein Homolog von IL-10 entdeckt,
welches das Uberleben des Virus und das Wachstum von Lymphomen unterhlt, woraufhin

eine Schliisselrolle von IL-10 bei der Unterdriickung des Immunsystems angenommen
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wurde. Bis heute wurden sechs weitere virale IL-10-Homologe entdeckt, u.a. CMV-IL-10
[91], was auf evolutiondre Vorteile des Virus bei der Replikation durch Immunsuppression
des Wirtes hinweist. Die prinzipielle immunsuppressive Funktion von IL-10 ist dadurch
gekennzeichnet, dass IL-10-defiziente Méuse spontan eine Enterocolitis und weitere M.
Crohn-dhnliche Symptome entwickeln [92]. AuBerdem wurde bei diesen Méusen eine
bessere Heilung von bakteriellen Infektionen und Pilzinfektionen sowie eine Unterdriickung

von tiberschieenden allergischen und asthmatischen Reaktionen beobachtet.

1.2.1 IL-10-Rezeptoren

IL-10R1 und IL-10R2 bilden den IL-10-Rezeptorkomplex, der aus vier transmembranen
Polypeptiden besteht, wobei zwei Domidnen von IL-10R1 den Liganden binden und zwei
Dominen von IL-10R2 die Signaltransduktion initiieren [75]. Die beiden Rezeptoren weisen
eine hohe Aminosdurehomologie untereinander, wie auch zu anderen Klasse-II-Zytokin-
rezeptoren auf (siche Tabelle 2). Bislang sind keine splicing-Varianten bekannt. Es wird
allerdings angenommen, dass dhnlich wie bei IL-22BP, durch Elimination von Exon 6
und/oder Exon 7 ein 16slicher Rezeptor entsteht, welcher physiologische Funktionen wie z.B.

Aktivitditsmodulation oder Antagonismus haben konnte.

IL-10R1 umfasst ein 3,6 kb groBBes mRNA-Transkript und generiert ein ca. 90-110 kDa
grofles IL-10-Bindungsprotein, wenn es in COS-7-Zellen exprimiert wird. Das IL-10R1-
Protein besteht aus 557 Aminosduren und weist eine ca. 60%ige Homologie zum IL-10R1-

Mausprotein auf.

1.2.2 TL-10-vermittelte Signaltransduktion

Die Aktivierung des IL-10-Rezeptorkomplexes resultiert nicht nur in der Inhibierung der
Synthese verschiedener Zytokine, sondern auch in der Hemmung biologischer Funktionen
der Zytokine. Durch Aktivierung des Rezeptorkomplexes durch IL-10 (Abb.3) werden Jak1
(IL-10R1-assoziiert) und Tyk2 (IL-10R2-assoziiert) vermutlich durch cross-Phosphory-
lierung von zwei Tyrosin-Resten der intrazelluliren Doménen von IL-10R1 aktiviert [55].
Diese phosphorylierten Tyrosin-Reste fiihren zur direkten Interaktion von STAT3 mit dem
Rezeptorkomplex [162]. Im weiteren Verlauf werden STATI, STAT3 und STATS durch
Jakl und Tyk2 aktiviert, worauthin sich Homodimere und Heterodimere dieser STAT-
Proteine bilden und im Zellkern die Transkription von STAT-abhidngigen Genen initiiert

wird. Unter diesen Genen ist u.a. SOCS-1, welches der physiologische Inhibitor der IFN-y-,
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IL-10- und IL-4-vermittelten Signaltransduktion ist. Die Wirkung von SOCS-1 wird dadurch
erklart, dass es die Aktivierungsdoméane der Jak-Kinasen bindet und die Phosphorylierung
der Substrate blockiert [173]. Diese SOCS-Aktivierung vermittelt moglicherweise die
antiinflammatorischen Eigenschaften von IL-10. Weitere durch IL-10-induzierte Gene sind
membranstidndige Rezeptoren, sekretorische Proteine und Transkriptionsfaktoren. Die
Aktivierung der IL-10-induzierten Genexpression ist STAT3-abhédngig [94, 156]. IL-10
inhibiert dariiber hinaus die Genexpression verschiedener proinflammatorischer Zytokine wie
TNF-a [1] und IL-1B, wobei hier der genaue Mechanismus nicht bekannt ist. Es wird aber

auch ein STAT3-abhéngiger Mechanismus angenommen [1, 167].

Membran

@ P13 Kinase
= L XX

> Genexpression > Genexpression

NAROIVIIONG

Abbildung 3: Schematische Darstellung von Signaltransduktionswegen, die durch Klasse-II-Zytokine
aktiviert werden. Nach Aktivierung des Rezeptorkomplexes durch Bindung des Zytokins werden Jakl und
Tyk2 vermutlich durch cross-Phosphorylierung von zwei Tyrosin-Resten der intrazelluldren Doménen
aktiviert. Diese phosphorylierten Tyrosin-Reste fithren zur direkten Interaktion zwischen STAT3 und dem
Rezeptorkomplex. Im weiteren Verlauf werden STAT1, STAT3, STATS durch Jakl und Tyk2 aktiviert,
woraufthin sich Homodimere und Heterodimere dieser STAT-Proteine bilden und im Zellkern die
Transkription von STAT-abhiingigen Genen initiiert wird. Uber #hnliche Mechanismen werden die MAP-
Kinasen ERK-1/2, SAPK/JNK und p38 als auch die PI-3-Kinase Akt phosphoryliert und somit die
Signalkaskade in den Zellkern weitergeleitet.

Zellkern
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1.2.3 Biologische Funktionen und klinische Anwendungen von IL-10

Aufgrund der potenten antiinflammtorischen und immunsuppressiven Eigenschaften von IL-
10 wurde viel Hoffnung in mogliche klinische Anwendungen gesetzt. Da IL-10-defiziente
Miuse eine schwere Enterocolitis entwickeln [92], die durch IL-10-Gabe verhindert werden
kann, wurde IL-10 fiir die Behandlung des M. Crohn in diversen Studien untersucht [13, 51,
74, 142]. Leider konnten nur geringe Ansprechraten verzeichnet werden, vermutlich
aufgrund von Polymorphismen im IL-10R1-Gen oder der Instabilitit von IL-10 im
Organismus. Auch bei der Behandlung der Psoriasis vulgaris konnte nur kurzzeitig klinische
Besserung beobachtet werden. Im Gegensatz zum antiinflammatorischen Effekt von IL-10
lieferte die Neutralisation von IL-10 durch IL-10-Antikérper bei der Behandlung des Lupus
erythematodes (SLE) erfolgsversprechende Ergebnisse. In ersten klinischen Studien brachte
die Applikation von murinen IL-10-Antikérper tiber drei Wochen eine schnelle und

anhaltende Besserung der Symptome bei Patienten mit SLE [7-9].

Ein Problem der langfristigen Gabe von IL-10 bzw. IL-10-Antikorpern ist deren Auswirkung
auf das Immunsystem, die durch eine Immundefizienz bei IL-10-Gabe bzw. iiberschieBender
Immunreaktion bei IL-10-Antikdrpergabe gekennzeichnet ist. Dennoch konnten die
bisherigen Forschungsergebnisse das groBBe Potential von IL-10 bzw. IL-10-Antikérpern in
der Behandlung von malignen Erkrankungen, Autoimmunkrankheiten und allergischen

Reaktionen aufzeigen.

1.3 Das Zytokin IL-22

IL-22 ist ein aus 179 Aminosduren bestehendes Zytokin und mit 24,7% nur von limitierter
Aminosdure-Homologie zu IL-10, wobei die meisten der identischen Aminosédurereste in der
C-terminalen Region des Proteins liegen, welche fiir die Aktivitit von IL-10 verantwortlich
gemacht wird [42, 45]. Die cDNA fiir das Maus-Ortholog von IL-10 wurde urspriinglich IL-
TIF (IL-10-related T-cell derived inducible factor) genannt, da es als Gen identifiziert wurde,
das spezifisch von IL-9 in T-Zellen induziert wird [89]. Auf der Basis dieses Maus-Orthologs
wurde das humane IL-22 geklont.

Das Gen fiir IL-22 befindet sich auf dem Chromosom 12q15 und liegt in der Nihe der Gene
fiir IL-26 und IFN-y. Mutationen im hochkonservierten IFN-y-Gen wurden kiirzlich mit der
Anlage fiir Asthma bronchiale in Verbindung gebracht [6]. Da auf Chromosom 12 in dieser
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Region einige andere Loci fiir die Veranlagung fiir Asthma und Atopie beschrieben wurden,

konnten auch IL-22 und IL-26 bei diesen Erkrankungen von Bedeutung sein.

IL-22 wird von aktivierten humanen T-Zellen und Mastzellen produziert und ist am starksten
in Thymus und Hirn exprimiert. Nach neuesten Erkenntnissen sind Thl17-Zellen die
Hauptproduzenten von IL-22 [99]. Interessanterweise existieren in bestimmten Maus-
stimmen (C57BL/6) zwei IL-22-Gene: IL-22a und IL-22. Diese unterscheiden sich nur an
drei Aminosdure-Positionen. Bislang ist nicht gekldrt, ob das entsprechende Protein

funktional ist, da dem IL-22B-Gen bestimmte Promotorelemente fehlen.

1.3.1 IL-22-Rezeptoren

Der IL-22-Rezeptorkomplex besteht aus IL-22R1 (auch CRF2-9, cytokine receptor family
class I member 2-9) und IL-10R2. Es wurde gezeigt, dass beide Rezeptoren unabhingig
voneinander den Liganden binden konnen, was im Gegensatz zu den IL-10- und IFN-y-
Rezeptorkomplexen steht, bei denen nur die Untereinheit R1, die auch die STAT-Proteine
rekrutiert, den Liganden binden kann [89]. Obwohl IL-10R2 fiir die Zusammensetzung des
funktionellen IL-22-Rezeptorkomplexes notwendig ist, wurde gezeigt, dass dieser
Korezeptor IL-22 in der 16slichen Phase nicht direkt bindet. Dies wurde dadurch bewiesen,
dass durch Inhibierung von IL-10R2 die STAT-Aktivierung in IL-22-sensiblen Zellen nicht
unterdriickt wurde. Dies weist daraufthin, dass IL-22 nicht direkt an IL-10R2 bindet, sondern
dieser Rezeptor vielmehr fiir die Rekrutierung von Tyk2 verantwortlich ist [98]. Eine weitere
Besonderheit dieses Rezeptorkomplexes besteht darin, dass menschliche Immunzellen wie T-
Zellen, B-Zellen, NK-Zellen und Monozyten die IL-22-spezifische Rezeptoruntereinheit IL-
22R1 selbst unter stimulierten Bedingungen nicht exprimieren [123, 169], obwohl IL-10R2
ubiquitdr exprimiert wird. Im Gegensatz zu Immunzellen ist IL-22R1 in Geweben wie
Lunge, Leber, Pankreas und Niere, nicht aber im Knochenmark, Milz und Thymus
nachweisbar [29, 67, 123, 169]. Durch Northern Blot-Analyse wurde die Expression von IL-
22R1 in vielen Geweben nachgewiesen [89]. Auch diverse Tumorzelllinien exprimieren IL-
22R1 mRNA, u.a. Zelllinien aus Kolonkarzinom (SW480, HT-29), Lungenkarzinom (A549),
Melanom (G361), Leberkarzinom (HepG2), Nierenzellkarzinom (Caki-1 und TK-10), und
Keratinozyten HaCaT. Vor kurzem wurde der 16sliche Rezeptor IL-22BP beschrieben [41,
66, 90, 171], welcher keine zytoplasmatischen und transmembranen Doméinen aufweist. IL-
22BP ist zu 34% mit IL-22R1 identisch, bindet auler IL-22 keine anderen Zytokine der IL-
10-Familie und scheint eine hohere Affinitit zu IL-22 zu besitzen als der membranstdndige

IL-22-Rezeptorkomplex. IL-22BP inhibiert die von IL-22 induzierte STAT-Aktivierung.
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Drei verschiedene splicing-Varianten wurden bislang gefunden, wobei unklar bleibt, ob diese
die Funktion von IL-22BP unterschiedlich modulieren. Es wurde eine hohe Expression von
IL-22BP in vielen verschiedenen Organen wie beispielsweise Plazenta, Brust, Niere und
Milz beschrieben. Die hohe Expression von IL-22BP in der Plazenta konnte auf eine
Funktion in der normalen Plazentaentwicklung hinweisen. IL-22BP wird ebenfalls von
dendritischen Zellen exprimiert [113]. Die Funktion von IL-22BP konnte in der prédzisen
Regulation und Modulation der Immunantwort von IL-22 im Gewebe liegen. Uber die
Regulation von IL-22BP ist bislang nichts bekannt, es konnte als natiirlicher Antagonist von

IL-22 von grofBem klinischem Interesse sein.

1.3.2 IL-22-vermittelte Signaltransduktion

Ahnlich wie bei IL-10 fiihrt die Bindung von IL-22 an dessen Rezeptorkomplex zur
Aktivierung von Jakl und Tyk2 und im folgenden zur Aktivierung von STAT3, zu einem
geringeren Anteil auch zur Aktivierung von STAT1 und STATS. In Leberzellen wurde die
Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2, SAPK/JNK und p38 nach IL-22-Stimulation
beschrieben, was teilweise vom Aktivierungsmuster der IL-10-vermittelten Signalwege in

diesen Zellen abwich [98].

1.3.3 Biologische Funktionen von IL-22

Bislang wurde gezeigt, dass Stimulation von HepG2-Zellen mit IL-22 die Produktion von
Akute-Phase-Proteine wie Serumamyloid A, al-Antichymotrypsin und Haptoglobin steigert
[45]. Die IL-22-Injektion in Méuse fiihrte auBerdem zur Produktion von Serumamyloid A in
der Leber, was auf eine Bedeutung von IL-22 bei Entziindungsprozessen hinweist. Ebenso
spielt IL-22 eine protektive Rolle in der ConA-induzierten Leberschdadigung und wirkt durch
antiapoptotische Effekte als Uberlebensfaktor fiir Hepatozyten. Weitere in Leberzellen durch
IL-22 hochregulierte Gene sind verschiedene Chemokine, Interferon-induzierbares Protein-
10 (IP-10), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) und IL-8 [45]. In azindren
Pankreaszellen fiihrte die Stimulation mit IL-22 zur Produktion von pancreatitis-associated
protein-1, Osteopontin und anderen Akute-Phase-Proteinen [67].

Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass auch die Haut ein wichtiges Zielorgan fiir IL-22 ist, da in
Keratinozyten nach IL-22-Stimulation die B-Defensine-2 und -3 und in Hautbiopsien von

Patienten mit T-Zell-vermittelter Dermatose IL-22-mRNA hochreguliert sind [169].
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1.4 Die Zytokine I1L-28A und IL-29 (IFN-A2 und IFN-A1)

1957 identifizierten Isaacs und Lindenmann eine Substanz, die von Virus exponierten Zellen
produziert wurde und diese vor einer Infektion durch das Virus schiitzte. Sie nannten diese
Substanz Interferon [80, 81]. Interferone sind Proteine mit antiviraler Aktivitit, die durch eine
Vielzahl verschiedener Stimuli sezerniert werden. Bislang waren zwei Typen von
Interferonen bekannt, Typ-I- und Typ-Il-Interferone [95]. Zu den Typ-I-Interferonen gehodren
[FN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-x, IFN-®, IFN-6 und IFN-t. Zu den Typ-II-Interferonen zdhlt nur
[FN-y. Vier Interferon-dhnliche Zytokine wurden kiirzlich beschrieben: limitin, IL-28A, IL-
28B und IL-29 [88, 146], wobei die letzten drei zur neuen Gruppe der Typ-IlI-Interferone
gerechnet und als IFN-A2, IFN-A3 und IFN-A1 bezeichnet werden. Bis auf I[FN-9, IFN-t und
limitin wurden alle Interferone beim Menschen gefunden. Typ-I-Interferone (vor allem IFN-a
und IFN-B) spielen sowohl bei der angeborenen als auch bei der adaptiven Immunitét eine
wichtige Rolle, indem sie eine erhohte Expression der MHC (major histocompatibility
complex) Klasse-I induzieren [53] und dadurch die Antigenpridsentation unterstiitzen. Virale
Infektionen filhren zur Produktion von Typ-I-Interferonen, die eine Reihe von Genen
induzieren, die die Virusreplikation behindern und das lytische Potential von natiirlichen
Killerzellen (NK) erhohen. Klinische Anwendung finden die Typ-I-Interferone in der
Behandlung vieler Erkrankungen [21]. IFN-o wird u.a. als first-line-Therapie bei der
Behandlung der akuten und chronischen Hepatitis C-Infektion aber auch bei anderen
Erkrankungen, wie z.B. chronischer Hepatitis B, Melanome, Non-Hodkin-Lymphom und
Haarzelllymphom eingesetzt [69]. [FN-3 wird u.a. bei der Behandlung der Multiplen Sklerose
verwendet [70].

Trotz der therapeutischen Effektivitit der Interferone werden héufig schwere Neben-
wirkungen wie Schwiche, Fieber, Knochenmarksschiadigung, Gewichtsabnahme und
Depression beobachtet [46]. Die Rezeptoren fiir IFN-a und IFN-B werden auf allen
somatischen Zellen -einschlieBlich hdmatopoetischen Zellen wie Lymphozyten und
Monozyten exprimiert. Im Gegensatz dazu wurden die Rezeptoren von IL-22, IL-26 und
IFN-As bislang nicht auf hdmatopoetischen Vorlduferzellen nachgewiesen, was von grofer
klinischer Relevanz in bezug auf geringere Nebenwirkungen, wie z.B. Kochenmarks-

depression, sein konnte [36].
Die IFN-A-Familie besteht aus den drei Proteinen IFN-A1 (IL-29), IFN-A2 (IL-28A), und
IFN-A3 (IL-28B) [88, 146]. Zwei Forschergruppen haben gleichzeitig und unabhéngig

voneinander diese neue Familie beschrieben, wobei eine der beiden Forschergruppen
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aufgrund der antiviralen Aktivitit die Proteine als Interferone bezeichnete, wihrend die
andere Gruppe sie aufgrund des geteilten Korezeptors IL-10R2 und der Homologie zu IL-10
(11-13% Aminosdurechomologie) den Interleukinen zuordnete. Aktuell werden beide
Nomenklaturen in der Literatur parallel gefiihrt. Ein weiterer Hinweis auf die Zugehdorigkeit
zu den Interleukinen ist die genomische Struktur der Gene, die aus bis zu sechs Exons mit
Introns bestehen und nicht, wie fiir Typ-I-Interferone typisch, aus nur einem Exon. IL-28A,
IL-28B und IL-29 liegen zusammen auf dem Chromosom 19q13 und unterscheiden sich
damit in der genomischen Lokalisation ebenfalls von den Typ-I-Interferonen, die alle auf
dem Chromosom 9 oder 12 liegen. IL-28B wurde durch BLAST-Analyse auf dem gleichen

Genort wie IL-28A nachgewiesen und hat eine 96%ige Aminosdurehomologie zu IL-28A.

Die IFN-A-Gene werden zusammen mit anderen Typ-I-Interferonen (IFN-o, IFN-B) von
virusinfizierten Zellen koexprimiert. Obwohl anscheinend jeder Zelltyp nach Virusinfektion
[FN-A sezenieren kann, scheinen dendritische Zellen die Hauptproduzenten von IFN-A zu
sein [27]. Von Monozyten gewonnene dendritische Zellen exprimieren nach Stimulation mit
toll-like-Rezeptor-Agonisten wie LPS oder poly (I:C) geringe Mengen IFN-A, wohingegen
plasmozytoide dendritische Zellen nach viraler Infektion groe Mengen IFN-A produzieren

[27, 34].

1.4.1 IFN-A-Rezeptoren

Der IFN-A-Rezeptorkomplex besteht aus den Ketten IFN-AR1 (IL-28R1, auch IL-28Ra
genannt) und IL-10R2 [88, 146]. Es existieren drei verschieden Formen von IFN-ARI,
welche durch alternatives Splicing entstehen. Interessanterweise besteht mit 23% die hochste
Aminosdurehomologie von IFN-AR1 zu IL-22BP. Durch Northern-Blot-Analyse wurde die
Expression von IFN-AR1 bis auf hdmatopoetische Zellen in den meisten Geweben gefunden,

besonders hoch war diese in Pankreas, Schilddriise, Skelettmuskel, Prostata und Hoden.

1.4.2 TFN-A-vermittelte Signaltransduktion

Obwohl die Signaltransduktion iiber die Rezeptoren von IL-10, IL-22 und IL-26 vor allem
zur Aktivierung von STAT3 fiihrt, wird bei der Signaltransduktion von IFN-A (Abb.4)
hauptsdchlich STAT1 und STAT2 aktiviert [37, 88, 146]. Diese STAT-Proteine fiihren
zusammen mit dem Faktor /FN-regulatory factor-9 (IRF-9 = p48) zur Formation eines

Transkriptionsfaktorkomplexes, der IFN-stimulated gene factor 3 (ISGF3) genannt wird [32].
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Die Aktivierung dieses Komplexes 10st charakteristischerweise die Induktion von Typ-I-
Interferon-abhéngigen Genen (ISG) aus, unter anderem MXA (myxovirus resistance-A),
2°,5’-OAS (oligoadenylatsynthetase) und PKR (proteinkinase R), die wahrscheinlich einen
GroBteil der antiviralen Aktivititen induzieren. Ahnlich der Signaltransduktion von IL-22
und IL-26 kann die von IFN-A durch neutralisierende Antikdrper gegen IL-10R2 blockiert

werden.

Interferon

Membran

v
/
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von Signaltransduktionswegen, die durch Interferone aktiviert
werden. Nach Bindung des Interferons am Rezeptorkomplex werden Jakl und Tyk2 vermutlich durch
cross-Phosphorylierung von zwei Tyrosin-Resten der intrazelluliren Doménen aktiviert. Im weiteren
Verlauf werden vor allem STAT1 und STAT?2 aktiviert. Diese STAT-Proteine fithren zusammen mit einem
zusétzlichen Faktor, [FN-regulatory factor-9 (IRF-9 = p48), zur Formation eines Transkriptionsfaktor-
komplexes, der IFN-stimulated gene factor 3 (ISGF3) genannt wird. Dieser initiiert im Zellkern durch
Aktivierung des IFN-stimulated regulatory element (ISRE) die Transkription von IFN-abhéngigen Genen.
Uber #hnliche Mechanismen werden die MAP-Kinasen ERK-1/2, SAPK/INK und p38 als auch die PI-3-
Kinase Akt phosphoryliert und somit die Signalkaskade in den Zellkern weitergeleitet.

Zellkern
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1.4.3 Biologische Funktionen von IFN-As

Die Produktion von IFN-As wurde in mononuklearen Zellen aus peripheren Blut induziert,
die zuvor mit doppelstringiger RNA poly (I:C) behandelt oder mit dem Enzephalomyo-
karditisvirus (EMCYV) infiziert wurden [146]. Die antivirale Aktivitdt der IFN-As wurde
dadurch nachgewiesen, dass die mit EMCV-infizierten HepG2-Zellen nach 24-stiindiger
IFN-A-Prainkubation vor der Infektion geschiitzt waren [146]. Diese Ergebnisse zeigen, dass
IFN-As intrinsische, zelluldre antivirale Aktivitdten aufweisen und auf diese Weise Zellen vor

viraler Infektion schutzen.

Ahnlich den Typ-I-Interferonen haben IFN-As auch antiproliferative Eigenschaften. Durch
kiinstlich eingefiihrte Mutationen in Tyrosinresten (Tyr 343, 517) des IL-28R1-Rezeptors
wurde dieser als entscheidend fiir die antiviralen und antiproliferativen Effekte der IFN-As
identifiziert, da in Zellen mit dieser Mutation die antiviralen und antiproliferativen Effekte
aufgehoben waren [43]. Interessanterweise bestand eine gro3e Korrelation zur Aktivierung
von STAT2, was darauf hinweisen konnte, dass STAT2 den verantwortlichen Faktor zur
Vermittlung der antiviralen und antiproliferativen Effekte darstellt. Allgemein wird
angenommen, dass die biologische Aktivitdt der IFN-As im Vergleich zu Typ-I-Interferonen

etwas geringer ausgeprigt und auf weniger Zelltypen vorhanden ist [108].

1.5 Die Bedeutung von IL-10-verwandten Zytokinen bei entziindlichen Prozessen

Fiir IL-10 sind potente antiinflammatorische Eigenschaften beschrieben worden, die unter
anderem durch Inhibierung der IL-1B- und LPS-Produktion hervorgerufen werden. Dies
konnte auch in vivo gezeigt werden, da Méuse mit einem Toxischen-Schock-Syndrom durch
Gabe von rekombinanten IL-10 gerettet wurden [78]. AuBBerdem wird endogenes IL-10 durch
LPS induziert und triagt zum Schutz vor Endotoxinschédden bei, wohingegen die Blockierung
von IL-10 bei Miusen zu einer erhohten Sensitivitdt gegeniiber LPS fiihrte [82]. Diese
Effekte scheinen spezifisch fiir IL-10 zu sein und konnten bei keinem anderem Mitglied der
IL-10-Familie nachgewiesen werden.

Die Expression von Interferonen wird auch durch proinflammatorische Stimuli hochreguliert.
Deren proinflammatorische FEigenschaften wurden in diversen Zellmodellen gezeigt.
Beispielsweise ist IFN-y ein potenter Aktivator von Makrophagen und Monozyten und die
Blockierung von IFN-y fiihrte zu einer Erh6hung der Resistenz des endotoxischen Schocks

[73]. Bemerkenswerterweise fiihrte diese Blockierung auch zu einer Verbesserung der
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intestinalen Entziindung von IL-10-defizienten Mdusen, was auf einen Antagonismus dieser
beiden Zytokine hindeutet und darauf hinweist, dass deren Balance fiir die Homdostase von

entziindlichen Prozesse wichtig ist [130].

Viele Virusarten kodieren fiir IL-10-artige oder ldsliche IFN-y-Rezeptorgene, die wahr-
scheinlich zur Herabsetzung des Immunsystems bei der Virusinfektion beitragen. Die Rolle
der Interferone bei entzilindlichen Prozessen ist jedoch komplexer. /n vitro-Effekte von IFN-
o und IFN-B auf Monozyten und lymphoide Zellen konnten auf proinflammatorische
Funktionen hindeuten, jedoch sind in vivo eindeutige antiinflammatorische Eigenschaften,

z.B. bei der Behandlung von Multiple Sklerose-Patienten mit IFN-f bekannt [70].

T-Helferzellen spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Immunantwort und werden
in zwei Hauptklassen eingeteilt: Th1- und Th2-Zellen [134]. Wahrend Th1-Zellen IFN-y und
TNF-B produzieren und fiir eine Vielzahl von zelluliren Immunreaktionen verantwortlich
sind, produzieren Th2-Zellen IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 und IL-13 und sind an der Abwehr

extrazelluldrer Pathogene und an allergischen Reaktionen beteiligt.

Urspriinglich wurde IL-10 als Th2-abhéngiges Zytokin beschrieben, da es die Produktion
von IFN-y aus Th2-Zellen der Maus inhibierte [56]. Spater wurde gezeigt, dass diese
Inhibition der Zytokinproduktion durch T-Zellen indirekt ablduft, vermutlich durch die
Inhibition akzessorischer Zellen, was wiederum den antiinflammatorischen Effekt von IL-10
auf aktivierte Makrophagen aufzeigt [58]. Erst kiirzlich wurden CD4'-regulatorische T-
Zellpopulationen beschrieben, die grole Mengen an IL-10 produzieren. Von diesen Zellen
wird angenommen, dass sie eine wichtige Rolle bei der Toleranz gegeniiber endogenen
Antigenen spielen [104]. Der Beitrag von IL-10 fiir die Funktion solcher regulatorischer T-
Zellen variiert in Abhédngigkeit vom experimentellen Ansatz, aber seine antiinflammatorische

Aktivitdt korrespondiert zur immunsuppressiven Funktion in diesen Zellpopulationen.

Uber die Bedeutung der IL-10-verwandten Zyokinen bei entziindlichen Reaktionen, speziell
im Gastrointestinaltrakt ist bislang nur wenig bekannt. Es wurde gezeigt, dass durch IL-12
aktivierte Th1-Zellen [168] und nach neuesten Erkenntnissen vor allem Thl7-Zellen, nicht
aber Th2-Zellen oder regulatorische T-Zellen, die Hauptproduzenten von IL-22 sind [99,
168]. Im Gegensatz dazu wird IL-24 vor allem von Th2-Zellen sezerniert [141]. Fiir die
meisten der IL-10-verwandten Zytokine (IL-19, IL-20, IL-22, IL-24) ist gezeigt worden, dass
diese durch LPS induziert werden. Dennoch scheinen die Rezeptoruntereinheiten IL-20R1
und IL-22R1 nicht von Immunzellen wie Monozyten, natiirlichen Killerzellen, B-Zellen, T-

Zellen und Knochenmarkszellen exprimiert zu werden [168].
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Fiir IL-22 konnte gezeigt werden, dass es die Expression von Akute-Phase-Proteine in der
Leber hochreguliert [45], jedoch scheinen in diesem Prozess weitere Zytokine wie IL-1p,
TNF-o und IL-6 wichtig zu sein. Dennoch ist dieser Effekt von IL-22 unter bestimmten
Bedingungen, in denen IL-22 vermehrt gebildet wird, von Bedeutung. AuBerdem ist das
Pankreas ein weiteres Organ, in dem IL-22 Akute-Phase-Proteine in groen Mengen
freisetzt. [3]. Es ist daher wahrscheinlich, dass IL-22 in Organen, die wie Leber und Pankreas
grofle Mengen von IL-22R1 exprimieren, fiir die Akute-Phase-Protein-Produktion notwendig
ist. In anderen Studien wurde die Haut als ein wichtiger Zielort flir die proinflammatorische
Aktivitdit von IL-22 beschrieben. IL-22-transgene Mause entwickeln Hauterkrankungen,

daher konnte IL-22 bei der Differenzierung und Proliferation von Hautzellen von Bedeutung

sein [169].

1.6 Die Bedeutung von IL-10-verwandten Zytokinen bei viraler Infektion

Typ-I-Interferone werden vor allem durch Viren induziert. Wihrend IFN-o speziell von
Zellen lymphoiden Ursprungs exprimiert wird, produzieren die meisten Zellarten IFN-3
[112]. Es wird davon ausgegangen, dass die Induktion von Interferonen durch virale doppel-
stringige RNA (dsRNA) erfolgt. Das synthetische Polymer poly (I:C) wird unter
experimentellen Bedingungen fiir die Induktion von Interferonen eingesetzt. Fiir die IL-10-
verwandten Zytokine IL-28A, IL-28B und IL-29 wurde gezeigt, dass diese von humanen
mononuklearen Zellen nach Infektion mit EMCV, aber auch durch Behandlung mit poly
(I:C) hochreguliert werden. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Lambda-Interferone IL-
28A, IL-28B und IL-29 und Typ-I-Interferone gemeinsame regulatorische Elemente besitzen
[88, 146]. Dennoch sind die Aminosduresequenzen dieser beiden Interferon-Typen nur wenig
homolog. Beispielsweise hat IL-29 nur eine 17%ige Aminosédurehomologie mit IFN-a.
Ebenso unterscheiden sich die genomischen Strukturen, da die Lambda-Interferone im
Gegensatz zu den Typ-I-Interferonen Introns aufweisen. Auflerdem haben die
Rezeptorenkomplexe der beiden Gruppen keine gemeinsamen Untereinheiten. Dennoch
besitzen Lambda-Interferone dhnliche biologische Eigenschaften wie Typ-I-Interferone. Es
wurde nachgewiesen, dass Lambda-Interferone diverse Zelllinien vor dem zytopathogenen
Effekt von EMCV oder vesikuldren Stomatitisviren (VSV) schiitzen konnten, was auf eine
potente antivirale Aktivitidt dhnlich der von Typ-I-Interferonen hinweist [88, 146]. Die

relative Stirke der antiviralen Antwort und auch der Wirkort der Lambda-Interferone scheint
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sich allerdings von denen der Typ-I-Interferone zu unterscheiden [108]. Auch die Rezeptoren
der Lambda-Interferone sind im Gegensatz zu den Typ-I-Interferon-Rezeptoren, die fast
ubiquitir exprimiert werden, nur auf bestimmten Zellen zu finden. Beispielsweise sind diese
nicht auf Leukozyten exprimiert [36]. Dies konnte von groBer klinischer Bedeutung sein, da
die bei der Behandlung von viralen Infektionen mit Interferonen beobachteten Neben-
wirkungen wie Leukopenie, Fieber etc. bei Lambda-Interferon-Therapie moglicherweise

nicht auftreten. Weitere Studien miissen hieriiber Aufschluss bringen.

Eine Bedeutung von Klasse-1I-Zytokinen und deren Rezeptoren bei viraler Infektion zeigt
sich dadurch, dass einige Virenarten sich Gene dieser Familie zu Eigen gemacht und
umgeédndert haben, um die korpereigene Abwehr auszuschalten [86]. Das Vaccina-
virusgenom kodiert beispielsweise fiir einen l6slichen Klasse-II-Zytokinrezeptor, der
spezifisch fiir IFN-y [154] und fiir ein Gen der Immunglobulin-Superfamilie ist, welcher

IFN-o und IFN-f binden und neutralisieren kann.

Die Produktion und Aktivitdt von IFN-y wird durch IL-10 antagonisiert, wodurch IL-10
indirekt virale Infektionen begiinstigt. BCRF1, ein Epstein-Barr-Virusprotein, ist ein IL-10-
Virushomolog mit einer 80%igen Aminosdurehomologie zum menschlichen IL-10 [111]. Die
Hypothese eines evolutiondren Vorteils durch die Expression von Virus-IL-10 wird dadurch
bekriftigt, dass einige andere Vertreter der Herpes-Virus-Familie Gene mit einer mehr als
80%igen Homologie zu endogenen IL-10 kodieren, z.B. das Herpes-Virus Papio (HVP), das
equine Herpes-Virus Typ2 (EHV2) [132] und das Orf parapoxovirus [59]. Weiter entfernt
verwandte IL-10-homologe Gene (25-30% Aminosdurechomologie) wurden im Genom des
humanen und simianen Cytomegalieviruses (HCMV und SCMV) [91] gefunden. Trotz der
geringen IL-10-Homologie scheint das CMV-kodierte IL-10 eine hohe IL-10-

Rezeptorbindekapazitit zu haben.
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der IL-10-verwandten Zytokine 1L-22, IL-28A
und IL-29 in intestinalen Zellsystemen in vitro und in vivo, da bislang wenig iiber deren

Rolle im Gastrointestinaltrakt bekannt ist.

Fiir IL-22 wurde in anderen Arbeiten bereits die Relevanz dieses Zytokins bei inflamma-
torischen Prozessen beschrieben. Die Bedeutung von IL-22 bei entziindlichen Prozessen im
Gastrointestinaltrakt, insbesondere bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ist

bislang aber unklar.

In ihrer Erstbeschreibung wurden fiir die Lambda-Interferone IL-28A und IL-29 antivirale
Eigenschaften gezeigt, jedoch ist deren Bedeutung im Gastrointestinaltrakt ebenso nicht

geklart.
In der vorliegenden Arbeit werden folgende Punkte untersucht:

1. Expression des IL-22-Rezeptorkomplexes und des Lambda-Interferon-Rezeptor-

komplexes in intestinalen Epithelzellen.

2. Signaltransduktionswege von IL-22 und Lambda-Interferonen in intestinalen
Epithelzellen.

3. IL-22- und Lambda-Interferon-vermittelte Genregulation in intestinalen Epithel-
zellen.

4. Spezielle biologische Eigenschaften bei intestinaler Entziindung am Beispiel der

chronisch entziindlichen Darmerkrankungen M. Crohn und Colitis ulcerosa und
biologische Funktionen wie Zellmigration, Zellproliferation und antivirale Aktivitét

am Beispiel der CMV-Colitis.
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3 Material

3.1 Material fiir zellbiologische Experimente

3.1.1 Zelllinien

kolorektalen Karzinoms

Name Organismus Spezifitit Bezugsquelle

Caco-2 homo sapiens kolorektales ATCC, Rockville, USA
Adenokarzinom

DLD-1 homo sapiens kolorektales ATCC, Rockville, USA
Adenokarzinom

HT-29 homo sapiens kolorektales ATCC, Rockville, USA
Adenokarzinom

SW480 homo sapiens kolorektales ATCC, Rockville, USA
Adenokarzinom

HCTI116 homo sapiens kolorektales Karzinom | ATCC, Rockville, USA

T84 homo sapiens Lungenmetastase eines | ATCC, Rockville, USA

CCL-6=Int-407

homo sapiens

Primire intestinale Zellen,

mit HeLa kontaminiert

ATCC, Rockville, USA

Panc-1 homo sapiens Epitheloidzelliges ATCC, Rockville, USA
Pankreasgangkarzinom
MIA PaCa-2 homo sapiens Pankreaskarzinom ATCC, Rockville, USA
LNCaP homo sapiens Supraklavikuldre ATCC, Rockville, USA
Lymphknotenmetastase
eines Prostatakarzinoms
HepG2 homo sapiens Hepatozellulares ATCC, Rockville, USA
Karzinom
624.38-MEL homo sapiens Melanom ATCC, Rockville, USA
MCF-7 homo sapiens Epitheliales ATCC, Rockville, USA
Adenokarzinom der
Brustdriise
SK-BR-3 homo sapiens Epitheliales ATCC, Rockville, USA
Adenokarzinom der
Brustdriise
HFF homo sapiens Primére AG Adler
Vorhautfibroblasten Genzentrum der LMU

Tabelle 3: Verwendete Zelllinien.
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3.1.2 Cytomegalie-Virenstimme
Name Organismus Spezifitit Bezugsquelle
VRI1814 homo sapiens Klinischer Wildtyp- AG Adler
Cytomegalievirus Genzentrum der LMU
AD-169 homo sapiens Cytomegalievirus einer AG Adler
Tonsillektomie Genzentrum der LMU
Towne homo sapiens | Urin eines Patienten mit AG Adler
kongenitaler Genzentrum der LMU
Cytomegalievirus -
Inklusionskrankheit
Smith mus musculus Murines AG Adler
Cytomegalievirus Genzentrum der LMU
Tabelle 4: Verwendete Cytomegalie-Virenstimme.
3.1.3 Zellkulturmedien und Zusitze
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle) Medium Gibco, Karlsruhe
DMEM/F12 (1:1) (Dulbecco's Modified Eagle Gibco, Karlsruhe
Medium/Ham’s F12 Medium mit L-Glutamin
und 15 mM HEPES)
Dulbecco’s PBS+CaCl,+MgCl, Gibco, Karlsruhe
Trypsin—-EDTA Gibco, Karlsruhe
100x PS (10000 U/ml Penicillin Gibco, Karlsruhe
10000 pg/ml Streptomycin)
Geneticin (G418-Sulfat) Gibco, Karlsruhe
FCS Gold PAA, Pasching, Osterreich
DMSO Merck, Darmstadt

3.1.4 Material fiir Imnmunfluoreszenzexperimente

Fixierungslosung: 3,2% PFA in PBS
Permeabilisierungslosung: 0,5% Triton X-100 in PBS

Blockierlosung: 10% Hasenserum in PBS

PBS-Waschpuffer: 7 mM Na,HPO,4 pH 7.4, 3 mM NaH;PO4, 150 mM NaCl in H;Opjgest
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3.2 Material fiir molekularbiologische Experimente
3.2.1 PCR-Material und PCR-Kits
Roche first strand cDNA synthesis kit

Taq DNA Polymerase Kit, recombinant

Taq DNA Polymerase, recombinant

10 mM dNTP Mix

Turbo DNA-free

RT-Kit Omniscript

RT-Kit Sensiscript
Quantitect SYBR Green Kit
Qiagen RNeasy kit

100 bp Ladder

Ladepuffer 10 x

Nuclease free water

3.2.2 Primer

3.2.2.1 Real-time PCR-Primer

hIL-22 forward
hIL-22 reverse
hB-actin forward
hf3-actin reverse
hIL-8 forward
hIL-8 reverse
hTNF-a forward

hTNF-«a reverse

3.2.2.2 PCR-Primer
hIL-22R forward

hIL-22R reverse

5’-gcaggcttgacaagtccaact-3’
5’-gcctecttagecageatgaa-3°
5’-gccaaccgegagaagatga-3’
5’-catcacgatgccagtggta-3’
5’-ccaggaagaaaccaccgga-3’
5’-gaaatcaggaaggctgccaag-3’
5’-ccaggcagtcagatcatcttctc-3’

5’-agctggttatctctcagetecac-3’

5’-ctccacagecggcatagect-3°

5’-acatgcagcttccagetgg-3’

Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Fermentas, St.Leon-Rot
Fermentas, St.Leon-Rot
Ambion, Huntingdon, UK
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Madison, USA

MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg

MWG, Ebersberg

MWGQG, Ebersberg

MWG, Ebersberg
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hIL-28R forward

hIL-28R reverse

hIL-10R2 forward

hIL-10R2 reverse

hIL-22BP forward

hIL-22BP reverse

hIL-8 forward

hIL-8 reverse

hTNF-a forward

hTNF-«a reverse

hBD-2 forward

hBD-2 reverse

hSOCS-3 forward

hSOCS-3 reverse

hGAPDH forward

hGAPDH reverse

mlIL-28R forward

mlIL-28R reverse

mlL-28 forward

mlIL-28 reverse

mLactoferrin forward:

mLactoferrin reverse:

mE-Selectin forward:

mE-Selectin reverse:

mCXCL2 forward:

mCXCL2 reverse:

5’-acctattttgtggcctatcagagct-3’
5’-cggctccacttcaaaaaggtaat-3’
5’-ggctgaatttgcagatgagcea-3’
5’-gaagaccgaggccatgagg-3’
5’-agggtacaatttcagtcccga-3’
5’-cggcgtcatgctecattctga-3’
5’-atgacttccaagctggecgtggct-3°
5’-tctcagecectcttcaaaaacttcte-3’
5’-atgagcactgaaagcatg-3’
5’-tcacagggcaatgatccc-3’
5’-ccagccatcagccatgagggt-3°
5’-ggagccctttctgaatccgea-3’
5’-ttctgatcecgegacagete-3°
5’-tgcagagagaagctgeccc-3’
5’-cggagtcaacggatttggtcgtat-3’
5’-agccttctecatggtggtgaagac-3°
5’-gcccectactectgttectgt-3°
5’-ggacacaccagagccttgat-3°
5’-agggtgccatcgagaagaG-3’
5’-gtggtcagggctgagtcatt-3°
5’-gcectgttccagtctaaaacca-3’
5’-gtaagaaaagcgcaggcttc-3’
5’-acccgteccttggtagttg-3°
5’-cgttgtaagaaggcacatgg-3’
5’-cctgccaagggttgacttca-3’

5’-gtcagttagecttgcctttg-3°

MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg
MWG, Ebersberg

MWG, Ebersberg
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mCXCLS5 forward: 5’-cctacggtggaagtcatage-3’ MWG, Ebersberg
mCXCLS reverse: 5’-ctattgaacactggccgttc-3’ MWG, Ebersberg
mlIL-4 forward: 5’-gagtgagctcgtctgtagg-3’ MWG, Ebersberg
mlL-4 reverse: 5’-cagcttatcgatgaatccagg-3’ MWG, Ebersberg
mlIL-6 forward: 5’-caaagccagagtccttcagag-3 MWG, Ebersberg
mlL-6 reverse: 5’-ggatggtcttggtccttage-3° MWG, Ebersberg
mlIL-17 forward: 5’-caaacactgaggccaaggac-3’ MWG, Ebersberg
mlL-17 reverse: 5’-agcttcccagatcacagagg-3’ MWG, Ebersberg
mlL-22 forward: 5’-acctttcctgaccaaactca-3’ MWG, Ebersberg
mlL-22 reverse: 5’-agcttcttctegetcagacg-3’ MWG, Ebersberg
mGAPDH forward 5’-cgtcccgtagacaaaatggt-3° MWG, Ebersberg
mGAPDH reverse 5’-tctccatggtggtgaagaca-3’ MWG, Ebersberg
h=huma'1n

m=murin

3.3 Material fiir proteinbiochemische Experimente
3.3.1 Lysepuffer fiir die Proteinisolation

20 mM Tris-HCI pH 7,4

1% NP-40

150 mM NacCl

2 mM EDTA

2 mM EGTA

2 mM PMSF

400 mM NaVOs3

4 mM NaF

Proteaseinhibitor-Mix (Complete Protease Inhibitor Cocktail) Roche, Mannheim

3.3.2 Material fiir Western Blot-Experimente

Westernblot-Kammer Novex mini cell Invitrogen, Karlsruhe
NuPage Novex Bis-Tris Gel Invitrogen, Karlsruhe
20x Laufpuffer MES oder MOPS-SDS Invitrogen, Karlsruhe

PVDF-Membran Immobilon-P Millipore, Eschborn
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Ladepuffer NuPage LDS Sample Buffer 4 x Invitrogen, Karlsruhe
GroBenmarker MagicMark Invitrogen, Karlsruhe
GroBenmarker MultiMark Invitrogen, Karlsruhe
20x Transferpuffer Invitrogen, Karlsruhe
Sponge PAD fiir Xcell II Blotting Invitrogen, Karlsruhe
Blotting Grade Blocker Non-fat dry Milk Biorad, Miinchen

ECL Western Blotting Detection Reagents Amersham, Freiburg
BioMax MR-Rontgenfilm Kodak, Rochester, USA
Kodak X-Omat AR Film Kodak, Rochester, USA

TBS: 20 mM TrisHCI pH 7,6, 150 mM NaCl in HyOpigest
TBS-T-Waschpuffer: 0,1% Tween-20 in TBS
Blockierpuffer: 5% Magermilchpulver in TBS-T

Stripping-Puffer: 83 mM Tris-HCI1 pH 7,5, 2 % SDS, 0,7 % pB-Mercaptoethanol (v/v) in
HObidest

3.4 Material fiir funktionelle Experimente

3.4.1 Material fiir Zellproliferationsexperimente

PMS: 0,92 mg/ml in PBS Sigma, Taufkirchen
CellTiter 96

Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay Promega, Mannheim
2 mg/ml in PBS

3.4.2 Material fiir Apoptoseexperimente

Nicolettipuffer: 0,1 % Natriumecitrat, 0,1 % Triton X-100, 50 pg/ml Propidiumiodid

FACS-Puffer: NaCl, KH,PO4, Na,HPO4, KCl, LiCl, NaN3, Na,EDTA, pH 7,37
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3.5 Antikorper
o-phospho-ERK-1/2 (Thr183/Tyr185)

o.-phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185)
o.-phospho-p38 (Thr180/Tyr182)
o.-phospho-Akt (Serd73)

o-ERK-1/2

a-SAPK/INK

o-p38

o-Akt

o-Kaninchen, HRP-konjugiert

a-phospho-STATI

o.-phospho-STAT3

a-STATI1
a-STAT3

a-HCMV i.e. (immediate-early protein, 72 kDa)

a-Maus cy3 i.e. antibody
a-APO-A1

a-IL-28R

Cell Signaling, Frankfurt
Cell Signaling, Frankfurt
Cell Signaling, Frankfurt
Cell Signaling, Frankfurt
Cell Signaling, Frankfurt
Cell Signaling, Frankfurt
Cell Signaling, Frankfurt
Cell Signaling, Frankfurt
Amersham, Freiburg

BD Transduction
Laboratories, Franklin

Lakes, USA

Upstate Biotechnology,
Lake Placid, USA

Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg

Perkin-Elmer, Boston,
USA

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Imgenex, Sandiego, USA
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3.6 Sonstige Chemikalien, Losungen und Kits

[v**P]-ATP
Aceton
Agarose

BD OptEIA Human IL-8 Elisa Kit 1T

Bradford-Reagenz
Bromphenolblau

BSA

Chloroform
Dinatriumhydrogenphosphat
DMSO

DSS (Molekulargewicht 36,100-45,500)

EDTA

EGTA

Essigsdure
Ethanol
Ethidiumbromid
FITC
Fliissigstickstoff
Gelatine (bovine)
Isopropanol
Kaliumchlorid
Lipopolysaccharide (LPS)
Magermilchpulver

Mowiol

Perkin Elmer, Boston, USA
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

BD Biosciences, Bedford,
USA

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fluka, Taufkirchen

TdB Consultancy
Uppsala, Schweden

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Linde, Miinchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Bio-Rad, Miinchen

Carl Roth, Karlsruhe
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Natriumorthovanadat
Natriumfluorid
Nonidet-P40 (NP-40)
Paraformaldehyd
PMSF

PD98059

rekombinantes humanes IL-22-Protein

rekombinantes humanes IL-28 A-Protein

rekombinantes humanes IL-29-Protein

rekombinantes humanes TNF-o-Protein

rekombinantes humanes IL-1B-Protein

Salzsédure
SB203580
SDS
SP600125
Tris

Triton X-100
Trizol
Trypanblau
Tween 20

Wortmannin

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Tautkirchen

Tocris Cookson, Bristol,
UK

R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt

R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt

R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt

R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt

R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt

Merck, Darmstadt
Tocris, Bristol, UK
Fisher, Schwerte
Tocris, Bristol, UK
Fisher, Schwerte
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Fluka, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Tocris, Bristol, UK
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3.7 Verbrauchsmaterial

Zellkultur-Platten Falcon (6-, 24-Loch)
96-Loch Zellkultur-Mikrotiterplatten
runder Boden

Einfrierrdhrchen Nunc, (2,5 ml)

Einmalglaspipetten (5/10/25 ml)

Objekttriager

Deckgliser (18x18 mm, Menzel)
Pipettenspitzen

Reaktionsgefal3e (0,2/0,5/1,0/1,5/2,0 ml)

Rohrchen Falcon (5/10/25/50 ml)

Zellkulturschalen Falcon (3/6/10/15 cm)

Zellschaber

Spritzen Discardit II (5/10 ml)

Kantlen Sterican Gr.18/20

3.8 Geriite

Neubauer Zellzdhlkammer
Mikroskop

Rotorgene RG-3000 Real-time PCR-Cycler

PCR-Geridt PTC200

ELISA-Lesegerat

Becton Dickinson,
Heidelberg

Corning, Corning, USA

Roskilde, Ddnemark

Becton Dickinson,
Heidelberg

Marienfeld, Lauda-
Konigshofen

Nunc, Wiesbaden
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niimbrecht
Becton Dickinson,
Heidelberg

Becton Dickinson,
Heidelberg

Becton Dickinson,
Heidelberg

Becton Dickinson,
Heidelberg

Braun, Melsungen

Brand, Wertheim
Olympus IX50, Hamburg

Corbett Research, Sydney,
Australien

Biorad, Miinchen

Tecan, Crailsheim
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Rontgen-Entwickler Agfa Curix 60
Pipetten (10, 100, 200, 1000 pl)
Glashomogenisator (Douncer)
Ultrazentrifuge

DNA-Sequenziersystem ABI Prism 3100

Tischzentrifuge 5415R
Tischzentrifuge Rotanta 63R

FACS-Gerit Calibur

Sterilbank

Gelelektrophoresekammer Sub Cell GT
Elektrophoresegerite Power Pac
UV-Dokumentationssystem Multi Doc-it
Autoklav

Brutschrank 37°C

Einfriergerit

Fliissigstickstofftank
Phasenkontrastmikroskop

Geltrockner

pH-Meter pH 530

Photometer UltrospeclIl

Schiittelinkubator (Orbital shaker)

Schiittler Vortex Genie 2

Feinwaage PL200

Agfa, Koln
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niimbrecht
Hettich, Tuttlingen

Perkin-Elmer, Boston,
USA

Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttlingen

Becton Dickinson,
Heidelberg

Heraeus, Miinchen
Biorad, Miinchen
Biorad, Miinchen

UVP, Upland, USA
Hirayama, Tokyo, Japan
Heraeus, Miinchen
Cryoson, Schollkrippen
Cryoson, Schollkrippen
Nikon, Tokyo, Japan
Biorad, Miinchen
WTW, Weilheim

Pharmacia, Uppsala,
Schweden

Precision Scientific, VA,
USA

Scientific Industries,
Bohemia, USA

Mettler-Toledo, Giellen
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3.9 Software
TINA Version 2.09

3.10 Material fiir Mausexperimente

Mausstamm C57BL/6
Mausstamm C3H/Hel
Macrolon Typ III Kéfige

CO,-Narkosegerit Vapor19.3
mit Isoflurane

Futter mouse diet

Raytest [sotopenmessgerite
GmbH, Straubenhardt

Charles River, Sulzfeld
Charles River, Sulzfeld
Bayer, Leverkusen
Dréger, Liibeck

Snift Spezialdidten GmbH,
Soest
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4 Methoden
4.1 Allgemeines

Falls nicht anders angegeben, wurden alle Experimente durch dreifaches Wiederholen

bestétigt.

4.2 Methoden zellbiologischer Experimente

4.2.1 Zellkulturexperimente

4.2.1.1 Kultivierung von Zellen

Die gefrorenen Zellen wurden im 37°C temperierten Wasserbad aufgetaut und sofort in 10 ml
frischen und auf 37°C vorgewiarmtem Zellkulturmedium aufgenommen. Anschlieend wurde
diese Zellmediumsuspension mit 1200 rpm fiir 5 min bei RT zentrifugiert. Der
Mediumstiberstand wurde mit einer Einmalglaspipette abgesaugt und das Zellsediment mit ca.
1 ml frischen, vorgewdrmten Medium durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren aufgelost.
Diese Suspension wurde in ca. 10 ml frischen, vorgewdrmtem Zellkulturmedium
aufgenommen und nach Bestimmung der Zellzahl in verschiedenen Mischungsverhéltnissen,
je nach gewiinschter Dichte, in neue sterile Zellkulturplatten verteilt. Das Wachstum erfolgte
im Brutschrank bei 37°C, 5% CO; und wasserdampfgesittigter Atmosphére. Je nach Bedarf
der Zelllinie wurde jeden 2. bis 3. Tag das Zellkulturmedium mit einer Einmalglaspipette
abgesaugt und frisches, vorgewidrmtes Zellkulturmedium zugegeben. Bei ca. 70-80%iger
Konfluenz wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellkulturplatte einmal mit ca. 10
ml vorgewdrmten PBS gewaschen, um die im Zellkulturmedium vorhandenen
Trypsininhibitoren zu entfernen. AnschlieBend wurden, je nach Zellkulturplattendurchmesser,
1-2 ml Trypsin-EDTA zugegeben und die Zellen einige Minuten bei 37°C im Brutschrank
inkubiert, bis sich die Zellen vom Zellkulturplattenboden Idsten. Die abgelosten Zellen
wurden in frischen, vorgewdrmtem Zellkulturmedium aufgenommen und in verschiedenen
Mischungsverhéltnissen, je nach gewiinschter Dichte, auf neue sterile Zellkulturplatten

verteilt.

4.2.1.2 Einfrieren von Zellen

Bei ca. 70-80%iger Konfluenz wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellkultur-
platte einmal mit PBS gewaschen, um die im Zellkulturmedium vorhandenen Trypsin-
inhibitoren zu entfernen. AnschlieBend wurden je nach Zellkulturplattendurchmesser 1-2 ml

Trypsin-EDTA zugegeben und die Zellen einige Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert,
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bis sich die Zellen vom Zellkulturplattenboden l6sten. Die abgeldsten Zellen wurden in 10 ml
frischen, auf 37°C vorgewarmtem Zellkulturmedium aufgenommen und mit 1200 rpm fiir 5
min bei RT zentrifugiert. Der Mediumsiiberstand wurde mit einer Einmalglaspipette
abgesaugt und das Zellsediment in kaltem Einfriermedium (80% FCS, 20% DMSO)
resuspendiert. Davon wurde je 1 ml in ein Einfrierréhrchen gegeben und diese sofort auf Eis
gestellt. Die Einfrierrohrchen wurden auf -80°C heruntergekiihlt und anschlieBend bei -80°C
oder in fliissigem Stickstoff gelagert.

4.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl in einer Zellmediumsuspension wurde 50 pl der Suspension
und 150 pl Trypanblau (1:4-Verdiinnung) in eine Neubauer-Zéhlkammer gegeben. In den vier
GroBquadraten der Ziahlkammer wurden jeweils alle vitalen Zellen, die durch das Trypanblau
nicht dunkel gefarbt wurden, gezéhlt. Um die Zellzahl in der Zellmediumsuspension pro ml
zu berechnen, wurde der Mittelwert der Zahlung mit dem Verdiinnungsfaktor 4 und dem

Ziahlkammerfaktor 10.000 multipliziert.

4.2.1.4 Zellstimulation

Bei ca. 70-80 %iger Zellkonfluenz wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen fiir
12-16 h in FCS-freiem Zellkulturmedium bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die Stimulation
erfolgte, je nach Versuchsansatz, iiber unterschiedliche Zeitintervalle und mit verschiedenen

Konzentrationen der entsprechenden Stimulanzien.

4.2.2 Immunfluoreszenzexperimente

Die Zellen wurden in 6-Loch-Platten auf Deckgldsern, die zuvor fiir 10 min bei RT mit 0,1
%iger Gelatinelosung beschichtet worden waren, kultiviert. Nach ca. 1-2 Tagen Zellwachstum
erfolgten drei Waschschritte mit 4°C kalten PBS, um Mediumsriickstinde zu entfernen.
Anschlielend wurden die Zellen fiir 20 min in 3,2% PFA in PBS bei RT fixiert. Nach
mehrmaligem Waschen mit 4°C kalten PBS wurden die Zellen durch 5-miniitige Inkubation
bei RT mit 0,5% Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Nach einem erneuten Waschschritt mit
PBS wurden die Zellen fiir 60 min mit 10% Hasenserum in PBS blockiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzusittigen. Die Antikorperinkubation erfolgte fiir 60 min bei RT in einer
feuchten Kammer. Die Antikorper wurden in Blockierldsung verdiinnt. Anschlieend wurden

die Zellen zum Anfirben der Zellkerne fiir 10 min mit 4 pmol/l Hoechst 33342 inkubiert.
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Nach jedem Schritt wurden die Zellen mehrfach mit PBS gewaschen. Zum Schluss erfolgte
ein Waschschritt mit HyOpigest, um PBS-Salze zu entfernen. Die Deckgldser wurden mit einem
Tropfen Mowiol auf einen Objekttriger gegeben. Nachdem die Proben getrocknet waren,

erfolgte eine Auswertung mittels Fluoreszenz- und konfokaler Lasermikroskopie.

4.2.3 ELISA-Experimente

Die Zellen wurden in Zellkulturplatten bis zu einer Dichte von 70% herangeziichtet. Nach
Serumentzug iiber Nacht wurden 100 pl Medium entnommen (Nullwert). Anschliefend
erfolgte eine Stimulation der Zellen mit dem jeweiligen Zytokin. Zu den entsprechenden
Zeitpunkten wurden jeweils 100 ul Medium entnommen und bei -20°C bis zur Messung
eingefroren. Fiir die Messung der IL-8 Konzentration wurde eine Verdiinnungsreihe von IL-8
hergestellt, die parallel zu den Proben gemessen wurde. Es wurden zunéchst in eine 96-Loch-
Platte, welche mit immobilisiertem IL-8 Antikorper beschichtet war, je 50 pl ELISA-
Verdiinnungslosung pro Loch gegeben und diese dann mit 100 pl Probe bzw. Standard
vermischt. Es erfolgte eine Inkubation fiir 2 h bei RT. Wihrend dieser Zeit wurde das im
Medium befindliche IL-8 von den Antikdrpern gebunden. AnschlieBend wurde 5x mit je 300
ul Waschpuffer pro Loch gewaschen. Nach Zugabe von 100 pl fertig gemischter
Detektierlosung, die einen biotinylierten IL-8-Antikdrper und ein Avidin-HRP-Konjugat
enthielt) wurden die Ansdtze fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach 7 Waschschritten (wie oben
bereits beschrieben) wurden 100 ul TMB-Losung addiert und die Platten fiir 30 min im
Dunklen inkubiert. Nach Zugabe von 50 pl 1M Phosphorsdure wurde die Absorption der
Proben bei 450 nm gemessen. Anhand der vorher hergestellten IL-8 Verdiinnungsreihe konnte
eine Standardkurve erstellt und aus dieser die IL-8-Konzentrationen der Proben berechnet

werden.

4.3 Methoden molekularbiologischer Experimente

4.3.1 RNA-Isolation aus Zellen

Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und die Zellkulturplatte einmal mit 4°C kalten PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde je nach Zellkulturplattendurchmesser 1-2 ml Trizol auf die
Zellen gegeben, diese mit einem Zellschaber vom Zellkulturplattenboden gelost und in ein 1,5
ml groBes Reaktionsgefd3 (Eppendorf-Tube) tiberflihrt. AnschlieBend wurde diese Suspension
ca. 6x durch eine 21G-Nadel auf- und abgesaugt. Die homogenisierte Losung wurde 5 min bei

RT inkubiert, um die komplette Dissoziation des Nukleoproteinkomplexes zu gewdhrleisten.
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Nun wurde 200 pul Chloroform pro 1 ml Trizol zugegeben und das Reaktiongefdl3 fiir ca. 15
sec mit der Hand geschiittelt. Nach 2-3 min wurde das Reaktionsgefall mit 13.000 rpm fiir 15
min bei 4°C zentrifugiert. Bei der Zentrifugation entstand ganz unten eine rote Phase, die der
Phenol-Chloroform-Phase entspricht, eine Interphase und ein farbloser wissriger Uberstand
mit der RNA, der in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefd3 tiberfiihrt wurde. Es wurden 500 pl
Isopropanol pro 1 ml Trizol zugegeben, gemischt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Danach
erfolgte eine erneute Zentrifugation mit 11.000 rpm fiir 10 min bei 4°C. Das bei der
Zentrifugation entstandene, nun sichtbare RNA-pellet wurde 2x mit je 1 ml 75%igen EtOH
pro 1 ml Trizol gewaschen. Dazwischen erfolgte jeweils ein Zentrifugationsschritt (7.500
rpm, 5 min, 4°C). Zum Schlull wurde das RNA-pellet an der Luft getrocknet, in 30-50 pl
nukleasefreiem Wasser aufgenommen und 10 min bei 55-60°C inkubiert. Die RNA wurde bei

-80°C gelagert.

4.3.2 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Mit Hilfe eines Photometers wurde die RNA-Konzentration in einer Losung bei 260 nm
Wellenlédnge bestimmt. Bei einer Kiivettenschichtdicke von 1 cm entspricht ein Wert von 1,0
einer Konzentration von 40 pg/ml RNA. Als Mal} fiir die Reinheit der RNA diente der
Quotient aus den optischen Dichten bei den Wellenldngen 260 nm und 280 nm. Fiir reine
RNA liegt er bei etwa 1,8. Niedrigere Werte bedeuten Verunreinigungen mit Proteinen,

hohere Werte Verunreinigungen mit Salzen oder Zuckern.

4.3.3 Entfernung von DNA-Kontaminationen aus der RNA-Priparation

Der RNA-L6sung wurden 0,1 Volumenanteil 10x Turbo DNase-Puffer und, je nach Volumen,
1-2 pl Turbo DNase (2 U/ul) zugegeben. AnschlieBend wurde 30 min bei 37°C inkubiert. Im
néchsten Schritt wurde nochmals 1-2 pl Turbo DNase (2 U/pl) hinzugegeben und 30 min bei
37°C inkubiert. Nun wurden 0,1 Volumenanteile DNase-Inaktivierungsreagenz hinzugefiigt
und per Hand vermischt. Nach 2 min Inkubation bei RT wurden die Probe bei 10.000 rpm und

4°C fiir 1,5 min zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt.

4.3.4 Reverse Transkriptions-PCR zur Herstellung von cDNA

In einem sterilen Reaktionsgefal wurde fiir ein Endvolumen von 20 pl folgende Substanzen
auf Eis vermischt:

2 ul 10x Reaktionspuffer — Endkonzentration 1x

4 ul 25 mM MgCl, — Endkonzentration 5 mM
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2 ul dNTP-Mix — Endkonzentration 1 mM

2 ul Oligo-p(dT),s Primer — Endkonzentration 0,04 Ajeo units
1 ul RNase-Inhibitor — Endkonzentration 50 units

0,8 ul AMV Reverse Transkriptase — Endkonzentration > 20 units
1-3ul RNA

ad 20ul steriles Wasser

Nach kurzem Durchmischen der Probe wurde diese kurz zentrifugiert und erst 10 min bei
25°C und dann fiir 60 min bei 42°C inkubiert. Danach erfolgte die Denaturierung und somit
Inaktivierung der reversen Transkriptase bei 99°C fiir 5 min. Die cDNA wurde bei -20°C
gelagert.

4.3.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
In einem sterilen Reaktionsgefal wurde fiir ein Endvolumen von 20 pl folgende Substanzen

auf Eis vermischt:

2 ul 10x Reaktionspuffer — Endkonzentration 1x

1 ul 50 mM MgCl, — Endkonzentration 2,5 mM
0,4 ul dNTP — Endkonzentration 0,2 mM
0,8 ul Primermix (forw./rev.) — Endkonzentration 0,2 mM
0,2 ul Taq-DNA Polymerase

0,5-1 pl cDNA

ad 20pul steriles Wasser

Nach kurzer Zentrifugation wurde die cDNA in einer PCR-Maschine mit folgenden, je nach

Schmelztemperatur der Primer, beispielhaftem Programm vermehrt:

1. Denaturierung 95°C 1 min
2. Denaturierung 95°C 45 sec
3. Primeranlagerung variabel°C 45 sec
4. Elongation 72°C 45 sec

35-40-facheWiederholung der Punkte 2-4
5. Elongation 72°C 7 min
6. Kiihlung 15°C 00
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4.3.6 Agarose-Gelelektrophorese von PCR-Produkten

Zur Sichtbarmachung des PCR-Produktes wurden 10 pl der Probe mit 1 pl eines 10x Lade-
puffers in die Taschen eines 2%igen Agarosegels, das mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid
angereichert war, pipettiert und bei konstanter Spannung von 10 V/em Gelldnge in einer
Gelelektrophoresekammer aufgetrennt. Zur Gréfenkontrolle wurde ein 100 bp Marker mit auf
das Gel aufgetragen. Das PCR-Produkt wurde unter einem UV-Dokumentationssystem

sichtbar gemacht und digital photographiert.

4.3.7 Densitometrie von PCR-Produkten
Die Quantifizierung von DNA-Banden in Agarosegelen erfolgte mit Hilfe der TINA-Soft-
ware, Version 2.09. Bei der Auswertung wurde jeweils auf die GAPDH-Expression oder

Aktin-Expression normalisiert.

4.3.8 Sequenzierung von PCR-Produkten

Zur Verifizierung des spezifischen PCR-Produktes wurde dieses sequenziert. Hierfiir wurden
in einer Sequenzierungsreaktion neben der DNA-Polymerase und dem Nukleotid-Mix
zusitzlich fluoreszenzmarkierte Stopnukleotide eingesetzt, bei deren Einbau es zu einem
Abbruch der Reaktion an dieser Stelle kommt. Die hierdurch entstandenen
fluoreszenzmarkierten Sequenzfragmente unterschiedlicher Lénge wurden in einem
Sequenziersystem auf einem Polyacrylamidgel der GroBe nach aufgetrennt und mittels
Laserlichtanregung dargestellt. Das Auslesen der Rohdaten und die Sequenzanalyse erfolgte

mit Hilfe einer speziellen Software (ABI prism Version 3.4.5).

4.3.9 Quantitative Polymerasekettenreaktion (Real-time PCR)
Fiir die quantitative PCR (Real-time PCR) wurde cDNA mit Hilfe des QuantiTect SYBR
Green PCR Kits vermehrt. In einem sterilen Reaktionsgefdll wurde fiir ein Endvolumen von

20 ul folgende Substanzen auf Eis vermischt:

cDNA 8 ul (einer 1:20-Verdiinnung)
2x QuantiTect Mix 10 pl — Endkonzentration 1x
20 uM Primer je 0,3 ul — Endkonzentration je 0,3 uM

Nuklease-freies Wasser 1,4 ul
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In einem Rotorgene RG-3000-Gerit erfolgte die Vermehrung der cDNA je nach Schmelz-

temperatur der Primer durch folgendes beispielhaftes Programm:

1. Denaturierung 95°C 15 min
2. Denaturierung 95°C 30 sec
3. Primeranlagerung variabel°C 30 sec (abhédngig von Primer und PCR-Produkt)
4. Elongation 72°C 30 sec

40-facheWiederholung der Punkte 2-4

Die Expression von 3-Aktin wurde zur Normalisierung der Genexpression verwendet.

4.4 Methoden proteinbiochemischer Experimente

4.4.1 Proteinisolation aus Sidugerzellen

Bei ca. 70-80%iger Zellkonfluenz wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, die Zellkultur-
platte 3x mit 4°C kaltem PBS gewaschen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
Anschlieend wurden 200-400 pul NP-40 Lysepuffer und 2 ul PMSF auf die Zellen gegeben
und die Zellen mit einem sterilen Zellschaber geldst. Darauthin wurde die Losung in ein
steriles Reaktionsgefdl} {iberfiihrt und ca. 6x durch eine 21G-Nadel auf- und abgesaugt. Nach
20 min Inkubation auf Eis erfolgte eine Zentrifugationsschritt bei 10.000 rpm fiir 20 min bei
4°C. Der proteinhaltige Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und nach der

Konzentrationsmessung bei -20°C gelagert.

4.4.2 Konzentrationsmessung von Proteinen

Die Proteinkonzentration einer Losung wurde mit Hilfe der Bradford-Reagenz bestimmt. Das
Prinzip beruht darauf, dass der in der Bradford-Reagenz enthaltene Farbstoff (Coomassie
Brilliant Blue G-250 (CBBG)) verschiedene Absorptionsmaxima zeigt, je nachdem ob er an
Protein gebunden ist oder nicht. Die nicht gebundene kationische Form von CBBG zeigt ein
Absorptionsmaximum bei 470 nm, wihrend sich dieses bei der proteingebundenen anion-
ischen Form bei 595 nm befindet. Mit Hilfe einer Standardkurve, welche mit bekannten
Proteinkonzentrationen erstellt wurde, konnte so die Proteinkonzentration einer unbekannten
Probe spektrophotometrisch bestimmt werden. Fiir die Standardkurve wurden verschiedene
Verdiinnungen von BSA hergestellt (0/0,1/0,2/0,5/1/2/5/10 mg/ml). Die Bradfordldsung
wurde 1:5 in Wasser verdiinnt und 1 ml davon mit 2 pl Proteinldsung vermischt, kurz

inkubiert und dann im Spektralphotometer in einer Einmalkiivette bei 595 nm vermessen.
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4.4.3 Western Blot-Experimente

Zur Visualisierung von zelluliren Proteinen wurden in Westernblot-Experimenten eine
definierte Konzentration der Protein-Losung mit einem 4x Ladepuffer gemischt, 10 min bei
72°C erhitzt und kurz abzentrifugiert. AnschlieBend wurde die Losung und zusitzlich ein
GroBenmarker in die Taschen eines vorgefertigten Polyacrylamidgels aufgetragen und in
einer mit 1x Laufpuffer befiillten Westernblotkammer bei konstanter Spannung von 110 Volt
ca. 1,5 h aufgetrennt. Darauthin wurden die Proteine vom Polyacrylamidgel auf eine zuvor in
Methanol eingeweichte PVDF-Membran iibertragen. Fiir diesen Transfer wurde iiber 2 h eine
Spannung von 25 V angelegt. Um unspezifische Bindungsstellen abzublocken, wurde die
PVDF-Membran anschlieend fiir 1 h bei RT in Blockierpuffer inkubiert. Nach zwei kurzen
Waschschritten mit TBS-T-Waschpuffer wurde die Membran mit dem priméren Antikdrper
(Verdiinnung 1:1.000 in 5 % BSA in TBS-T) iiber Nacht bei 4°C geschwenkt. Am néchsten
Tag wurde die Membran 3x fiir jeweils 5 min mit TBS-T gewaschen und anschlieBend mit
dem sekunddren Antikorper (anti-rabbit Ig, horseradish, Verdiinnung 1:5.000 in
Blockierpuffer) fiir 1 h bei RT inkubiert. Es erfolgten drei weiterer Waschschritte von 5 min
mit TBS-T. Zur Detektion der Proteine wurde der ECL-Kit nach Angaben des Herstellers
verwendet. Die Proteinbanden wurden durch Autoradiographie mit einem BioMax MR-Film
sichtbar gemacht.

Falls die Membranen fiir eine weitere Proteindetektion vorgesehen waren, wurden sie kurz in
TBS-T gewaschen und dann fiir 30-40 min bei 56°C mit stripping-Puffer behandelt, um
bereits gebundene Antikorper zu entfernen. Dann wurde die Membran 3x fiir jeweils 5 min
mit TBS-T gewaschen und fiir 1 h bei RT in Blockierpuffer geschwenkt. Die weiteren Schritte

erfolgten wie oben beschrieben.

4.5 Methoden funktioneller Experimente

4.5.1 Wundheilungsexperimente

Fiir die Wundheilungsexperimente (Abb.5) haben sich in Pilotexperimenten SW480-Zellen
als am besten geeignet erwiesen, da sie sich durch Wachstum in sog. monolayern
auszeichnen. Diese wurden in 6-Loch-Platten bis zur vollstindigen Konfluenz kultiviert. Mit
einer sterilen Rasierklinge wurden pro Loch 8 standardisierte Wundfldchen generiert. Frei
schwimmende Zellen wurden durch mehrmaliges Waschen mit PBS entfernt. Das
Kulturmedium mit 10% FCS wurde anschlieBend gegen ein Kulturmedium mit 1% FCS
ausgetauscht und die Zellen mit 10 bzw. 100 ng/ml Zytokin oder Kulturmedium mit 1% FCS
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allein stimuliert. Nach 24 h wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen und die iiber den
Wundrand gewanderten Zellen unter einem Mikroskop ausgezéhlt. Fiir jede Gruppe
(zytokinstimuliert und mediumstimuliert) wurden drei Locher ausgezdhlt, wobei fiir jedes
Loch jeweils 8 unterschiedliche Gesichtsfelder ausgewertet wurden, in denen mehr als 300

Zellen iiber den Wundrand gewandert waren.

Zytokinstimulation

Nach 24 h

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Wundheilungsversuche. Mit einer sterilen Rasierklinge werden
»wWundflachen” generiert und die Zellen anschlieBend mit Zytokin oder Kulturmedium mit 1% FCS als
Kontrolle stimuliert. Nach 24 h werden die iiber den Wundrand gewanderten Zellen unter einem Mikroskop
ausgezahlt.

4.5.3 Zellproliferationsexperimente

5.000 bzw. 10.000 Zellen der Zelllinien HT-29 bzw. HCT116 wurden pro Loch in eine 96-
Loch-Platte pipettiert und tiber Nacht kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen mit 10, 100
oder 1.000 ng/ml Zytokin bzw. zytokinfreiem Medium stimuliert. Nach 48 h wurden 20 pl
eines 1:20 Gemisches von PMS und MTS (CellTiter 96 Aqueous Non-Radioactive Cell
Proliferation Assay) zugegeben und fiir 1-3 h bei 37°C inkubiert. Zuletzt wurde die

Absorption bei 490 nm in einem Photometer gemessen.

4.5.4 Apoptoseexperimente

Fiir Apoptosexperimente wurden SW480-Zellen verwendet, da diese im Vergleich zu anderen
intestinalen Zelllinien weniger resistent gegen die Fas-Liganden-induzierte Apoptose sind.
Die Zellen wurden in 6-Loch-Platten mit einer Dichte von 200.000 Zellen pro Loch ausgesit.

Nach Serumentzug fiir 12-16 h {iber Nacht wurden verschiedene Konzentrationen (100 ng/ml
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und 500 ng/ml) des Fas-Liganden a-APO-1 und das zu untersuchende Zytokin in der Kon-
zentrationen von 100 ng/ml zugegeben und fiir 24 h im Brutschrank inkubiert. Anschlieend
erfolgte die Ablosung der Zellen mit einem sterilen Zellschaber in 4°C kalten PBS. Nach
einem Zentrifugationsschritt (2.000 rpm, 5 min) wurde das Zellpellet in 200 pl Nicolettipuffer
aufgenommen, gemischt und mindestens 4 h bis maximal 4 Tage bei 4°C inkubiert. Die

Bestimmung der Anzahl apoptotischer Zellen erfolgte per FACS-Analyse.

4.6 Methoden virologischer Experimente

4.6.1 Vermehrung von humanen Cytomegalieviren (HCMYV) in Fibroblasten

Um eine ausreichend grofle Menge von HCMYV fiir die Experimente zur Verfiigung zu haben,
wurden HCMYV in Fibroblasten vermehrt. Hierfiir wurden préaputiale Fibroblast-Zellen (HFF)
in 12 cm Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz von ca. 40% kultiviert und anschlie3end
mit dem jeweiligen HCMV-Stamm infiziert. Uber ca. 1-2 Wochen wurden die Zellen wie
oben beschriecben vermehrt. Wenn die meisten Zellen infiziert waren, was an einer
Lochbildung in den Zellkulturschalen zu erkennen war, wurden die Mediumiiberstinde in
sterile 25 ml Rohrchen iiberfiihrt und fiir 10 min bei 3.500 rpm zentrifugiert. Nun wurden
diese Uberstinde in einen sterilen groBen Zentrifugationsbecher gesammelt und in einer
Ultrazentrifuge bei 12.000 rpm fiir 3 h zentrifugiert. Das entstandene pellet wurde in 2x
sterilisierter 9%iger Magermilch aufgenommen und aliquotiert. Die Fibroblast-Zellen wurden
mit PBS gewaschen, abtrypsiniert, in sterile 25 ml Rohrchen iiberfiihrt und 5 min bei 1.200
rpm zentrifugiert. Die entstandenen pellets wurden in ca. 3 ml Medium aufgenommen und
vereint. Nun wurden die Zellen mit Hilfe eines Glashomogenisators (sog. douncer) durch ca.
50x Auf- und Ab-Bewegungen aufgeschlossen. Das Medium mit den nun freien HCM-Viren
wurde in sterile 25 ml Rohrchen iiberfiihrt und 10 min bei 3.500 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand mit den HCMV wurde anschlieBend mit 1-2 ml 2x sterilisierter 9%iger

Magermilch vermischt und aliquotiert.

4.6.2 Bestimmung des HCMV-Titers

In 24-Loch-Platten wurden HFF-Zellen bis zu einer Konfluenz von ca. 90% kultiviert. 100 pl
der zu bestimmenden HCMV-Verdiinnung wurde mit 900 pl Zellkulturmedium und 5 % FCS
vermischt. AnschlieBend wurde eine Verdinnungsreihe von 10" bis 10® hergestellt. Nach
Absaugen des Kulturmediums wurden 800 pl der entsprechenden Virusverdiinnungen auf die

HFF-Zellen gegeben und fiir 1 h infiziert. Darauthin wurde die Virusverdiinnung wieder
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abgenommen und die Zellen mit 1 ml Zellkulturmedium, das 10 % FCS und a-CMV-Serum
enthilt, fiir 7-14 Tage kultiviert. Nach diesem Zeitraum wurden die infizierten Zellen geférbt

und anhand von Standardkurven die Konzentration bestimmt.

4.6.3 HCMV-Infektion intestinaler Epithelzellen

In Pilotexperimenten wurden die Zelllinien HT-29, Caco-2, SW480, HCT116, T84 und DLD-
1 jeweils mit den HCMV-Stimmen VRI1814, AD-169 und Towne in verschiedenen
Konzentrationen infiziert. Hierbei zeigte sich die hochste Infektionsrate durch den Wildtyp-
virenstamm VR1814 bei HCT116-Zellen mit einer m.o.i. von 2, die daher fiir die weiteren
Experimente verwendet wurden. Analog zu den Pilotexperimenten wurden HCT116-Zellen
bis zu einer Konfluenz von ca. 40% in einer 24-Loch-Platte kultiviert und in FCS-freien
Zellkulturmedium mit 10 bzw. 100 ng/ml des entsprechenden Zytokins oder nur mit FCS-
freien Zellkulturmedium zur Kontrolle stimuliert. Nach 24 h wurde das Medium in eine
andere 24-Loch-Platte iiberfiihrt und die Zellen mit einem Gemisch aus 100 pl CMV-stock
und 300 pl Zellkulturmedium mit 5% FCS (m.o.i. von 2; entspricht 2 x 10° pfu) fiir 2 h bei
37°C im Brutschrank infiziert. AnschlieBend wurde das Infektionsmedium abgesaugt und das
alte Medium aus der zweiten 24-Lochplatte und 0,5 ml frisches Zellkulturmedium mit 10%
FCS auf die entsprechenden Zellen gegeben. Nach 72 h erfolgte die Immunfluoreszenz-

farbung auf'i. e.-positive Zellen.

4.6.4 Immunfluoreszenz fiir den Nachweis von immediate early (i. e.) Antigen

Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und einmal mit PBS gewaschen. Zur Fixierung der
Zellen wurde 5 min mit 400 pl eines Aceton/Methanol (1:1)-Gemisches bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde einmal mit PBS gewaschen, 250 pl einer 1:100 Verdiinnung des
primidren i.e. Antikdrpers (PBS/5% FCS) auf die Zellen gegeben und 45 min bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Nun wurde 3x mit PBS gewaschen, 250 pl einer 1:1.000 Verdiinnung
des sekundiren a-Maus-cy3-Antikorpers (PBS/5% FCS) auf die Zellen gegeben und 45 min
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Zuletzt wurde wieder 3x mit PBS gewaschen und die i.e.-
positiven Zellen randomisiert in 5 verschiedenen Gesichtsfeldern mit Hilfe der Fluoreszenz-

und konfokalen Lasermikroskopie mit Griinfilter analysiert.
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4.7 Mausexperimente

4.7.1 DSS-induzierte Colitis

C57BL/6 und C3H/HelJ Maiause wurden in Macrolon Typ III-Kédfigen bei konstanter
Temperatur von 20-22°C und einer Luftfeuchtigkeit von 50-60% gehalten und ihnen Wasser
und Futter nach Belieben zur Verfiigung gestellt. Taglich wurde auf die Sauberkeit der Kéfige
und den Zustand der Tiere geachtet. Die Kifige wurden mindestens zweimal pro Woche
gereinigt und das Streu gewechselt. Bei einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 Stunden
wurden Manipulationen an den Tieren immer zur gleichen Zeit durchgefiihrt. Die
experimentelle Colitis wurde durch Hinzufiigen von 3% und 4,5% (je nach Mausstamm) DSS
zum Trinkwasser der Tiere liber 5 Tage induziert. Am Tag 6 wurden die Méuse nach CO;-
Narkose liquidiert und das Kolon fiir die weitere Analyse entnommen. RNA aus der Kolon-

schleimhaut wurde mit Hilfe des Qiagen RNeasy-kits nach Herstelleranweisung gewonnen.

4.7.2 Murine Cytomegalieviren (MCMYV)-Infektion

C57BL/6 wurden analog zu den oben beschriebenen Mausexperimenten gehalten und mit
1x10° pfu der MCMV-Linie Smith durch intravense Applikation infiziert, Kontrollmausen
wurde PBS injiziert. Nach 45 h wurden die Méause nach CO,-Narkose liquidiert und das
Kolon fiir die weitere Analyse entnommen. RNA aus der Kolonschleimhaut wurde mit Hilfe

der Trizol-Reagenz gewonnen.

4.7.3 Tierversuchsethik

Alle Tierversuche wurden von der Tierversuchskommission der Regierung von Oberbayern
genehmigt und gemél den Richtlinien des National Institutes of Health Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals durchgefiihrt.

4.8 Biopsiegewinnung

Biopsien wurden von Patienten mit M. Crohn bzw. Colitis ulcerosa im Rahmen von
Routinekoloskopien mit Hilfe einer Biopsiezange entnommen, sofort in 1 ml Trizol gegeben
und bis zur Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Die Studie wurde von der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultit der LMU Miinchen genehmigt. Alle Patienten unterzeichneten vor der
Probenentnahme eine FEinverstdndniserkldrung. Von jedem Patienten wurden 4 Biopsien
entnommen, je 2 von makroskopisch entziindetem und 2 von makroskopisch nicht

entziindetem Gewebe. In jeder Biopsie wurde die IL-22- und IL-8-mRNA-Expression
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bestimmt. Zur genauen Quantifizierung wurden die durchschnittliche IL-22- und IL-8-
mRNA-Expression in den zwei entziindeten Mukosabiopsien mit denen der nicht entziindeten
Biopsien verglichen. Zur Berechnung des Korrelationskoeffizienten wurde fiir jeden Patienten

die IL-22-mRNA- Expression mit der IL-8-mRNA-Expression korreliert.

4.9 Statistische Analysen
Statistische Analysen wurden mit Hilfe des zweiseitigen Student’s t-Test durchgefiihrt, wobei

p-Werte < 0,05 als signifikant angesehen wurden.
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse der Versuche mit IL-22 in intestinalen Epithelzellen

5.1.1 Expression des IL-22-Rezeptorkomplexes

Zur Analyse der intestinalen mRNA-Expression des IL-22-Rezeptorkomplexes wurde die
Expression der beiden IL-22-Rezeptoruntereinheiten IL-10R2 und IL-22R1 in den intestinalen
Epithelzelllinien Caco-2, DLD-1, SW480, HCT116 und HT-29 untersucht. Durch RT-PCR
wurde gezeigt, dass in allen untersuchten Zelllinien die Rezeptoreinheiten IL-10R2 und IL-
22R1, nicht jedoch IL-22, exprimiert werden. Dariiber hinaus war bis auf SW480 in allen
Zelllinien der 16sliche Rezeptor IL-22BP nachzuweisen, in Caco-2-Zellen interessanterweise

auch eine alternative splicing-Variante (Abb.6).

o
Q — 2 — N
S a < = D
(5]
- Q ot
S 2 2 2 E

— 1IL-22

=

Abbildung 6: Expression von IL-10R2- und IL-22R1-mRNA in den intestinalen Epithelzelllinien Caco-2,
DLD-1, SW480, HCT116 und HT-29. IL-22BP mRNA ist bis auf SW480 in allen untersuchten Zelllinien
exprimiert, in Caco-2-Zellen zusitzlich eine alternative splicing-Variante.

—— IL-22BP splicing Variante
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5.1.2 Hochregulation von IL-22R1-mRNA durch proinflammatorische Mediatoren

Anschlieend wurde die mRNA-Regulation der IL-22-Rezeptoruntereinheiten IL-10R2 und
IL-22R1 nach Stimulation von HT-29-Zellen mit LPS (1 pg/ml), IL-1B (10 ng/ml) und TNF-
o (50 ng/ml) mittels real-time PCR analysiert (Abb.7). Obwohl die mRNA-Expression von
IL-10R2 nach Stimulation mit den proinflammatorischen Zytokinen unverindert blieb, war
eine klare Hochregulation der IL-22R1-mRNA mit einem Maximum bei 2-4 h nach

Stimulation zu erkennen.
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Abbildung 7: Hochregulation der IL-22-spezifischen Rezeptoruntereinheit IL-22R1 nach Stimulation von
HT-29-Zellen mit den proinflammatorischen Zytokinen TNF-o und IL-1B sowie LPS. Die mRNA-
Expression wurde auf p-Aktin normalisiert.



Ergebnisse 45

5.1.3 IL-22-vermittelte Signaltransduktion
5.1.3.1 Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2, SAPK/JNK und der PI-3-Kinase Akt
nach IL-22-Stimulation

In Western Blot-Experimenten wurde die Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK-1/2,
SAPK/JNK und p38 nach Stimulation von HT-29-Zellen mit IL-22 untersucht (Abb.8). Die
Stimulation mit 100 ng/ml IL-22 fiihrte zu einer zeitabhédngigen Phosphorylierung und somit
zur Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2 und SAPK/INK, nicht aber p38. Uber das
gesamte untersuchte Zeitintervall blieben die nicht-phosphorylierten Formen der MAP-
Kinasen unverindert. Analog dazu zeigte sich eine Phosphorylierung der Akt-Kinase nach

Stimulation mit [L-22.
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Abbildung 8: Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2, SAPK/JNK und der PI-3-Kinase Akt durch
Phosphorylierung nach IL-22-Stimulation. Stimulation von HT-29-Zellen mit IL-22 fiihrte zu einer
zeitabhingigen Phosphorylierung und somit zur Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2 und SAPK/INK,
nicht aber p38. Analog dazu zeigte sich eine Phosphorylierung der Akt-Kinase.

5.1.3.2 Ubergeordnete Signaltransduktionswege

Zur Identifizierung von iibergeordneten Signalwegen wurden HT-29-Zellen vor Zytokin-
stimulation mit dem spezifischen MEK-1-Inhibitor PD98059 (10 pmol/l), dem JNK-Inhibitor
SP600125 (20 umol/l) und dem PI-3-Inhibitor Wortmannin (25 pmol/l) fiir 24 h inkubiert.
Die durch IL-22 vorbeschriebenen Stimulationseffekte waren durch die Vorbehandlung mit

den Inhibitoren deutlich reduziert, was auf die Spezifitit der Signalwege hinweist (Abb.9).
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Abbildung 9: Reduktion der Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK-1/2, SAPK/JNK und der PI-3-
Kinase Akt nach Priinkubation von HT-29-Zellen mit spezifischen Inhibitoren. Priinkubation von HT-
29-Zellen mit PD98059 (10 umol/l), SP600125 (20 umol/l) und Wortmannin (25 pmol/l) 24 h vor
Stimulation mit IL-22 fiithrte zu einer Reduktion der zeitabhidngigen Phosphorylierung und somit zur
Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2 und SAPK/JNK und der PI-3-Kinase Akt.

5.1.3.3 Aktivierung von STAT1 und STAT3 nach IL-22-Stimulation

In Western Blot-Experimenten mit STATI- und STAT3-spezifischen Antikorpern flihrte die
Stimulation mit 100 ng/ml IL-22 zu einer starken Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1 und
STAT3 in HT-29-Zellen (Abb.10).
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Abbildung 10: Aktivierung von STAT1 und STAT3 durch IL-22. Stimulation von HT-29-Zellen mit 1L-22
fithrte zu einer zeitabhéngigen Phosphorylierung und somit Aktivierung von STAT1 und STATS3.
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5.1.4 IL-22-vermittelte Genregulation

5.1.4.1 IL-22-vermittelte Transkriptionsaktivierung von IL-8 und TNF-a

Nachdem die Rezeptorexpression und Signaltransduktion in intestinalen Epithelzellen
untersucht waren, wurde die Expression von potentiellen Zielgenen analysiert. Mit Hilfe von
quantitativer PCR und ELISA wurde eine signifikant erhdhte Expression der proinflamma-

torischen Zytokine IL-8 und TNF-a nach Stimulation mit IL-22 gezeigt (Abb.11).
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Abbildung 11: Hochregulation der IL-8- und TNF-a-mRNA-Expression und IL-8-Proteinexpression
durch IL-22. Nach Stimulation von HT-29-Zellen mit IL-22 war die mRNA-Expression der
proinflammatorischen Zytokine IL-8 und TNF-a in quantitativen real-time PCR-Experimenten hochreguliert.
Die Zytokinexpression wurde auf B-Aktin normalisiert. Fiir IL-8 wurde zusétzlich mittels ELISA die
Hochregulation auf Proteinebene mit einem Maximum nach 12 h der IL-22-Stimulation gezeigt.

5.1.4.2 IL-22-vermittelte Transkriptionsaktivierung von SOCS-3

Die Aktivierung von STAT-Proteinen wurde mit einer erhohten SOCS-3-Expression und
SOCS-3-Promotoraktivitdt assoziiert [10]. Es wurde deshalb die mRNA-Expression von
SOCS-3 nach Stimulation von HCT116-Zellen mit IL-22 untersucht. In RT-PCR-Versuchen
wurde eine signifikante Hochregulation von SOCS-3-mRNA nach 8 h mit einem Maximum

bei 12 h (ca. 16-fache relative SOCS-3-mRNA-Erhéhung) gefunden (Abb.12).
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Abbildung 12: Hochregulation der SOCS-3-mRNA-Expression durch IL-22. Nach Stimulation von HT-29-
Zellen mit IL-22 war die mRNA-Expression von SOCS-3 in semiquantitativen RT-PCR-Experimenten hoch-
reguliert. Die mRNA-Expression wurde mittels TINA Software auf die entsprechende GAPDH-Expression
normalisiert.

5.1.4.3 IL-22-vermittelte Transkriptionsaktivierung von p-Defensin-2

SchlieBlich wurde noch die mRNA-Expression des Barriere-protektiven -Defensin-2 nach
IL-22-Stimulation mittels RT-PCR semiquantitativ analysiert. Nach Stimulation mit 100
ng/ml IL-22 zeigte sich nach einem initialen Gipfel bei 2 h ein erneuter Anstieg der B-

Defensin-2-mRNA-Konzentration nach 24 h (Abb.13).
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Abbildung 13: Hochregulation der B-Defensin-2-mRNA-Expression durch IL-22. Nach Stimulation von
HT-29-Zellen mit IL-22 war die mRNA-Expression von B-Defensin-2 in semiquantitativen RT-PCR-
Experimenten hochreguliert. Die mRNA-Expression wurde mittels TINA Software auf GAPDH normalisiert.
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5.1.5 Biologische Funktionen von IL-22 in vitro und in vivo
5.1.5.1 Erhohte IL-22-mRNA-Expression in Biopsien von Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen (CED) in vivo

Nachdem gezeigt wurde, dass IL-22 die Expression proinflammatorischer Zytokine steigert
und die proinflammatorische Zytokine TNF-a, IL-1p und LPS die mRNA-Expression der IL-
22-spezifischen Rezeptoruntereinheit IL-22R1 hochregulieren, wurde in einer in vivo-Studie
die mRNA-Expression von IL-22 in entziindeten und nicht-entziindeten Dickdarmgewebe von
Patienten mit CED zunichst mittels semiquantitativer PCR und anschlieend mit Hilfe der
quantitativen PCR untersucht. In diesen Experimenten wurden in 80 Biopsien von 20 CED-
Patienten (M. Crohn: n=9 und Colitis ulcerosa: n=11) die IL-22-mRNA-Expression von

makroskopisch entziindeter Kolonschleimhaut mit der makroskopisch nicht-entziindeter

Kolonschleimhaut des gleichen Patienten verglichen (Tab. 5).

Pat. Dia- Aktuelle Anatomischer IL-22-mRNA- IL-8-mRNA- Korrelation
Nr. gnose Medikation Ort der Biopsieentnahme Expression Expression 1L-22 / TL-8
entz. vs. nicht- entz. vs. nicht-
Nicht- entziindet entz. entz.
entziindet
1* MC AZA, IFX Coecum* terminales 1,59 4,50 -0,207
Ileum*
2 MC 5-ASA, AZA Colon Colon 3,67 11,67 0,926
descendens descendens
3 MC AZA Coecum Coecum 1,92 11,08 0,976
4* MC 5-ASA, Coecum* terminales 1,50 1,52 0,956
Kortiko- Ileum*
steroide
5 MC keine Colon Colon 2,81 1,41 0,977
descendens descendens
6* MC MTX Coecum* terminales 13,58 31,12 0,941
Ileum*
7 MC AZA Colon Colon 3,07 2,24 0,994
transversum  transversum
8* MC Kortiko- Coecum* terminales 1,37 1,45 1,000
steroide Ileum*
9 MC AZA Coecum Coecum 3,35 426 1,000
d+ SA M. Crohn 3,65 +1,41 7,69 + 3,62 0,840 + 0,010
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10% CU Kortiko- Sigma* Rektum* 0,52 6,97 -0,675
steroide
11 CU 5-ASA, Colon Colon 0,97 2,37 -0,199
Budenosid descendens descendens
12 CU AZA Rektum Rektum 0,72 0,94 0,849
13 CU keine Colon Colon 3,25 2,01 1,000
transversum  transversum
14* CU keine Coecum* Rektum* 5,74 8,12 0,999
15 CU AZA, Coecum Coecum 1,82 2,64 0,959
Kortiko-
steroide
16 CU 6-MP Sigma Sigma 2,42 5,82 0,912
17 CU keine Sigma Sigma 1,76 3,27 0,527
18* CU MTX Colon Colon 0,98 0,71 0,529
transversum*  descendens*
19* CU 6-MP, 5- Coecum* Colon 0,84 0,49 0,860
ASA, ascendens *
Kortiko-
steroide
20% CU MTX Sigma* Rektum* 1,25 2,44 0,818
4+ SA Colitis ulcerosa 1,84 + 0,46 3,25+ 0,78 0,598 + 0,165

Tabelle 5: IL-22- und IL-8-mRNA-Expression in entziindeten und nicht-entziindeten Gewebe von

Patienten mit aktivem M. Crohn bzw. Colitis ulcerosa. Die Expression von IL-22- und IL-8-mRNA von
80 Biopsien von CED-Patienten wurde mittels quantitativer PCR analysiert und auf Aktin normalisiert. Um
die Expressionsraten von nicht-entziindeten mit entziindeten Kolonldsionen zu vergleichen, wurde die
jeweilige mRNA-Expression in nicht-entziindeten Geweben gleich 1 gesetzt. Die Biospsieentnahme fiir
nicht-entziindetes und entziindetes Gewebe wurde gewdhnlich aus demselben Kolonsegment entnommen.
Bei den Patienten, die mit * gekennzeichnet sind, war dies aufgrund einer schweren Entziindung im
gesammten anatomischen Segment nicht moglich. Daher wurden bei diesen Patienten die Biopsien aus dem
benachbarten, nicht-entziindeten Kolonabschnitt entnommen. (Abkiirzungen: MC=Morbus Crohn,
CU=Colitis ulcerosa, AZA=Azathioprin, 5-ASA=5-Aminosalicylsdure, [FX=Infliximab, MTX=Methotrexat,

6-MP=6-Mercaptopurin, 4= Durchschnittswerte, SA= Standardabweichung)

Bei M. Crohn-Patienten war die IL-8-mRNA-Expression, welche als positiver Entziindungs-

marker mitgefiihrt wurde, in allen entziindeten Kolonschleimhautbiopsien im Vergleich zu

nicht-entziindeter Kolonschleimhaut signifikant um 1,4- bis 31-fach erhoht. In &hnlicher

Weise war die IL-22-mRNA-Expression in den entziindeten Kolonschleimhautbiopsien im

Vergleich zu nicht-entziindeter Kolonschleimhaut signifikant um das 1,4- bis 13,6-fach

gesteigert (Tab. 5).

Bei Patienten mit Colitis ulcerosa waren die durchschnittlichen IL-8- und IL-22-mRNA-

Konzentrationen in den entziindeten Biopsien im Vergleich zu denen der M. Crohn-Patienten

geringer. Wiahrend die IL-8-mRNA-Konzentrationen in den entziindeten Lésionen im
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Vergleich zu nicht-entziindeter Kolonschleimhaut signifikant bis zu 8-fach erhoht waren
(p=0,02), zeigten sich fiir die IL-22-mRNA-Konzentrationen keine statistisch signifikanten
Unterschiede (p=0,09). Erstaunlicherweise waren diese bei fiinf von elf Patienten sogar
herunterreguliert, wobei drei dieser Patienten auch eine niedrige IL-8-mRNA-Expression
aufwiesen.

Zusammengefasst war IL-22-mRNA durchschnittlich mehr in entziindeter Dickdarm-
schleimhaut von M. Crohn-Patienten als in der von Colitis ulcerosa-Patienten exprimiert (3,7-
fach zu 18-fach). Die Korrelation der IL-8- zur IL-22-mRNA-Expression war in allen
Biopsien der M. Crohn-Patienten hochsignifikant (r=0,90), wihrend sie fiir die Colitis
ulcerosa-Patienten im Vergleich niedriger war (0,59) (Abb.14).
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Abbildung 14: Hochregulation von IL-22-mRNA bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darm-
erkrankungen. Die IL-22-mRNA-Expression wurde in Ileum- und Kolonbiopsien mit der IL-8-mRNA-
Expression korreliert. Dabei zeigten sich hohere Expressionsraten von IL-22 und auch eine hdhere
Korrelation mit IL-8 bei M. Crohn-Patienten als bei Patienten mit Colitis ulcerosa. Die hochste mRNA-
Expression, sowohl fiir IL-22 als auch fiir IL-8, wurde bei einem M. Crohn-Patienten mit schweren Verlauf
gefunden.
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Interessanterweise wurden die hochsten IL-8- und IL-22-mRNA-Konzentrationen bei einem
M. Crohn-Patienten mit sehr schwerem Verlauf gefunden. Abb. 15 zeigt das Endoskopiebild
des Patienten mit der stark entziindeten Ileozdkalklappe, die histopathologische Aufarbeitung
der Biopsie mit massiver Schleimhautulzeration und Leukozyteninfiltration und eine MRT-

Enteroklysma (MRT-Sellink) mit dem Bild einer ilealen Stenose.

Abbildung 15:
A: Endoskopisches Bild der Ileocoecalklappe des Patienten mit der héchsten IL-22- und IL-8-mRNA-
Expression. Zu schen ist eine starke entziindliche Aktivitdt im Bereich der Ileocoecalklappe mit aphtdsen
Lisionen.

B: Histopathologische Analyse einer Biopsie aus der entziindeten Lision.

HE-Farbung. Vergroferung 12x. Zu sehen sind Schleimhautulzerationen und eine massive Infiltration mit
neutrophilen Granulozyten als Marker der Entziindung.

C: MRT-Sellink des Patienten. Zu sehen ist die typische Dreischichtung der Darmwand im Bereich des
terminalen Ileums und eine Ilealstenose (Pfeile).
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5.1.5.2 Erhohte IL-22-mRNA-Expression im DSS-Colitismodell in vivo

In einer weiteren in vivo-Studie wurde die IL-22-mRNA-Expression zusammen mit anderen
proinflammatorischen Markern am DSS-Colitismodell der Maus untersucht. Nach
sechstigiger Behandlung von C3H/HeJ und C57BL/6 Méusen mit DSS-Wasserzusatz bzw.
ohne DSS-Wasserzusatz in der Kontrollgruppe wurden nach RNA-Extraktion RT-PCR-
Analysen durchgefiihrt. Hierbei war die IL-22-mRNA in der DSS-Gruppe zusammen mit
anderen proinflammatorischen Genen (Lactoferrin, E-Selectin, MIP-2a, ENA-78 IL-4, IL-6
und IL-17) signifikant hochreguliert, hingegen in unbehandelten Maéusen fast nicht
nachweisbar. Dieser Effekt war bei den C3H/HeJ-Maiusen stirker ausgepridgt als bei
C57BL/6-Maiusen (Abb.16).
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Abbildung 16: Hochregulation von IL-22-mRNA im DSS-Colitismodell der Maus. C3H/HeJ und C57BL/6-
Mause wurden mit 3% oder 4,5% DSS-Zusatz zum Trinkwasser iiber fiinf Tage behandelt. Am Tag 6
wurden, nach RNA-Extraktion, aus Kolongewebe RT-PCR-Analysen durchgefiihrt. Die PCR fiir Aktin
wurde mit 28 Zyklen, die fiir alle anderen Gene mit 36 Zyklen, durchgefiihrt. IL-22-mRNA-Expression
wurde mittels TINA-Software auf Aktin normalisiert.
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5.1.5.3 Verstirkte intestinale Epithelzellmigration nach IL-22-Stimulation in vitro
Nachdem die vorangegangenen Experimente dafiir sprachen, dass IL-22 eine wichtige Rolle
bei intestinaler Entziindung in vivo spielt, wurde analysiert, ob IL-22 Einfluss auf die
intestinale Wundheilung hat. In diesen in vitro durchgefithrten Wundheilungsexperimenten
zeigte sich 24 h nach IL-22-Stimulation ein hochsignifikanter, dosisabhidngiger,
(p=0,00000002 fiir 10 ng/ml und p=0,00000006 fiir 100 ng/ml IL-22 vs. unstimulierten
Kontrollen) bis zu 290%iger Anstieg der Zellmigration und somit ein deutlicher, durch 1L-22
induzierter Wundheilungseffekt (Abb.17).

Die Aktivierung von MAP-Kinasen und ebenso Akt wurde in der Literatur in Zusammenhang
mit gesteigerter Zellmigration beschrieben [15, 160]. Daher wurden die Wundheilungs-
experimente in Anwesenheit des MEKI-Inhibitors PD98059 (10 pumol/l) und des Akt-
Inhibitors Wortmannin (25 pmol/l) wiederholt, um den zugrunde liegenden Signalweg zu
identifizieren. Es zeigte sich, dass eine Vorbehandlung der Zellen mit Wortmannin die 1L-22-
vermittelte Zellmigration signifikant (p<0,00001 im Vergleich zu nur mit IL-22-stimulierten
Zellen) verminderte, wohingegen die Vorbehandlung der Zellen mit PD98059 die IL-22-
vermittelte Zellmigration nicht verdnderte (p<0,00001 im Vergleich zu unstimulierten Zellen

und p=0,19 zu nur mit [L-22-stimulierten Zellen) (Abb.17).
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Abbildung 17: Verstirkte Migration durch IL-22 ist PI-3-Kinase-abhiingig. Stimulation von HT-29-Zellen
mit [L-22 fiihrte zu einem Anstieg der Zellmigration (* p<0,00001 gegeniiber unstimulierten Kontrollzellen).
Dieser Effekt war nach Préinkubation mit dem PI-3-Kinaseinhibitor Wortmannin (wo) inhibiert (** p<0,002
gegeniiber unstimulierten Kontrollzellen), wohingegen der MEK 1-Inhibitor PD98059 (PD) keinen Effekt auf
die Migration hatte (*p<0,00001 gegeniiber unstimulierten Kontrollzellen).

Zusétzlich wurde untersucht, ob die erhdhte IL-22-vermittelte Zellmigration durch vermehrte
Zellproliferation oder verminderten Zelltod zustande kommt, da ERK-1/2-Aktivierung und
Akt-Aktivierung in der Literatur damit in Zusammenhang gebracht wurden [39, 60]. In Zell-
proliferationsexperimenten wurde eine signifikant erhdhte Zellproliferation nach Zellstimu-

lation mit 10 bzw. 100 ng/ml (p=0,002 bzw. p=0,001) festgestellt, bei hoheren IL-22-



Ergebnisse 55

Konzentrationen (1000 ng/ml) allerdings ein signifikant antiproliferativer Effekt (p=0,007)
(Abb.18).
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Abbildung 18: Effekte von IL-22 auf die Zellproliferation. Niedrige Konzentrationen von IL-22 fithren zu
erhohter  Zellproliferation (*p<0,005 gegeniiber unstimulierten Kontrollzellen), hdhere IL-22-
Konzentrationen haben antiproliferative Effekte (**p=0,007 gegeniiber unstimulierten Kontrollzellen).

5.1.5.4 Fehlender Einfluss von IL-22 auf die Fas-Liganden-induzierte Apoptose in vitro
In Fas-Liganden (a-APO-1) -induzierten Apoptoseversuchen mit anschlieBender FACS-
Analyse zeigte sich kein signifikanter Unterschied von apopotischen, mit IL-22 stimulierten

und nicht-stimulierten Zellen (Abb.19).
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Abbildung 19: Fehlender Einfluss von IL-22 auf die Fas-Liganden-induzierte Apoptose.
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5.2 Ergebnisse der Versuche mit IL-28A und IL-29 in intestinalen Epithelzellen

5.2.1 Expression des IL-28A- und IL-29-Rezeptorkomplexes

In RT-PCR-Experimenten wurde die mRNA-Expression der fiir IL-28 A/IL-29 funktionalen
Rezeptoruntereinheiten IL-10R2 und IL-28R1 analysiert (Abb.20). Es zeigte sich, dass beide
Rezeptoren in allen untersuchten intestinalen Epithelzelllinien exprimiert waren. Ebenso
wurde mMRNA beider Rezeptoren in normalen menschlichen Kolongewebsbiopsien
nachgewiesen, die fiir IL-28R1 auch in murinen Kolongewebe (Abb.21). Zusétzlich wurde die
mRNA-Expression der Rezeptoren in diversen anderen nicht-intestinalen Tumorzelllinien
(HepG2=Leber, MCF-7=Mamma, 634.38-MEL=Melanom, SkBr-3=Mamma, LNCaP=Pro-
stata, MIA PaCa-2=Pankreas und Panc-1=Pankreas) und auch in der nicht-tumordsen,
primdren Epithelzelllinie CCL-6 aus humanen fetalen Diinndarm analysiert. Von allen
untersuchten Zelllinien zeigten allein LnCaP und 624.38-MEL keine IL-28RI1-mRNA-

Expression.
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Abbildung 20: Expression des IFN-Lambda-Rezeptorkomplexes in intestinalen und nicht-intestinalen
Epithelzellen. Als Negativkontrolle fiir die IL-28R1-Expression wurde die Prostatakarzinomzelllinie LNCaP
verwendet, da sie zusammen mit der Melanomzelllinie 634.38-MEL als einzige der untersuchten nicht-
intestinale Epithelzelllinien den IL-28R1-Rezeptor nicht exprimiert.
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Abbildung 21: IL-10R2- und IL-28R1-mRNA-Expression in humanen Kolonbiopsien und IL-28R-mRNA-
Expression in murinen Kolongewebe. Nicht umgeschriebene RNA fungierte als Negativkontrolle (neg).

Dariiber hinaus wurde mit Hilfe eines monoklonalen Antikorpers die fiir IL-28A/IL-29
spezifische Rezeptoruntereinheit IL-28R1 auf der Zelloberfliche von HT-29 Zellen immun-
histochemisch nachgewiesen (Abb.22).

Abbildung 22: Immunhistochemischer Nachweis von IL-28R1 in der intestinalen Epithelzelllinie HT-29
(griin: membrangebundenes IL-28R1, blau: Zellkern).
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5.2.2 IL-28A- und IL-29-vermittelte Signaltransduktion

5.2.2.1 Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2, SAPK/JNK und der PI-3-Kinase Akt
nach Stimulation mit IL-28A und IL-29

In Western Blot-Experimenten zeigte die Stimulation von HT-29 Zellen mit 100 ng/ml IL-

28A bzw. IL-29 die Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK-1/2 und SAPK/JINK, nicht

aber von p38. Uber das gesamte untersuchte Zeitintervall blieben die nicht-phosphorylierten

Formen der MAP-Kinasen jeweils unverdndert. Analog dazu zeigte sich eine

Phosphorylierung der PI-3-Kinase Akt (Abb.23).
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Abbildung 23: Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2, SAPK/JNK und der PI-3-Kinase Akt durch
Phosphorylierung nach IL-28A- und IL-29-Stimulation. Stimulation von HT-29-Zellen mit IL-28A und
IL-29 fiihrte zu einer zeitabhdngigen Phosphorylierung und somit Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2
und SAPK/JNK, nicht aber p38. Analog dazu zeigte sich eine Phosphorylierung der Akt-Kinase.
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5.2.2.2 Ubergeordnete Signaltransduktionswege

Zur Identifizierung von iibergeordneten Signalwegen wurden HT-29-Zellen vor Zytokin-
stimulation mit dem spezifischen MEK-1-Inhibitor PD98059 (10 pmol/l), dem JNK-Inhibitor
SP600125 (20 pmol/l) und dem PI-3-Inhibitor Wortmannin (25 pmol/l) fiir 24 h inkubiert.
Durch die Vorbehandlung mit den Inhibitoren war die Phosphorylierung deutlich reduziert
(Abb.24).
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Abbildung 24: Reduktion der Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK-1/2, SAPK/JNK und der PI-3-
Kinase Akt nach Priinkubation mit spezifischen Inhibitoren. Priinkubation mit dem MEK-1-Inhibitor
PD98059 (10 umol/l), dem JNK-Inhibitor SP600125 (20 pmol/l) und dem PI-3 Inhibitor Wortmannin (25
pmol/l) 24 h vor Stimulation von HT-29-Zellen mit IL-28A und IL-29 fiihrte zu einer Reduktion der zeitab-
hingigen Phosphorylierung und somit zur verminderten Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2,
SAPK/JINK und der PI-3-Kinase Akt.
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5.2.2.3 Aktivierung von STAT1 nach Stimulation mit IL-28A und IL-29
Fiir IL-28A und IL-29 war eine Aktivierung von STATI, nicht aber von STAT3 zu beob-
achten. Als Positivkontrolle fungierte IFN-a (Abb.25).
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Abbildung 25: Aktivierung von STAT1 durch IL-28A und IL-29. Stimulation von HT-29 Zellen mit einer
Konzentration von jeweils 100 ng/ml IL-28A und IL-29 fiihrte zu einer zeitabhidngigen Phosphorylierung
und somit zur Aktivierung von STATT, nicht aber von STAT3. (Kontrolle:IFN-a)

5.2.3 IL-28A- und IL-29-vermittelte Genregulation

5.2.3.1 IL-28A- und IL-29-vermittelte Transkriptionsaktivierung von IL-8

In ELISA-Experimenten fiihrte die Stimulation mit IL-28A bzw. IL-29 zu einer signifikanten
Erhohung der IL-8-Proteinkonzentration in HT-29-Zellen mit einem Maximum (2,6-fach fiir

IL-28A und 3,6-fach fiir IL-29) bei 12 h Stimulationszeit (Abb.26).
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Abbildung 26: Hochregulation von IL-8-Protein durch IL-28A und IL-29. Nach Stimulation von HT-29-
Zellen mit IL-28A und IL-29 war IL-8 auf Proteinebene hochreguliert. Im ELISA zeigte sich fiir beide
Zytokine ein Maximum der Regulation 12 h nach Stimulationsbeginn.
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5.2.3.2 IL-28A- und IL-29-vermittelte Transkriptionsaktivierung von SOCS-3

Die Aktivierung von STAT-Proteinen ist in mehreren Arbeiten mit einer erhohten SOCS-3-

Expression und SOCS-3-Promotoraktivitit assoziiert worden [10]. Es wurde deshalb die

mRNA-Expression von SOCS-3 nach Stimulation von HCT116-Zellen mit IL-28A und IL-29

untersucht. In RT-PCR-Versuchen wurde eine signifikante Hochregulation von SOCS-3-
mRNA gefunden: bei IL-28 A- und IL-29-Stimulation mit Maxima bei 10 h bzw. 24 h (4-fach

fiir IL-28A und 3-fach fiir IL-29) (Abb.27).
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Abbildung 27: Hochregulation der SOCS-3-mRNA-Expression durch IL-28A und IL-29. Nach Stimulation
von HCT116-Zellen mit IL-28A und IL-29 war die mRNA-Expression von SOCS-3 in semiquantitativen
RT-PCR-Experimenten hochreguliert. Die mRNA-Expression wurde mittels TINA Software auf GAPDH

normalisiert.
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5.2.3.3 IL-28A- und IL-29-vermittelte Transkriptionsaktivierung der antiviralen
Proteine MxA und 2°,5’-OAS

Die antivirale Aktivitit von Typ-I-Interferonen wird unter anderem durch eine STAT-
Aktivierung und dadurch bedingte transkriptionale Hochregulation der antiviralen Proteine
MxA, 2°,5-OAS und PKR bestimmt. Daher wurde die Regulation dieser Proteine in
intestinalen Zellen nach Stimulation mit IL-28A und IL-29 mit Hilfe von RT-PCR-Versuchen
analysiert. Die mRNA-Expression von MxA und 2°,5’-OAS war nach IL-28A-Stimulation
von HCT116-Zellen 2-fach bzw. 3-fach erh6ht, nach IL-29-Stimulation, 11-fach bzw. 5-fach
erhoht, wohingegen die mRNA-Expression von PKR jeweils unverdndert blieb (Abb.28).
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Abbildung 28: Hochregulation der MxA- und 2’,5°-OAS-mRNA-Expression durch IL-28A und IL-29.
Nach Stimulation von HCT116 Zellen mit IL-28A und IL-29 war die mRNA-Expression der antiviralen
Proteine MxA und 2’,5’-OAS in semiquantitativen RT-PCR-Experimenten hochreguliert. Fiir PKR fand
keine Anderung der Genexpression statt. Die mRNA-Expression wurde mittels TINA Software auf GAPDH
normalisiert.
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5.2.4 Biologische Funktionen von IL-28A und IL-29 in vitro und in vivo
5.2.4.1 Reduktion von HCMV-infizierten, immediate early Antigen-positiven Zellen nach
Stimulation mit IL-28A und IL-29 in vitro

Nachdem gezeigt wurde, dass IL-28A und IL-29 antivirale Gene hochregulieren, wurde der
Einfluss dieser Zytokine auf die Infektion intestinaler Zellen mit HCMYV in vitro untersucht.
24 h Inkubation mit 10 ng/ml bzw. 100 ng/ml IL-28A und IL-29 vor HCMV-Infektion von
HCT116-Zellen fiihrte zu einer signifikant verminderten Anzahl von immediate-early (i.e.)
protein-positiven Zellen im Vergleich zu nicht-inkubierten Zellen (p<0,001 fiir beide
Interleukine) (Abb.29 und Abb. 31). Dieser Effekt war nicht auf einen durch die Interleukine
vermittelten Zelluntergang zuriickzufiihren, was durch Messung der
Proteingesamtkonzentration der mit IL-28A- und IL-29-stimulierten HCT116-Zellen gezeigt
wurde (Abb.29).
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Abbildung 29: Reduktion von i.e.-positiven Zellen durch IL-28A und IL-29. Stimulation von HCT116-
Zellen mit 10 ng/ml bzw. 100 ng/ml IL-28A und IL-29 vor HCMV-Infektion von HCT116-Zellen fiihrte zu
einer signifikant verminderten Zahl von immediate early (i.e.) protein-positiven Zellen im Vergleich zu
nicht-inkubierten Zellen (p<<0,001 fiir beide Interleukine). Die Anzahl von immediate early (i.e.) protein-
positiven Zellen von unstimulierten Zellen wurde gleich 1 gesetzt. Der Effekt war nicht auf einen durch die
Interleukine vermittelten Zelluntergang zuriickzufiihren, was durch Messung der totalen Proteinkonzentration
der IL-28A und IL-29-stimulierten HCT116-Zellen mittels Bradford-Assay gezeigt wurde. Die
Proteinkonzentration von unstimulierten Zellen wurde gleich 1 gesetzt.
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Abbildung 30: Immunhistochemie von i.e.-positiven HCT116-Zellen. Vergroferung 64x. A: Morphologie
nicht-infizierter HCT116-Zellen. B: i.e.-positive Zellen im Farbfilter. Der rote Farbstoff entspricht dem i.e.-
spezifischen Sekundirantikdrper cy-3. C: Uberlagerungs (merge)-Bild.

Abbildung 31:
A-C: Immunhistochemie von i.e.-positiven HCT116-Zellen ohne Zytokinpriinkubation. Vergroferung
4x. A: Zellen ohne Farbfilter. B: i.e.-positiven Zellen im Filter. C: merge-Bild. Es wurde ein reprisentatives,
randomisiertes Gesichtsfeld ausgewahlt.
D-F: Immunhistochemie von i.e.-positiven HCT116-Zellen nach 24 h Priinkubation mit 100 ng/ml IL-
29. Vergroferung 4x. D: Zellen ohne Farbfilter. E: i.e.-positive Zellen im Filter. F: merge-Bild. Es zeigt sich
eine deutliche Reduktion der i.e.-positiven Zellen. Es wurde ein représentatives, randomisiertes Gesichtsfeld
ausgewahlt.
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5.2.4.2 Hochregulation von IL-28A-mRNA nach MCMYV-Infektion im Mauskolon in vivo
Da in den vorstehenden Experimenten ein antiviraler Effekt von IL-28A und IL-29 in
intestinalen Zellen in vitro nachweisbar war, wurde die IL-28A-mRNA-Expression nach
MCMV-Infektion in vivo am Mausmodell untersucht. Aus dem Darm mit MCMV-infizierten
C57BL/6-Maiuse und nicht-infizierten Kontrollmdusen wurde RNA extrahiert und mittels RT-
PCR-Analyse eine bis zu 3,8-fach hohere IL-28 A-mRNA-Konzentration bei den infizierten
Maiusen als bei nicht-infizierten Mausen gefunden (Abb.32).
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Abbildung 32: Erhéhte IL-28A-mRNA-Expression durch MCMV-Infektion in vivo. 45 h nach intravendser
Infektion von C57BL/6-Miusen mit 1 x 10° pfu der MCMV-smith-Linie zeigte sich im Kolongewebe eine
Hochregulation von IL-28 A-mRNA.
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5.2.4.3 Erniedrigte Zellproliferation ohne Beeinflussung der Apoptose nach Stimulation
mit IL-28A und IL-29 in vitro

In Zellproliferationsexperimenten wurde dosisabhingig eine signifikant erniedrigte Zell-

proliferation nach Zellstimulation mit IL-28A bzw. IL-29 (p<0,005 bzw. p<0,05) in der

intestinalen Kolonkarzinomzelllinie HCT116 festgestellt(Abb.33). Die antiproliferativen

Effekte beider Interleukine zeigten zueinander eine sehr hohe Korrelation (r=0,99).
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Abbildung 33: Effekte von 1L-28A und IL-29 auf die Zellproliferation. Steigende Konzentrationen von IL-

28A und IL-29 fiihrten zu einer Reduktion der Zellproliferation von HCT116-Zellen.

In Fas-Liganden (a-APO-1) -induzierten Apoptoseversuchen mit anschlieBender FACS-
Analyse stellte sich kein signifikanter Unterschied der Anzahl apopotischer Zellen zwischen

IL-28A- bzw. IL-29-stimulierten und nicht-stimulierten Zellen heraus (Abb.34).
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Abbildung 34: Fehlender Einfluss von IL-28A und IL-29 auf die Fas-Liganden-induzierte Apoptose.
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6 Diskussion

6.1 Die Bedeutung von IL-22 im Gastrointestinaltrakt

6.1.1 IL-22: ein proinflammatorisches Zytokin im Gastrointestinaltrakt ?

Da in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass der IL-22-spezifische Rezeptor IL-22R1 und ebenso
der fiir die Signalweiterleitung in die Zelle notwendige Rezeptor IL-10R2 in diversen
intestinalen Zelllinien (HT-29, DLD-1, Caco-2, SW480 und HCT116), wie auch in Biopsien
aus humanen Darmgewebe exprimiert ist, scheint der Gastrointestinaltrakt ein wichtiges Ziel-
bzw. Wirkorgan von IL-22 zu sein. Ebenso war ein 16slicher Rezeptor, IL-22BP (auch als
CRF2-10 bezeichnet), in allen untersuchten Zelllinien exprimiert, in Caco-2-Zellen sogar in
einer alternativen splicing-Variante. Es handelt sich hierbei um ein sezerniertes, 16sliches
Protein, welches keine transmembrane und zytoplasmatische Doméne aufweist. Die genaue
Funktion dieses Rezeptors ist bislang unklar. Jedoch zeigt die 34%ige Homologie zur
extrazelluliren Doméne von IL-22R1, dass IL-22BP IL-22 binden kann. Womdglich fungiert
IL-22BP als natiirlicher Antagonist und moduliert so die Immunantwort. In einer Studie
wurde nachgewiesen, dass IL-22BP radioaktiv markiert gelostes IL-22 bindet und dariiber
hinaus die Interaktion von IL-22 mit dem membranstindigen Rezeptorkomplex inhibiert [90].
Aullerdem war die STAT-Aktivierung in IL-22-responsiblen Zellen wie z.B. A549-Zellen
durch IL-22BP reduziert. In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass proliferative Effekte
von IL-22 in BaF3-Zellen nach Zugabe von IL-22BP aufgehoben wurden [171]. Obwohl IL-
22BP IL-22 in vitro inhibiert, konnte dessen Rolle unter physiologischen Bedingungen in vivo
eine andere sein. Es wire denkbar, dass durch die Bindung des l6slichen Rezeptors die
Zytokinaktion verstirkt wird. Beziiglich der genauen Funktion von IL-22BP in intestinalen
Zellen miissen weitere in vitro-Versuche Aufschluss bringen.

Die Stimulation von intestinalen Epithelzellen mit den proinflammatorischen Zytokinen TNF-
o und IL-1P sowie dem bakteriellen Zellwandbestandteil LPS fiihrte in dieser Arbeit zu einer
erhohten mRNA-Expression der IL-22-spezifischen Rezeptoruntereinheit IL-22RI1,
wohingegen kein Einfluss auf die Expression der ubiquitdr auf immunen und nicht-immunen
Gewebe vorkommenden Rezeptoruntereinheit IL-10R2 [110] zu beobachten war. Dies und
die Tatsache, dass das Gen fiir IL-22 auf Chromosom 12q liegt, einer Region, in der einige
mit CED und Asthma bronchiale assoziierte Gene lokalisiert sind [44], deutet weiterhin auf

eine wichtige Funktion von IL-22 bei entziindlichen Prozessen hin.
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Die Bindung extrazelluldrer Signalproteine an einen spezifischen Rezeptor fiihrt in der Regel
zu Verdnderungen der Gentranskription innerhalb der Zelle. Dabei sind bislang zwei ver-
schiedene Moglichkeiten der Signaltransduktion bekannt (siche Abb. 35). Zum einen kénnen
Transkriptionsfaktoren durch verschiedene Signalwege direkt, zum anderen indirekt durch

sog. Phosphorylierungskaskaden aktiviert werden [23].
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Abbildung 35: Unterschiedliche Arten der Genregulation extrazelluldrer Signalproteine. Links: Intra-
zelluldre Phosphorylierungskaskaden aktivieren nukledre Transkriptionsfaktoren. Rechts: Latente zyto-
plasmatische Transkriptionsfaktoren werden durch Rezeptor-Liganden-Interaktion direkt aktiviert.

Einer der indirekten Signalwege ist der MAP-Kinase-Signalweg. MAP-Kinasen gehoren zu
einer evolutiondr hochkonservierten Familie von Enzymen, die im menschlichen Organismus
unter anderem spezielle zelluldre Prozesse wie Zelldifferenzierung, -proliferation und -tod
steuern [93]. Diese zytoplasmatisch lokalisierten Kinasen werden ihrerseits durch iiber-
geordnete Kinasen, sog. MAP-Kinase-Kinasen (MAPKK, z.B. MEK) durch Phosphorylierung

an Serin/Threonin-Aminosduren aktiviert (siche Abb. 36).
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Extrazelluliire Signalproteine (z. B. Zytokine)
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Abbildung 36: Aktivierung der Mitogen-aktivierten Protein (MAP)-Kinasen durch extrazellulire
Signalproteine. Die Mitglieder dieser Familie aktivieren sich durch Hinzufiigen von Phosphatresten an
Serin/Threonin-Aminosduren. (MAPK: MAP-Kinase, MAPKK: MAP-Kinase-Kinase, MAPKKK: MAP-
Kinase-Kinase-Kinase).

Drei Hauptgruppen von MAP-Kinasen sind derzeit beim Menschen bekannt: ERK-1/2,
SAPK/INK und p38. Diese werden unter anderem auch bei inflammatorischen Prozessen
aktiviert, wodurch Inhibitoren der Kinasen bzw. der iibergeordneten Kinasen potentielle
antiinflammatorische Therapeutika darstellen.

In der vorliegenden Arbeit fiihrte die Bindung von IL-22 an den funktionellen Rezeptor-
komplex IL-22R1/IL-10R2 zu einer Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2 und SAPK/JNK.
Ein dhnliches Signaltransduktionsmuster wurde fiir IL-22 in Hepatomzellen beschriebenen
[98].

Priinkubation mit dem MEK-Inhibitor PD98059 reduzierte die IL-22-induzierte
Phosphorylierung von ERK-1/2, was darauf hinweist, dass diese Phosphorylierung aus einer
MEK-Aktivierung resultiert. Analog hierzu fiihrte die Prdinkubation mit dem spezifischen
JNK-Inhibitor SP600125 zu einer Abschwichung der JNK-Phosphorylierung. Dennoch war
in intestinalen Epithelzellen — im Gegensatz zu den Ergebnissen in Leberzellen — keine
Aktivierung von p38 zu beobachten. Dies konnte auf Unterschiede in der Signaltransduktion

von IL-22 in verschiedenen Geweben hinweisen.
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Speziell beim aktivem M. Crohn wurden erhohte SAPK/JNK-Phosphorylierungsspiegel
nachgewiesen [76]. Es wird angenommen, dass die Produktion von TNF-a, dem zentralen
Entziindungsmediator bei CED, iiber JNK- und/oder p38-Signalwege reguliert wird [76]. Eine
Behandlung mit dem synthetischen Guanylhydrazon CNI-1493, welches sowohl SAPK/INK
als auch p38 inhibiert, fiihrte zur klinischen Besserungen mit einer deutlichen Zunahme der
Schleimhautheilung bei M. Crohn-Patienten mit moderater bis schwerer Krankheitsaktivitét
[76]. In dieser Studie wird JNK als das entscheidende Zielmolekiil fiir die
antiinflammatorische Wirkung angesehen, da die JNK-Phosphorylierung in LPS-stimulierten
peripheren mononuklearen Blutzellen in vitro und in Schleimhautentziindungszellen in vivo
starker durch CNI-1493 inhibiert wurde als p38 [76]. Damit iibereinstimmend konnte in einer
weiteren Studie gezeigt werden, dass der spezifische p38-Inhibitor SB203580 bei Méusen mit
TNBS-induzierter Colitis zu keiner klinischen Besserung fithrte [157]. Somit konnte die
Aktivierung von SAPK/INK durch IL-22 in intestinalen Epithelzellen auf -eine
proinflammatorische Wirkung dieses Zytokins hinweisen. Gleiches gilt fiir die Aktivierung
des ERK-1/2-Signalweges, von dem lange angenommen wurde, dass er nur Zellwachstum
und Zellproliferation reguliert. ERK-1/2-defiziente Mé&use sind phénotypisch normal und
fertil, zeigen aber eine defekte Thymozytenumwandlung und eine reduzierte Expression der
a- und B-Ketten von T-Zellen. Dies weist daraufhin, dass die ERK-Aktivierung wichtig fiir
die T-Zellaktivierung und somit fiir die Immunantwort ist.

Die Phosphoinositol-3-Kinasen (PI-3-Kinasen) stellen eine hochkonservierte Familie von
Signaltransduktionskinasen dar, die vor allem in der Regulation von Zellproliferation und
Zelliiberleben beteiligt sind [14]. Durch die PI-3-Kinasen und die nachgeschaltete Akt-
Kinase, auch als Protein-Kinase B bezeichnet, werden zelluldre Entziindung, Chemotaxis und
Apoptose gesteuert. Aullerdem gibt es Hinweise, dass tiber den PI-3-Kinase/Akt-Signalweg in
einer Art negativen feedback-Mechanismus proinflammatorische und apoptotische Aktivitdten
inhibiert werden. Beispielsweise wurde gezeigt, dass durch den PI-3-Kinase/Akt-Signalweg
die Produktion proinflammatorischer Mediatoren in LPS-behandelten Monozyten reduziert
war [62]. Ebenso waren in PI-3-Kinase-defizienten Médusen die Anzahl gastrointestinaler
Mastzellen vermindert und die antimikrobielle Abwehr gestort, was auf eine wichtige Rolle
dieses Signalwegs bei der Immunantwort hinweist [61].

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass IL-22 den Akt-Signalweg in intestinalen
Epithelzellen  aktiviert. Somit konnte IL-22  durch Akt-vermittelte, vermehrte
Zellregeneration/proliferation bzw. antiinflammatorische Mechanismen eine protektive Rolle

im Gastrointestinaltrakt haben.
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Ein weiterer Schritt in der Signaltransduktion ist die direkte Aktivierung von Transkriptions-
faktoren (siche Abb. 35). Zu diesen gehoren die STAT-Proteine [31]. Nach Bindung von
Zytokinen an den spezifischen Rezeptor kommt es zur Dimerisierung bzw. Oligomerisierung
und nachfolgend zu einer Konformationsédnderung des Rezeptors. Diese Rezeptormodifikation
fiihrt zur Rekrutierung von JAK-Kinasen, die an den Rezeptor binden und spezifische
Tyrosinreste phosphorylieren. STAT-Molekiile assoziieren mit dem Rezeptor und werden
ihrerseits ein Substrat der JAK-Kinasen und von diesen durch Phosphorylierung aktiviert.
Diese aktivierten STAT-Proteine dissoziieren vom Rezeptor und formieren Homo- oder
Heterodimere mit anderen STAT-Proteinen. Die gepaarten Molekiile tiberqueren die Zellkern-
membran und binden an DNA-Sequenzen in der Promotorregion von Zielgenen.

Die Stimulation von intestinalen Epithelzellen mit IL-22 fiihrte in dieser Arbeit zu einer
Phosphorylierung von STAT1 und STAT3. Dies konnte in anderen Zellsystemen auch nach
IL-10-Stimulation gezeigt werden [42]. Ein bekanntes Zielgen des STAT3-Signalwegs ist
SOCS-3, dessen Hochregulation nach IL-22-Stimulation in der vorliegenden Arbeit
nachgewiesen wurde. SOCS-Proteine spielen eine wichtige Rolle als negative Regulatoren bei
der Zytokinsignaltransduktion, indem sie in einer Art negativen feedback-Mechanimus JAK-
/STAT-Kinasen hemmen konnen [10]. Von den bislang bekannten acht verschiedenen SOCS-
Proteinen sind SOCS-1 und SOCS-3 am besten charakterisiert. SOCS-mRNA ist in vielen
verschiedenen Zelltypen und Geweben wie Pankreas, Leber und auch im Gastrointestinaltrakt
exprimiert. Im Gastrointestinaltrakt sind fiir unterschiedliche Zelltypen diverse SOCS-Effekte
beschrieben worden. In Immunzellen scheinen sie inhibitorische Wirkung auf die
Entziindungsreaktion auszuiiben, in intestinalen Mesenchymzellen inhibieren SOCS-Proteine
Zytokine (z.B. IL-6) und Wachstumsfaktoren, {iiber deren Aktivitit exzessive
Reparaturmechanismen zur Fibrose fiihren konnen [30, 118]. In epithelialen Kryptzellen
scheinen SOCS-Proteine die hyperproliferative Antwort und damit evtl. Tumorformation zu
inhibieren [4].

Interessanterweise wurde gezeigt, dass STAT3 bei Patienten mit M. Crohn hochreguliert war,
nicht aber bei gesunden Probanden [101, 143]. Weiterhin war das durch STAT3 regulierte
Protein SOCS-3 ebenfalls nur bei Patienten mit M. Crohn vermehrt nachweisbar. In einem
Mauscolitis-Modell zeigten Méuse mit einem mutierten SOCS-3-Gen (F59D-JAB transgene
Mause) eine stirkere STAT3-Aktivierung und eine stirkere Colitis als Wildtypméuse [153].
Diese Daten lassen annehmen, dass eine iiberméfige Aktivierung von STAT3 mit der
Schwere der Colitis korreliert, und dass SOCS-3 eine negative regulatorische und somit

protektive Funktion bei intestinaler Entziindung durch Herunterregulation der STAT3-
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Aktivitdt spielt. In einer weiteren Studie wurden jedoch bei STAT3-defizienten Mausen eine
erhohte Konzentration von TNF-o und IFN-y und phénotypisch schwere Veranderungen des
Verdauungstrakts — dhnlich denen bei M. Crohn — gefunden [165]. Hierflir wurden Mause
generiert, bei denen es zu einer spezifischen Deletion von STAT3 wihrend der Himatopoese
kam. Den M. Crohn-dhnlichen Phdnotyp erkldrten die Autoren durch eine pseudoaktive
angeborene Immunantwort auf LPS, die das Ergebnis der STAT3-Deletion darstellt [165].
Diese Daten weisen daraufhin, dass STAT3 moglicherweise eine Immuntoleranz gegeniiber
mikrobiellen Antigenen iibermittelt und somit eine groe Bedeutung bei der angeborenen
Immunantwort hat [165]. Zudem wird ein synergistischer Effekt der MAP-Kinasen und
STAT-Signalwege bei der Induktion der Akut-Phase-Reaktion angenommen [35].

Ein wichtiger Regulator der epithelialen Funktion bei entziindlichen Prozessen ist das Zytokin
TNF-a, welches bei chronisch entziindlichen Krankheiten wie rheumatoider Arthritis,
Spondylarthropathien, Psoriasis vulgaris und CED hochreguliert ist und als zentraler
Entziindungsmediator angesehen wird. Die Hauptproduzenten sind aktivierte Makrophagen
und T-Lymphozyten. TNF-o aktiviert Leukozyten, induziert Akute-Phase-Proteine und
Metalloproteinasen und inhibiert die Apoptose inflammatorischer Zellen. Es wurde gezeigt,
dass die Anzahl TNF-a-produzierender Zellen in der Lamina propria des Darms von M.
Crohn-Patienten erhoht ist [22, 128]. Ebenso ist TNF-a in der Darmmukosa von Patienten mit
Colitis ulcerosa hochreguliert [22, 128]. TNF-a induziert auch Anderungen in der epithelialen
Funktion, z.B. Permeabilitét, Zellzyklus, Nihrstoffaufnahme und Genexpression [107, 109].
Zudem werden durch TNF-a viele andere proinflammatorische Zytokine, wie IL-1p, IL-6 und
auch IL-8, vermehrt exprimiert.

IL-8 gehort zur Gruppe der Chemokine. Als chemotaktisches Zytokin induziert es die Migra-
tion von Immunzellen zu Orten der Entziindung. Fiir IL-8 wurde in verschiedenen Studien
gezeigt, dass dessen Sekretion in intestinalen Epithelzellen unter anderem durch Bakterien,
Viren, LPS, diverse Zytokine und Phorbolester erhoht war [48, 49]. Auch bei M. Crohn und
Colitis ulcerosa wurde eine Bedeutung von IL-8 beschrieben [48]. IL-22 fiihrte in dieser
Arbeit in intestinalen Epithelzellen zu einer Hochregulation der proinflammatorischen
Zielgene IL-8 und TNF-a. Hierbei bleibt unklar, ob IL-8 von IL-22 direkt hochreguliert wird
oder ob dies indirekt durch TNF-o geschieht. Jedenfalls deuten diese Ergebnisse ebensfalls
auf eine wichtige Bedeutung von IL-22 bei entziindlichen Prozessen in Gastrointestinaltrakt

hin.
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CED wie M. Crohn und Colitis ulcerosa sind in Inzidenz und Prdvalenz vor allem in der
nordlichen Hemisphiare zunehmende Krankheitsentititen, deren Pathogenese bis heute
unzureichend geklart ist. Es mehren sich jedoch die Hinweise, dass eine Autoimmunreaktion
der intestinalen Mukosa den Entziindungsprozess initiiert und aufrecht erhilt. An Immun-
reaktionen im menschlichen Organismus sind unter anderem proinflammatorische Zytokine
wie TNF-a, aber auch diverse Interleukine beteiligt. IL-22 gehdrt zur IL-10-Familie und weist
eine ca. 24,7%ige Aminosidurechomologie zu IL-10 auf. IL-10 ist ein regulatorisches Zytokin,
welches  einerseits die  Antigenprdsentation und andererseits die  Expression
proinflammatorischer Zytokine (IL-1, TNF-a, IL-6 und IL-8) in Monozyten inhibiert [169].
AuBerdem wurde gezeigt, dass IL-10-defiziente Méuse spontan eine schwere Colitis
entwickeln [92]. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde IL-10 in mehreren Studien als
antiinflammatorische Therapie bei CED untersucht [142, 159]. Allerdings waren die
Ergebnisse aufgrund schlechter Vertriaglichkeit und auch geringer Effizienz nicht ermutigend.
Das IL-10-verwandte Zytokin IL-22, das die IL-10R2-Rezeptoruntereinheit mit IL-10 teilt,
fiihrte in unserer Arbeit zur Hochregulation proinflammatorischer Zytokine (IL-8, TNF-a).
Um die Rolle von IL-22 bei CED zu charakterisieren, wurde dessen Regulation in Darm-
biopsien von Patienten mit M. Crohn und Colitis ulcerosa untersucht, wobei sich zeigte, dass
vor allem in Darmbiopsien von M. Crohn-Patienten IL-22-mRNA hochreguliert war. In
geringerem Ausmal lie} sich IL-22-mRNA auch in Darmbiopsien von Patienten mit Colitis
ulcerosa nachweisen.

Die Infiltration mit T-Zellen ist ein typisches histopathologisches Kennzeichen bei CED [125,
140]. Eine Polarisierung der T-Zellen zu Thl-Zellen fiihrt zu einer erhohten IL-22-
Expression, wohingegen eine Polarisierung zu Th2-Zellen die IL-22-Expression reduziert [5].
Es wurde gezeigt, dass Th1-Zellen IL-22 sezernieren [67]. Bis heute wird angenommen, dass
M. Crohn eine Thl-vermittelte und Colitis ulcerosa eine Th2-vermittelte Immunreaktion
darstellen [85, 133, 134]. Dies konnte auch die Erkldrung fiir die von uns gefundenen
Unterschiede der IL-22-mRNA-Expression in Darmbiopsien von Patienten mit M. Crohn und
Colitis ulcerosa sein. Die Ergebnisse decken sich mit einer kiirzlich verdffentlichten Studie, in
der IL-22 immunhistochemisch in Darmbiopsieschnitten von M. Crohn-Patienten, nicht aber
bei Patienten mit Colitis ulcerosa und infektioser Colitis nachgewiesen wurde [5]. Weiterhin
zeigten unsere Ergebnisse im DSS-Colitismodell, dass hierbei IL-22-mRNA in entziindeten
Darmabschnitten zusammen mit anderen proentziindlichen Genen (Lactoferrin, E-Selectin,
CXCL2, CXCL5, IL-4, IL-6 und IL-17) hochreguliert war. Dies unterstreicht nochmals die

Bedeutung von IL-22 bei entziindlichen Prozessen im Darm.
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Nach neuesten Erkenntnissen werden aber vor allem Th17-Zellen als Hauptproduzenten von
IL-22 angesehen [99]. Thl7-Zellen entstehen durch Differenzierung von CD4'-
Effektorzellen, wobei hierfir TGF-B und IL-6 verantwortlich sind [105]. Th17-Zellen
produzieren unter anderem auch IL-17A, IL-17F und IFN-y (siche Abb. 37). Das Fortbestehen
bzw. Uberleben der Th17-Zellen wird vor allem durch IL-23 gewihrleistet [2]. Auf Th17-
Zellen ist der IL-23-Rezeptor exprimiert [116], wobei vor kurzem in zwei Studien ein
bestimmter Polymophismus dieses Rezeptors (R381Q) mit einer Protektion vor M. Crohn
assoziiert wurde [38, 40]. In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass durch IL-23 die
Produktion von IL-22 induziert wird [99]. Die neuen Erkenntnisse zu den Thl7-Zellen
konnten zu einem Umdenken bzgl. der Pathogenese von CED fiihren und und weisen auf eine
wichtige Bedeutung von IL-22 bei CED hin. Bis jetzt wurde angenommen, dass vor allem der
IL-12-Signalweg eine zentrale Bedeutung bei der Entwicklung der intestinalen Entziindung
durch Aktivierung von Thl-Zellen einnimmt. Jedoch scheinen Thl7-Zellen eine ebenso

wichtige Rolle zu spielen.
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Abbildung 37: Th17-Zellen als Hauptproduzenten von IL-22.
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6.1.2 IL-22-vermittelte Barriere-protektive Effekte im Gastrointestinaltrakt

Eine Reihe von Studien zeigten, dass die Aktivierung von ERK-1/2- und Akt-Kinasen mit
erhohter Zellmigration assoziiert ist [15, 64, 148, 172]. Beide Signalwege wurden in der
vorliegenden Arbeit nach IL-22-Stimulation in intestinalen Epithelzellen aktiviert. Ebenso
wurde gezeigt, dass IL-22 die intestinale Wundheilung durch verstirkte Zellmigration fordert.
Dieser Mechanismus scheint PI-3-Kinase/Akt-abhingig zu sein, da die verstirkte
Wundheilung durch vorherige Inkubation mit dem spezifischen PI-3-Inhibitor Wortmannin,
nicht aber durch Inkubation mit dem ERK-1/2-Inhibitor PD98059 geblockt werden konnte.
Grundsitzlich wird beim gesunden Menschen eine zerstorte intestinale Schleimhautbarriere
sehr schnell wieder regeneriert. Bei Patienten mit CED ist diese Barriere durch verschiedene
Faktoren gestort.

Die IL-22-vermittelte Zellrestitution ist zum Teil durch eine erhdhte Zellproliferation bedingt,
wobei interessanterweise nur geringe Konzentrationen von IL-22 (10 ng/ml bzw. 100 ng/ml)
die Zellproliferationsraten steigerten, hohe Konzentrationen (1000 ng/ml) hingegen die
Zellproliferationsraten verringerten. Diese umgekehrte U-Kurve wurde in dhnlicher Weise bei
anderen zellmigrationsfordernden Zytokinen, z.B. bei dem Chemokin CXCL12, beobachtet
[19]. Dennoch deuten diese Daten daraufhin, dass IL-22 bei der Restitution der intestinalen
Barriere von Bedeutung ist.

Im Gegensatz zu Studien in der hepatischen Tumorzelllinie HepG2, in denen IL-22 die
Expression von anti-apoptotischen Genen wie Bcl-2, Bel-x und Mcl-1 hochregulierte [127],
wurde in unseren Experimenten fiir IL-22 in intestinalen Epithelzellen kein Effekt auf die
zelluldre Apoptose nachgewiesen.

Intestinale Bakterien spielen bei der Entwicklung von CED, insbesondere bei genetisch
empfanglichen Patienten, eine ganz herausragende Rolle [125, 138]. Mutationen im
CARD15/NOD2-Gen, das fiir die Nukleotid-bindende Oligomerisationsdomine 2 (NOD2)
kodiert, fiihren beispielsweise bei M. Crohn-Patienten zu einem starken Befall des Ileums
[144]. Das Protein stellt einen intrazelluliren Rezeptor fiir Muramyl-Dipeptide dar, der in
intestinaler Schleimhaut, vor allem in den Panethschen Kornerzellen, exprimiert ist. Diese
Zellen fiihren, nach Bindung von bakteriellen Antigenen an den Rezeptor, zur Produktion von
antimikrobiellen Peptiden wie Lysozyme, sekretorische Phospholipase A2 und Defensine
(Defensine werden in a und B, 1-6 eingeteilt). Somit tragen sie zur angeborenen Schleim-
hautimmunitit bei [121, 126]. B-Defensine bestehen aus ca. 30 positiv geladenen Eiweil3-
bausteinen und wirken wie korpereigene Antibiotika gegen Bakterien, Pilze und auch gegen

Viren. fB-Defensine sind hauptsdchlich in der Haut und in Schleimhautepithelzellen
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exprimiert, wo sie eine Barriere gegen mikrobielle Infektionen bilden [97]. Erst kiirzlich
wurde eine verminderte antimikrobielle Abwehr bei M. Crohn-Patienten mit Ileumbefall
nachgewiesen, die durch eine reduzierte a-Defensinexpression in Panethschen Kornerzellen
hervorgerufen wurde [164]. Die verminderte Expression der Defensine, v.a. Defensin-5 und

-6, war bei Patienten mit der CARDI5/NOD2-Mutation 1007fs (=SNP13) am stérksten
ausgepragt [87]. Ebenso wurde vor kurzem bei Patienten mit M. Crohn eine verringerte [3-
Defensin-Genkopiezahl beschrieben, von der normalerweise vier Kopien auf Chromosom 8§
vorliegen. Diese Verringerung der Kopienzahl war mit einem erniedrigten B-Defensinspiegel
und daraus resultierend mit einer reduzierten antibakteriellen Aktivitit assoziiert [52]. Fiir
Keratinozyten wurde gezeigt, dass IL-22 B-Defensin-2 hochreguliert und eine erhohte 1L-22-
Expression in Biopsien entziindeter Haut mit erhohter B-Defensin-2-Expression assoziiert war
[169]. In einer aktuellen Studie wurde beschrieben, dass IL-22 zusammen mit IL-17, welche
beide von Thl7-Zellen koexprimiert werden (sieche Abb. 37), B-Defensin-2 und anderer
antimikrobielle Peptide wie S100A7, S100A8 und SI00A9 in primdren humanen
Keratinozyten hochregulieren [99]. Dies konnte darauf hindeuten, dass im Rahmen eines
Abwehrmechanismus durch aktivierte T-Zellen vermehrt IL-22 produziert wird. Dadurch
konnte wiederum eine verstirkte -Defensin-2-Produktion resultieren, wodurch invadierende
Pathogene abgetdtet wiirden. Die Arbeitsgruppe um Wehkamp zeigte kiirzlich, dass vor allem
B-Defensin-2 und nicht B-Defensin-1 in entziindeten Lisionen von Patienten mit CED hoch-
reguliert ist [163]. In unseren Experimenten fiihrte die Stimulation von intestinalen
Epithelzellen mit IL-22 zur signifikanten Hochregulation von B-Defensin-2-mRNA. Hieriiber
konnte I1L-22 protektive Eigenschaften bei CED durch Schutz der intestinalen Barriere

ausuben.
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6.2 Die Bedeutung von IL-28A und IL-29 im Gastrointestinaltrakt

6.2.1 IL-28A und IL-29: antivirale Zytokine im Gastrointestinaltrakt

In unserer Arbeit wurde gezeigt, dass der INF-A-Rezeptorkomplex, der aus IL-10R2 und IL-
28R1 besteht, in intestinalen Epithelzellen exprimiert ist. Fiir die spezifische Rezeptor-
untereinheit IL-28R1 konnte auch die Proteinexpression mittels immunhistochemischer
Analysen nachgewiesen werden. In mehreren Studien wurde zudem klar, dass diese
Untereinheit im Gegensatz zur ubiquitdr exprimierten Untereinheit IL-10R2 ein
eingeschrinktes Expressionsmuster aufweist. Der IL-28R1-Rezeptor scheint auch nicht auf
Leukozyten exprimiert zu sein [36]. Dies konnte darauf hinweisen, dass beispielsweise die
Leukopenie, eine hiufige Nebenwirkung unter IFN-a-Therapie, bei potentieller thera-
peutischer Anwendung der Lambda-Interferone nicht oder nur in abgeschwichter Form
auftritt. In einer der ersten Studien zu den Lambda-Interferonen wurde beschrieben, dass diese
nicht iiber die beiden fiir alle Typ-I-Interferone spezifischen heterodimeren Klasse-II-Zytokin-
rezeptoren IFNAR-1 und -2 ihre antivirale Aktivitit ausiiben. Eine Blockade der beiden
Rezeptoren mittels neutralisierender Antikorper konnte die antivirale Aktivitit der Lambda-
Interferone nicht inhibiert [146]. Interessanterweise belegte eine weitere Studie, dass die
antivirale Aktivitdt der Lambda-Interferone von bestimmten Tyrosinresten (Tyr 343, 517) im
IL-28R1-Rezeptor abhingt. Die Aktivierung von STAT?2 ist hierbei jedoch ebenso wichtig
[43].

Typ I-Interferone iiben ihre antivirale Aktivitdt durch Interaktion des sog. IFN-stimulating
gene factors 3 (ISGF3) aus. Dieser besteht aus dem regulatorischen Element p48 (IFN
regulator factor-9=IRF-9), aktiviertem STATI] und STAT2, und dem intrazelluldren /FN-
stimulated response element (ISRE) [32, 150]. Im Gegensatz hierzu kommt es nach Bindung
von Typ-II-Interferon (IFN-y) zu einer Aktivierung von STATI, nicht aber STAT?2.
Nachfolgend wird durch Homodimerisierung der GAF-AAF-Komplex gebildet, der nach
Translation in den Zellkern an das IFN-y-Aktivierungsmolekiil GAS bindet und im Folgenden
die Genregulation initiiert.

In einer der ersten Studien zu den Lambda-Interferonen wurde beschrieben, dass diese ebenso
wie Typ-I-Interferone ISGF3 aktivieren konnen. Somit sind dhnliche Genexpressionsmuster
wie bei Typ-I-Interferonen zu erwarten [146]. Antivirale Gene, die von Typ-I-Interferonen
induziert werden, sind unter anderem 2°,5’-OAS, MxA und PKR. Das OAS-System ist ein
wichtiger antiviraler Transduktionsweg, der in der Spaltung von einzelstrangiger (ss) RNS
resultiert [150]. Die MxA-Proteine storen das intrazelluldre trafficking des Virus und

verhindern somit dessen Replikation [71]. PKR {ibt multiple Funktionen in der Kontrolle von
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Transkription und Translation aus. Dariiber hinaus vermittelt PKR wichtige Effekte bei
Zellwachstum und Apoptose [145, 150]. In unseren Experimenten fiihrte die Bindung von IL-
28A und IL-29 zur Aktivierung der MAP-Kinasen ERK-1/2 und SAPK/INK, nicht aber von
p38, was dhnlich dem Aktivierungsmuster von IL-22 in intestinalen Epithelzellen ist.
AuBlerdem wurden durch IL-28A und IL-29 die Akt-Kinase und STATI1-Proteine
phosphoryliert. Dieses Aktivierungsmuster stimmt teilweise mit dem von Typ-I-Interferonen
tiberein, da von diesen auch Akt und ERK-1/2-Kinase, nicht aber JNK-Kinasen aktiviert
werden [11, 117]. Ob dieser Unterschied andere biologische Funktionen nach sich zieht, ist
bislang unklar.

Die Signale von IL-28A und IL-29 resultierten wiederum in einer erhdhten Expression von
mRNA der antiviralen Proteine 2°,5’-OAS und MxA in intestinalen Epithelzellen. Die
Hochregulation von PKR-mRNA konnten in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Trotz
funktioneller Gemeinsamkeiten konnte dies auf unterschiedliche Signalwege bei der
antiviralen Aktivitit hinweisen. Ahnliche Unterschiede sind auch zwischen IFN-B und IFN-y
bekannt, da PKR nur fiir die antivirale Aktivitidt von IFN-3, nicht aber von IFN-y wichtig ist
[33, 68].

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Phosphorylierung von STAT3 durch IL-28A und IL-
29 in intestinalen Epithelzellen festgestellt werden. Dies steht im Gegensatz zu aktuellen
Daten in Leberzellen, wo wir (bislang unpublizierte Daten) wie auch andere Arbeitsgruppen
[37] sowohl STAT3/4 und STATS-Aktivierung nach Lambda-Interferon-Stimulation
gefunden haben. Dieses Aktivierungsmuster ist charakteristisch fiir die Signalwege von IL-10
und der iibrigen IL-10-verwandten Zytokine und zeigt somit die Gruppenzugehorigkeit der

Lambda-Interferone auf.
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Fiir Typ-I-Interferone wie fiir Lambda-Interferone ist bekannt, dass diese in vitro die Infektion

und Replikation einer Reihe von Virusarten inhibieren kénnen (siche Tab. 6).

Virus Virusfamilie Experimentelles Effekt Referenz
System
EMCV Picornaviridae LN229, Hep G2, Reduzierte Zytopathie | [88, 108,
MG63, SW480, A549, 146]
HT-29
VSV Rhabdoviridae | HaCaT, HT-29, A549 | Reduzierte Zytopathie | [88, 108,
146]
HCV Flaviviridae Huh-7 Reduktion von HCV- [131]
mRNA und HCV-
Replikon
IAV Orthomyxoviridae | Dendritische Zellen | Reduzierte Expression [120]
(MD-DCs) von viralem H3N2
HBV Hepadnaviridae HBV-met Zellen Reduktion des HBV- [131]
DNA-Replikons

Tabelle 6: Virusarten, die durch Lambda-Interferone inhibiert werden.

Da IL-28A und IL-29 die Gentranskription antiviraler Gene hochreguliert, wurde deren Rolle
bei intestinaler viraler Infektion anhand eines HCMV-Modells weiter untersucht. HCMV
(humanes Cytomegalievirus) ist ein ubiquitir vorkommendes Virus mit einem Durch-
seuchungstiter von fast 90% in der Bevolkerung. Es stellt eines der Hauptpathogene fiir
Morbiditdt und Mortalitdt immunsuppremierter Patienten dar. Die CMV-Colitis tritt auch bei
Patienten mit Diabetes mellitus, Niereninsuffizienz und CED auf [77]. Bei AIDS-Patienten ist
wihrend einer HCMV-Infektion der Gastrointestinaltrakt hdufig betroffen, wobei aber an
erster Stelle die Infektion der Retina steht. Im Gastrointestinaltrakt dullert sich eine HCMV-
Infektion hdufig mit Schleimhauterosionen, Gewebsnekrosen, starken lokalen Entziindungs-
reaktionen und Ulzerationen, die zur Perforation fithren konnen. HCM-Viren infizieren ein
breites Spektrum an gastrointestinalen Zellen, z.B. Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Ma-
krophagen und Fibroblasten, hdufig auch intestinale Epithelzellen der Schleimhaut [24, 77].
Klinisch kommt es bei den Patienten zu blutigen Diarrhden, bioptisch werden intranukleare

Einschlusskorperchen (sog. Eulenaugenzellen) gefunden.




Diskussion 80

In unserer Arbeit inhibierten IL-28A und IL-29 die HCMV-Infektionsrate in intestinalen
Epithelzellen, wobei der antivirale Effekt fiir IL-29 etwas ausgepragter war. Diese Ergebnisse
bestitigen die antiviralen Eigenschaften der Lambda-Interferone auch im Gastrointestinal-
trakt. Dariiber hinaus war in einem MCMYV-Mausmodell in vivo bei akuter MCMV-Infektion
die IL-28A-mRNA im Intestinum hochreguliert. Dies deutet auf eine wichtige Rolle von IL-
28A bei der CMV-Infektion in vivo hin. Damit wurde erstmals gezeigt, dass Lambda-
Interferone auch durch DNS-Viren induziert werden. Bislang wurde nur eine Induktion durch
RNS-Viren in diversen Zelltypen beschrieben (siche Tabelle 6).

In nur zwei Studien konnte eine antivirale Wirkung der Lambda-Interferone in vivo
nachgewiesen werden [12, 131]. Inwieweit eine antivirale Funktion von IL-28A und IL-29
auf die intestinale CMV-Infektion in vivo ausiibt, muss noch genauer untersucht werden. Die
Hochregulation bei akuter CMV-Infektion und die in vitro-Ergebnisse dieser Arbeit bzgl.
HCMV-Infektionsinhibierung legen dies aber nahe.

Dennoch ist der genaue Mechanismus der antiviralen Aktivitit der Lambda-Interferone
bislang unklar. In diversen Studien wurde die antivirale Aktivitit der Lambda-Interferone
tiber die Hochregulation antiviraler Proteine in der Zelle erklart [43, 88, 108, 146]. Es muss
jedoch auch eine immunstimulatorische/regulatorische Wirkung diskutiert werden. Beispiels-
weise fithrte IL-29 in dendritischen Zellen zur Hochregulation des Th-1-Zytokins IL-12 [63].
Aullerdem werden Monozyten und Makrophagen von IL-29 aktiviert. Nachfolgend wurde
dadurch die Produktion von IL-6, IL-8 und IL-10 induziert [84]. Somit konnte IL-29 eine
wichtige Rolle bei der Aktivierung der angeborenen unspezifischen Immunantwort spielen.
Diese Daten korrelieren mit den Ergebnissen unserer Arbeit, da wir zeigen konnten, dass IL-
28A und IL-29 in intestinalen Zellen IL-8 hochreguliert, welches als chemotaktisches Zytokin

Immunzellen zu Stellen der Entziindung leitet.

6.2.3 IL-28A- und IL-29-vermittelte antiproliferative Effekte im Gastrointestinaltrakt

Zusétzlich zu den antiviralen Eigenschaften haben IL-28A und IL-29 in intestinalen Epithel-
zellen in dieser Arbeit auch antiproliferative Effekte gezeigt. Mit steigenden Konzentrationen
von IL-28A und IL-29 waren die Proliferationsraten der intestinalen Tumorepithelzelllinien
HT-29 und HCT116 erniedrigt. Ahnliche antiproliferative Effekte wurden fiir diverse Typ-I-
Interferone beschrieben [124], wodurch wiederum die evolutiondre und funktionelle
Verwandtschaft von IL-28A/29 und Typ-I-Interferonen deutlich wird. Auch in anderen
Zellsystemen wurden antiproliferativen Eigenschaften von IL-28A und IL-29 dokumentiert.

Dazu gehoren unter anderem die T-Zelllymphomzelline BW5147. Kiirzlich wurde gezeigt,
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dass die Stimulation mit Lambda-Interferonen die Proliferation von IL-28R1-transfizierten
BW5147-Zellen signifikant verringert. Aullerdem wurde der wahrscheinliche Mechanismus
fiir die antiproliferative Wirkung gefunden. Hierfiir wurden die Tyrosinreste Tyr 343, Tyr 406
und Tyr 517 selektiv genetisch verdndert. Durch Mutation von Tyr 343 und Tyr 517 waren
die antiproliferativen Effekte der Lambda-Interferone komplett verschwunden, ebenso der
zuvor nachgewiesene antivirale Effekt gegen das Mengovirus [43]. Diese Signale scheinen
mit der Aktivierung von STAT2 zu korrelieren, was darauf hinweist, dass dieser Tran-
skriptionsfaktor flir die antiviralen und antiproliferativen Effekte verantwortlich ist. Dies
wurde bereits fiir Typ-I-Interferone in STAT2-defizienten Mausen gezeigt. Dabei konnten
Typ-I-Interferone keine antiviralen Effekte mehr vermitteln [122].

In weiteren Studien fiihrte die lokale Uberexpression von Lambda-Interferonen zur Hemmung
des subkutanen und metastatischen Tumorwachstums. Die hydrodynamische Injektion von
Lambda-Interferon-cDNA in Lebermetastasenfoci von Colon-26-Zellen erhohte die Anzahl
natiirlicher Killerzellen, welche eine immunologische Tumorzerstorung bewirken [139].
Diese Art der lokalen Immuntherapie weist aber dennoch klinische Limitationen auf:
Aufgrund des bendtigten Injektionsvolumens und der hohen Injektionsgeschwindigkeit kam
es bei Versuchstieren oft zu Herzversagen. Dennoch wurde in dieser Studie beobachtet, dass
von den Méiusen, die mit Lambda-Interferon-cDNA behandelt wurden, innerhalb von 24 h nur
13% verstarben, im Vergleich zu 57%, die IFN-a-cDNA erhielten. Diese Daten deuten auf
eine geringere Toxizitdt und somit besserer Vertriaglichkeit von Lambda-Interferonen hin. In
eine weiteren Studie wurden murine B16-Zellen, die mit dem Maus-Ortholog von IL-28A
transfiziert wurden, in immunkompetente C57BL/6 Maiuse injeziert. Diese Zellen wurden
entweder abgestoen oder sind im Vergleich zur Injektion von nativen B16-Zellen nur sehr
langsam gewachsen [96]. Ebenso inhibierten die mit IL-28A transfizierten Zellen bei
gleichzeitiger Injektion mit nativen B16-Zellen deren Wachstum. Diese in vivo-Daten
unterstreichen ein mogliches Potential der Lambda-Interferone in der Tumortherapie. Basie-
rend auf diesen Ergebnissen sollten die Lambda-Interferone hierfiir weiter evaluiert werden.
Eine Erkliarung fiir die antiproliferativen und antitumordsen Eigenschaften der Lambda-
Interferone konnte in der Inhibierung der Tumorangiogenese liegen, da Typ-I-Interferone die
Menge an Angiogenesefaktoren in vielen Tumorzellen reduzieren, wie beispielsweise den
basic fibroblast-Wachstumstaktor, welcher die Tumorformation inhibiert [54, 147]. Bislang
fehlen jedoch Daten zur Bedeutung der Lambda-Interferone bei Angiogenese. Histologische

Untersuchungen der oben erwéhnten IL-28A-transfizierten B16-Zellen zeigten jedoch grofB3e
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Areale mit Tumornekrose und reduzierter Vaskularisierung, was auf antiangiogene Effekte
der Lambda-Interferone hinweisen kénnte.

Andere Daten weisen auf eine durch Lambda-Interferone verstirkte Apoptose hin, die fiir die
antiproliferativen Effekte ursdchlich sein konnten. Versuche in Bonl-Zellen zeigten, dass
nach Inkubation mit Lambda-Interferonen sowohl die Caspasen 3/7-, als auch die PARP-
Aktivitit — welche wichtig fiir Apoptose sind — hochreguliert waren [174]. In den
Experimenten der vorliegenden Arbeit waren jedoch keine erhohten Apoptoseraten in
humanen Kolonkarzinomzelllinien nach Inkubation mit IL-28A und IL-29 nachweisbar, was
auf unterschiedliche biologische Eigenschaften in verschiedenen Geweben hinweisen konnte.
In einer weiteren aktuellen Studie wurde belegt, dass die Transfektion von Lambda-
Interferon-cDNA in die murine Melanomzelllinie B16 die Expression von MHC Klasse-I und
das Zelloberflachenprotein Fas CD95, welches Apoptose induziert, erhoht waren [139].
Zudem fiihrte die Uberexpression von Lambda-Interferonen durch Induktion von
p21/wafl/cipl und dephosphoryliertem Rb in diesen Zellen zu einer verminderten
Zellproliferation in vitro und resultierte in einer erhohten Caspase 3/7-Aktivitdt. Dies weist
auf eine Apoptoseinduktion zusammen mit Zellzyklusarrest in vitro hin. Dennoch scheinen
die Mechanismen der Antitumor-Aktivitit der Lambda-Interferone andere zu sein als die von
Typ-I-Interferonen. In der Studie von Lasfar et al. [96] sprachen primére Lymphozyten und
Makrophagen, die einen wichtige Rolle in der antitumordsen Abwehr spielen, nicht auf
Lambda-Interferone an. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass Immunzellen nicht das
Hauptziel von Lambda-Interferonen sind. Hingegen reagieren fast alle Zellarten auf Typ-I-

Interferone. Weitere Untersuchungen miissen hieriiber Aufschluss bringen.
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7 Klinische Bedeutung und Ausblick

7.1 IL-22 bei der Therapie von CED

Die Inhibition proinflammatorischer Zytokine, z.B. in Form von monoklonalen Antikérpern
gegen TNF-a (Infliximab, Adalimumab, Certolizumab) oder gegen IL-1R (Anakinra), wird
derzeit bei der Therapie von chronisch entziindlichen Erkrankungen wie rheumatoider
Arthritis und auch M. Crohn eingesetzt. Vor allem bei schweren Schiiben des M. Crohn und
bei therapierefraktdren Fisteln stellen diese Substanzen, bei unzureichender Wirksamkeit der
Standardmedikation, potente Reservemittel dar. Auch bei Colitis ulcerosa sind erste positive
Daten iiber eine TNF-o-Antikorpertherapie bekannt [119, 137]. Ebenso wurde in
verschiedenen Studien die Wirksamkeit dieser Medikamente bei extraintestinalen
Manifestationen von CED wie Pyoderma gangraenosum, Uveitis, Episcleritis und
Arthropathien beschrieben [50, 103].

Trotz hoher Wirksamkeit steht dem eine Fiille an unerwiinschten Nebenwirkungen gegeniiber.
Diese umfassen Storungen der korpereigenen zelluldren Immunabwehr mit der Gefahr der
Exazerbation opportunistischer Infektionen, insbesondere der Tuberkulose. Auflerdem werden
unter TNF-a-Antikorpertherapie vermehrt Autoantikorper (sog. ATI, auch antichimére
Antikorper genannt) gebildet, die zum einen anaphylaktische Reaktionen (Infusions-
reaktionen) bei erneuter Exposition ausldosen, und zum anderen mdglicherweise die
Entstehung von Autoimmunerkrankungen fordern konnen. Ein weiteres Problem bei der TNF-
o-Antikorpertherapie ist der Wirkverlust, der womdglich aufgrund der ATI-Bildung, des
schnellen Auswaschens des Medikaments ohne Einfluss der Immunogentitit oder aber durch
den Anstieg anderer proinflammatorischer Molekiile zu erkléren ist. In der ACCENT 1/3-
Studie zeigten 30-50% der Patienten, die alle acht Wochen mit Infliximab behandelt wurden,
nach ca. einem Jahr ein fehlendes bzw. vermidertes Ansprechen auf die Therapie [72]. Eine
Erhohung der Dosis sowie die Verkiirzung der Applikationsabstinde scheinen diesem
Problem entgegenzuwirken.

In unserer Arbeit wurden proinflammatorische Eigenschaften von IL-22 in intestinalen
Zellsystemen in vitro gezeigt und IL-22-mRNA vermehrt in entziindeten Lésionen von M.
Crohn-Patienten nachgewiesen. Zusammen mit den Daten anderer Arbeiten, z.B. beziiglich
der proinflammatorischen Rolle von IL-22 bei Psoriasis [16] und ARDS [166], macht dies
den Einsatz von IL-22-Inhibitoren zu einer moglichen Behandlungsalternative bei M. Crohn.
Zudem wird der IL-22-spezifische Rezeptor IL-22R1 nicht von menschlichen Immunzellen
wie T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen und Monozyten exprimiert [123, 169], was ein giinstiges
Nebenwirkungsprofil von IL-22R-Antikérpern zur Folge haben konnte.
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Andererseits wurden in der vorliegenden Arbeit fiir IL-22 in intestinalen Epithelzellen in vitro
auch Barriere-schiitzende Eigenschaften durch SOCS-Aktivierung, B-Defensin-2-Hoch-
regulation und erhdhte Zellmigration gefunden. Dies konnte auf protektive Eigenschaften
dieses Zytokins bei der postentziindlichen Wundheilung hinweisen.

In einer bislang nur als abstract veroffentlichten Studie wurde beschrieben, dass die Heilung
der DSS-induzierten Colitis bei Mdusen durch die Gabe von anti-IL-22-Antikdrpern im
Vergleich zur Kontrollgruppe verzogert ablief [152]. Zudem wurde gezeigt, dass die
Geniiberexpression von IL-22 in der Lamina propria des Kolons von T-Zell-Rezeptor-
Knockout-Méausen zu einer starken Suppression der Colitis fiihrte, was auf protektive
Eigenschaften von IL-22 im Intestinum schlieBen ldsst. Ein weiterer Hinweis auf
antiinflammatorische Eigenschaften von IL-22 im Gastrointestinaltrakt wird in einer aktuellen
Arbeit von Wolk et al. gegeben, in der eine Induktion des LPS-Bindeproteins durch IL-22
gezeigt wurde. Interesannterweise war das LPS-Bindeprotein zusammen mit IL-22 im
peripheren Blut von M. Crohn-Patienten und auch im Maus-Colitismodell hochreguliert
[170].

In einer weiteren Studie wurde die Induktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 durch
IL-22 in intestinalen Epithelzellen nachgewiesen [114]. Die immunregulatorische Aktivitit
von IL-10 basiert zum einen auf der Inhibierung der Produktion proinflammatorischer
Zytokine wie IL-1p, TNF-a und IL-6 sowie der Th2-Zell-abhédngigen Zytokine IL-4 und IL-5
[149], zum anderen auf der Inhibierung der Antigenprisentation. IL-10 hemmt aufBlerdem
bestimmte inflammatorische Chemokine wie z.B. MIP-a, RANTES, IL-8 und Eotaxin sowie
die Expression inflammatorischer Enzyme wie z.B. iNOS (inducible nitric oxid synthetase)
und COX-2 in Makrophagen [26, 47]. Es wurden auch immunstimulatorische Eigenschaften
von IL-10 beschrieben, wie beispielsweise die Hochregulation von MHC Klasse-II-Proteinen
auf B-Lymphozyten und die Induktion zytotoxischer T-Zelldifferenzierung. Aufgrund dieser
Eigenschaften wurde IL-10, welches eine 24,7%ige AS-Homologie zu IL-22 aufweist, bereits
in diversen Studien an Patienten mit CED getestet. In Maus-Colitismodellen waren die ersten
Ergebnisse sehr erfolgversprechend. Ebenso zeigten friihe klinische Studien bei
unbehandelten und auch steroidrefraktdren M. Crohn-Patienten ein grofBes therapeutisches
Potential von IL-10. In einer der ersten Doppelblindstudien wurde die Sicherheit und Toleranz
von rekombinanten IL-10 (Tenovil) bei M. Crohn-Patienten untersucht [28]. In der 12-
wochigen Behandlungszeit war Tenovil sicher und wurde gut toleriert. Leider wurden in den
darauffolgenden groBeren Studien [S51, 142, 158] geringe bzw. keine signifikanten Unter-

schiede zwischen Placebo- und IL-10-behandelten Patienten gefunden. Eine Steigerung der
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IL-10-Dosis erbrachte keine Besserung der Ergebnisse. Auf eine mogliche Ursache hierfiir
weist eine weitere Studie hin: Bei M. Crohn-Patienten, denen hohe systemische IL-10-Dosen
verabreicht wurden, war die (von Neopterin und Phytohdmaglutinin) induzierte
Serumkonzentration von IFN-y erhoht [158]. Die geringen Ansprechraten konnten auch mit
der Pharmakokinetik von IL-10 zu erkldren sein. Die Serumhalbwertszeit von IL-10 liegt bei
1,1 bis 2,6 h. Aufgrund dieser Instabilitdt von IL-10 im Organismus ist es moglicherweise
schon eliminiert, ehe es den Wirkort erreicht hat. Um das Problem der systemischen In-
stabilitdt und der geringen lokalen Konzentration zu umgehen, wurden einige neue Methoden
in Bezug auf die Applikation von IL-10 gepriift. Eine probate Methode, um IL-10, das
normalerweise durch die Magensédure zerstort wiirde, auch oral verfiigbar zu machen, ist die
Verabreichung von genetisch verdnderten IL-10-produzierenden Bakterien, wie z.B.
Lactococcus lactis. Im Mausmodell, und mittlerweile auch in einer Studie am Patienten, sind
erste erfolgversprechende Ergebnisse erzielt worden [18, 151]. Eine weitere Methode ist die
Applikation von IL-10-enthaltenden Gelatinemikrosphiren, die, rektal eingefiihrt, zumindest
bei Médusen zu einer signifikanten Besserung der Colitis fithrten [115]. All diese Ergebnisse
zeigen das mogliche therapeutische Potential von IL-10, aber auch die Schwierigkeiten auf,

die fiir eine effektive Zytokintherapie von CED iiberwunden werden miissen.

Zusammengefasst ist zum jetzigen Zeitpunkt auf der Basis unerer Arbeit und der Ergebnisse
anderer Forschergruppen nicht vollstidndig geklért, ob I1L-22, speziell bei CED, in vivo eher
IL-10-dhnliche antiinflammatorische oder aber proinflammatorische Eigenschaften hat. Es ist
jedoch aufgrund der vorliegenden Daten wahrscheinlich, dass IL-22 Barriere-protektiv wirkt
und vor allem beim M. Crohn, und weniger bei der Colitis ulcerosa, eine Rolle spielt. Weitere
in vivo-Versuche miissen Aufschluss iiber das Potential von IL-22 bzw. IL-22-Antikorpern

bei der Behandlung von CED bringen.
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7.2 IL-28A und IL-29 bei der antiviralen Therapie

Bei der Behandlung viraler Infektionen steht dem Kliniker heutzutage eine Fiille von potenten
Wirksubstanzen zur Verfiigung. Darunter finden sich Virostatika, die iiber verschiedene
Wirkmechanismen verfiigen. Diese sind unter anderen Hemmstoffe der viralen DNS-
Polymerase (z.B. Aciclovir), Neuraminidaseinhibitoren (z.B. Oseltamivir), uncoating-
Hemmer, die die Freisetzung der fertigen viralen Nukleinsdure in die Wirtszelle verhindern
(z.B. Amantadin), Nukleosidanaloga, die intrazelluldr zu aktiven Metaboliten phosphoryliert
werden und zu einer kompetitiven Hemmung der viralen reversen Transkriptase fiihren (z.B.
Zidovudin), und speziell bei der HIV-Infektion Protease-Inhibitoren, die die Prozessierung
der wihrend der viralen Replikation entstandenen Polypeptide unterbinden (z.B. Ritonavir).
Die HCMV-Infektion stellt ein hiufiges Problem v.a. bei frisch transplantierten, aber auch
anderweitig immunsuppremierten Patienten dar. Zur Behandlung werden die Virostatika
Ganciclovir (Cymeven) und Valganciclovir (Valcyte), als Reservetherapeutika Foscarnet
(Foscavir) und Cidofovir (Vistide) eingesetzt, die iiber eine Hemmung der viralen DNA-
Polymerase ihre Wirkung entfalten. Dennoch ist der Einsatz dieser Medikamente mit einer
Vielzahl von schweren Nebenwirkungen wie Leukopenie, Thrombozytopenie und Nieren-
funktionsstdrungen verbunden. Aullerdem sind natiirliche Resistenzen, z.B. bei der Behand-
lung mit Ganciclovir, ein Problem [83]. Versuchsweise wurden auch Typ-I-Interferone zur
CMV-Infektionsbehandlung bei Méausen mit Erfolg erprobt [17]. Interferone werden bereits
seit lingerem zur Therapie bestimmter viraler Erkrankungen herangezogen. Sie wirken im
Gegensatz zu anderen antiviralen Medikamenten wie z.B. Virostatika wahrscheinlich nicht
direkt auf die Viren, sondern induzieren im Wirtszellinneren eine spezifische antivirale und
immunmodulatorische Reaktion.

Eines der am haufigsten in der Klinik eingesetzten Interferone ist das Interferon-o2, das
rekombinant, neuerdings auch pegyliert, mit anderen antiviralen Therapeutika (z.B. Peg-
Interferon-a2+Ribavirin) vor allem zur Behandlung bei chronischer Hepatitis B und C
eingesetzt wird. Ebenso wird es wegen seiner antiproliferativen und immunmodulatorischen
Effekte allein oder auch in Kombination mit anderen etablierten Medikamenten als sog.
biological bei Haarzellleukdmie, chronisch myeloische Leukdmie (CML), gastrointestinalen
Stromatumoren (GIST), neuroendokrinen Tumoren (NET), kutanen T-Zell-Lymphomen und
Kaposisarkom verwendet [21].

Bei der Behandlung mit Interferonen sind schwere Nebenwirkungen wie Leukopenie,
Thrombozytopenie, grippedhnliche Symptome, Haarausfall, Autoimmunreaktionen, Leber-

funktionsstorungen und Depression beobachtet worden. Die neuen Lambda-Interferone IL-
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28A und IL-29 haben in unseren Untersuchungen und anderen Arbeiten [20, 88, 108, 131,
146] potente und den Typ-I-Interferonen dhnliche antivirale Eigenschaften in vitro gezeigt,
was sie zu moglichen neuen Kandidaten fiir antivirale Therapeutika macht. Ein
entscheidender Vorteil der Lambda-Interferone konnte sein, dass der Lambda-Interferon-
spezifische Rezeptor IL-28R1/IFN-AR1 auf bestimmten hdmatopoetischen Stammzellen nicht
exprimiert wird. Unter Therapie konnte dies, im Vergleich zu Typ-I-Interferonen, zu einem
giinstigeren Nebenwirkungsprofil fithren. Derzeit wird IL-29 in pegylierter Form bereits in
einer Phase 1-Studie durch die Firma Zymogenetics Inc., Seattle, USA, fiir die Therapie der
chronischen Hepatitis C getestet.

Eine weitere wichtige Frage ist, ob Viren in der Lage sind auch Resistenzen gegeniiber
Lambda-Interferone zu entwickeln, wie sie fiir Typ-I-Interferone bereits beschrieben wurden
[86]. So ist beispielsweise bekannt, dass einige Viren ISGF3 antagonisieren konnen. Dies
hitte ebenso Auswirkungen auf die Signaltransduktion und somit die Wirkung der Lambda-
Interferone [25]. Speziell bei der aktuellen Standardbehandlung der chronischen Hepatitis C
mit Interferon-a2 plus Ribavirin konnen nur ca. 20% der Patienten mit Genotyp 2 und 3 und
ca. 50% der Patienten mit Genotyp 1 das Virus eliminieren [106]. Die Ursachen der IFN-
Resistenzentwicklung scheinen multifaktoriell zu sein, die genauen Mechanismen sind
bislang noch unklar. Unsere Arbeitsgruppe konnte kiirzlich in zwei Publikationen zeigen [20,
161], dass eine SOCS-Uberexpression in hepatischen Zellen zu einer Hemmung sowohl der
durch IFN-a- als auch durch IFN-A-induzierten antiviralen Proteine 2°,5’-OAS und MxA
filhrt. Dies konnte ein entscheidender Mechanismus bei der Resistenzentwicklung von
virusinfizierten Zellen sein und eine Limitation des Einsatzes von Lambda-Interferonen bei
der antiviralen Therapie nach sich ziehen. Weitere in vivo-Untersuchungen sind notwendig,
um die Effizienz und das Nebenwirkungsprofil der therapeutischen Anwendung der Lambda-

Interferone bei viralen Infektionen zu ergriinden.

7.3 IL-28A und IL-29 bei der antiproliferativen Tumortherapie

Ziel einer Tumortherapie ist es, die Tumorzellzahl zu reduzieren und im besten Fall die
Tumorzellen vollstindig zu eliminieren. Tumorzellen unterscheiden sich von normalen
Korperzellen vor allem durch ungehemmtes Wachstum. Daher ist die Therapie der Wahl bei
tumordsen Erkrankungen die Behandlung mit Wachstumshemmern. Dazu zédhlen die
Zytostatika, die relativ unselektiv das Zellwachstum hemmen. Diese Chemotherapie ist mit
unerwiinschten Wirkungen auf die sich ebenfalls schnell teilenden Korperzellen wie

Knochenmarkszellen, Schleimhautzellen des Gastrointestinaltrakts, Haarwurzelzellen und
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Keimdriisen verbunden. Bisher werden je nach Tumorart verschiedene Wirkstoffklassen von
Zytostatika eingesetzt, beispielsweise Alkylantien wie Cyclophosphamid (z.B. Endoxan) bei
der Behandlung von Leukidmien, Antimetabolite wie 5-Fluoruracil (z.B. Fluroblastin) bei der
Behandlung von gastrointestinalen Tumoren oder spezielle Antibiotika wie Doxorubicin (z.B.
Adriablastin) zur Behandlung des M. Hodgkin. Ergénzt werden diese ,klassischen® Zyto-
statika von einer immer grofler werdenden Zahl neuer Medikamente wie Pflanzenalkaloide
(z.B. Vincristin), DNA-Topoisomeraseinhibitoren (z.B. Irinotecan), Enzyme (z.B. L-
Asparaginase), Antikorper (z.B. Bevacizumab) und Interferone (z.B. Interferon-a). Interferon-
a2 ist derzeit fiir die Behandlung von Haarzellleukdmie, CML, kutanes T-Zell-Lymphom und
Kaposisarkom zugelassen. Es wird angenommen, dass seine Wirkungen auf antiproliferative
und immunmodulatorische Eigenschaften zuriickzufiihren sind. Auch bei anderen soliden
Tumorarten wie z.B. beim malignen Melanom wird IFN-o2, auch in Kombination mit
Interleukinen im Rahmen von Studien getestet. Die Therapie mit Interferon-a und IL-2 als
Einzel- oder Kombinationstherapie ist hier in der Lage, eine kurzzeitige Remission zu
bewirken [100, 135]. Neuere klinische Studien mit einer niedrig dosierten Interferon-o.-
Therapie zeigten fiir Patienten mit einem Melanom im Stadium II eine gute Vertrdglichkeit
und auch eine deutlich verlingerte 5-Jahres-Uberlebenszeit [65].Interferon-o. bewirkt als
adjuvante Therapie sowohl die Verzogerung eines Rezidivs als auch die Verldngerung der
krankheitsfreien Zeitintervalle. Beim metastasiertem Melanom kann es bei Verabreichung in
Kombination mit einer Chemotherapie die Ansprechraten verbessern. Im Rahmen dieser sog.
,Chemoimmuntherapie oder ,,Biochemotherapie®, welche die Kombination von Zytostatika
und IFN-a oder IL-2 beinhaltet, konnen hohere Ansprechraten als bei alleiniger Chemo- oder
Immuntherapie erzielt werden [65]. Dennoch werden bei der Behandlung mit Interferon-o die
gleichen Nebenwirkungen beobachtet, wie sie schon oben beschrieben wurden. Da in unserer
Arbeit gezeigt wurde, dass IL-28A und IL-29 antiproliferativ auf die beiden kolorektalen
Tumorzelllinien HT-29 und HCT116 wirken, konnten diese Substanzen &hnlich gute
antitumordse Effekte in vivo zeigen und eine Alternative zu Interferon-a darstellen. Auch in
anderen Zellsystemen wurden fiir Lambda-Interferone antiproliferative und antitumordse
Eigenschaften beschrieben, unter anderem in murinen B16 Melanom-Zellen [139], Colon-26-
Zellen [139], neuroendokrinen BON1-Zellen [174] und BW5147 Lymphom-Zellen [43].

Zur Verifizierung dieser iiberwiegend in vitro gewonnenen Daten sind weitere in vivo
Experimente notwendig, um das Potential der Lambda-Interferone in der Tumortherapie zu

detektieren.
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8 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der IL-10-verwandten Zytokine IL-22, IL-
28A und IL-29 in intestinalen Zellen untersucht. Obwohl IL-22, IL-28 A und IL-29
strukturelle Ahnlichkeiten besitzen und iiber die gemeinsame Rezeptoreinheit IL-10R2 die
Signale in die Zelle leiten, deuten die Daten dieser und auch anderer Arbeiten darauf hin, dass
diese Zytokine in vivo sehr unterschiedliche biologische Funktion haben.

In den Experimenten unserer Arbeit wurde gezeigt, dass der IL-22-spezifische Rezeptor-
komplex in intestinalen Epithelzellen exprimiert ist und die Bindung von IL-22 an den
Rezeptorkomplex zur Hochregulation der proinflammatorischen Zytokine IL-8 und TNF-a
fithrt. In Kolonbiopsien von CED-Patienten war IL-22-mRNA nachweisbar, bei M. Crohn-
Patienten in entziindeten Bereichen sogar deutlich erhoht. Ebenso war IL-22-mRNA
zusammen mit proinflammatorischen Genen im Maus-Colitismodell hochreguliert. 1L-22
hatte signifikant proliferative und migrationsféordernde Effekte auf intestinale Epithelzellen.
Somit spielt IL-22 eine bedeutende Rolle bei inflammatorischen Prozessen und besitzt
Barriere-protektive Eigenschaften.

Die Bindung von IL-28A und IL-29 an den funktionellen Rezeptorkomplex fiihrte zu einer
Hochregulation der antiviralen Gene 2°,5°-OAS und MxA und zu einer signifikanten
Reduktion der Infektion intestinaler Epithelzellen mit humanen Cytomegalieviren. AuBlerdem
wurde im Mausmodell erstmals gezeigt, dass IL-28A bei viraler Infektion in vivo
hochreguliert ist. Weitere Experimente unserer Arbeitsgruppe (bislang unveroffentlichte
Daten) ergaben, dass IL-28A und IL-29 eine Replikationsreduktion von Hepatitis C-Genom-
transfizierten Huh-7-Hepatomzellen bewirkte. Dieser Effekt war &hnlich stark wie fiir [FN-a.
Sowohl IL-28A als auch IL-29 verringerten signifikant die Proliferationsrate von colorektalen
Tumorepithelzellen. IL-28A und IL-29 weisen somit antivirale und antiproliferative
Eigenschaften vergleichbar denen von Typ-I-Interferonen auf.

Es konnten auch einige Gemeinsamkeiten z.B. im Bereich der Signaltransduktion beobachtet
werden. Uber die gemeinsame Rezeptoreinheit IL-10R2 wurden sowohl von IL-22 als auch
von IL-28A und IL-29 STAT3, die MAP-Kinasen ERK-1/2, SAPK/JNK und Akt aktiviert,
nicht aber p38. STAT1 hingegen wurde nur von IL-22 aktiviert.

Derzeit befindet sich bereits ein IL-22R-Antikérper in priaklinischen Tests zur Therapie der
Psoriasis vulgaris. Bevor allerdings IL-22 bzw. IL-22-Antikorper bei chronisch entziindlichen
Erkrankungen klinisch eingesetzt werden konnen, miissen noch weitere in vitro- und in vivo-

Studien durchgefiihrt werden.
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Fiir IL-28A und IL-29 scheint die antivirale Wirkung durch mehrere Studien hinreichend
bewiesen, so dass pegyliertes IL-29 bereits in einer Phase I-Studie zur Behandlung der
chronischen Hepatitis C evaluiert wird. Allerdings bleibt die Effektivitit und das Neben-
wirkungsprofil abzuwarten.

In Abbildung 38 sind die von uns erhobenen Daten zur Bedeutung der IL-10-verwandten
Zytokine IL-22, IL-28A und IL-29 bei der Siganltransduktion und den daraus resultierenden

Funktionen in intestinalen Zellen noch einmal dargestellt.

Membran

Zytoplasma

T Gocsid Iy R @D
QDATONNIG

Zellkern

Abbildung 38: IL-22- und IL-28A/IL-29-vermittelte Signale und Funktionen in intestinalen Zellen.
(Farbkodierung: Orange: IL-22-vermittelt. Griin: IL-22- und IL-28A/IL-29-vermittelt. Lila: 1L-28A/IL-29-
vermittelt.)
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